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Egy kis kitéro az operak vilagaba

Carl Maria von Weber
(1786-1826)

A blvos vadasz
Dalszoveg: Johann Friedrich Kind irta Johann August Apel és Franz Laun Kisértetkonyv cim( konyve alapjan

Egy udvari masoderdészi cim és egy lany kezenek biztos elnyeréseért, Max
a sotet hatalmak erejéet igénybe véve magikus golydkat ontet, hogy minden
|ovése célba talaljon (hat golyo, de van egy hetedik).

Mi is ilyen magikus golyot szeretnénk késziteni a rak ellen,
de nem a sotét hatalmak, hanem a tudomany segitsegével. i AZ NKF1 ALAPEOL
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A magikus golyé elmélete

Oldallanc elmelet

o
»

A

Paul Ehrlich (1854-1915)

» 1908 Orvosi Nobel Dij : immunologiai kutatasokert

Oldallanc elmélet
» 1909 Salvarsan felfedezése (szifilisz elleni gyogyszer) l

» Kemoterapia elnevezes .
Pl ves Receptor elmélet

» Magikus golyo (Magic bullet, Zauberkugel)

Oldallanc, ami csak a parazitakon talalhato, de a megtamadott sejten vagy szerven nem

}

Hatbanyagok szelektiv celbajuttatasa ellenanyagok segitsegevel




Ellenanyag — hatéanyag konjugatumok
(Antibody Drug Conjugates; ADCS)

Adcetris (Seattle Genetics, Bothell, WA)

brentuximab vedotin
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0P, (tengeri kagylobdl izolaltak)

Ciszteinhez kapcsolva 1-2 hatdéanyag az ellenanyagon

Alkalmazas: non-Hodgkin limféma
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MAB: brentuximab (CD30 sejtmembran fehérje elleni ellenanyag) e o OJEKT



Ellenanyag — hatéanyag konjugatumok
(Antibody Drug Conjugates; ADCS)

Kadcyla (Genentech, South San Francisco, CA)

— Mertansine (emtansine, tubulin inhibitor) ]
Trastuzumab
o) (HERZ receptor
ellenanyag)
‘ N
N
dIIH
DM1/Mab ~ 3,5
MCC linker
DM _n
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MCC: 4-(maleimidylmethyl) cyclohexane-1-carboxylate J e | o



Ellenanyag vagy kismolekula - hatéanyag konjugatumok
(ADCs vs. SMDCs)

Elonyok Hatranyok
/ ADCs: nagy specifitas rossz permeabilitas \
hosszu élettartam esetleges immunogenitas
hatékony internalizacio kevés hatdéanyag

alacsony terapias index

\ magas koltségek /

SMDCs: tumor szelektivitas kisebb mint az ADCs
magas hatéanyag tartalom gyors metabolizmus
nem immunogen és kiurulés

nagyobb szovet penetracio

olcsdbb



A konjugatumok tumorellenes hatasat befolyasolé tényezok

receptor-ligand\ & sejten beluli A
kotédes lizoszomalis
eréssége, degradacio
N internalizacio ) \hatékonységa y
konjugatumb A lebontas
onjugatumban —_
talalhaté OGN soran keletkezs
hatéanyagok tumorellenes metabolitok
\_ szama ) hatasa szerkezete
C ) C N
hatéanyag metabolit
tumorellenes lokalizacioja
hatasa a sejtben

A / AV 4




Célpont

A terapia fokozott szelektivitasanak lehetésége
az egeszséges sejtek és a tumorsejtek kulonbségén alapul

Nehany kulonbség az egészseges és tumorsejtek, szovetek kozott:

Sejtfelszini (pl. tumorspecifikus vagy tultermel6dott receptor)

Ismert : hormon receptorok
: (pl. GnRH)
tumorseijt

Nem ismert: fag bemutatassal
kivalasztott

katepszin B matrix metallopeptidaz 9
(MMP9)

)



2018-as Kémiai Nobel Dij

Frances H. Arnold  George P. Smith  Sir Gregory P. Winter

for the direct for the phage display
evolution of enzymes of peptides and antibodies
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Vastagbél tumorsejthez (HT-29) kotodo peptidek kivalasztasa
fag-bemutatas technikaval

Szekvencia
2-3 szelekcids lépés utan
Fag konyvtar 1 1 l 1 A
Ismétlés
2-3-szor A
rrr 1t 1 11- T _-|- 11 Vastagbél
e o tumorsejt
Mosas E. coli-ban valo
! L kifejeztetés
\ Kotédés
Nem Kotédott E|ua|as 1
kotEdott fagok
fagok .
Co ) @

Zhang Y., et al. (2007) J. Biomol. Screen. 12, 429-435

(_VHLGYAT )

kivalasztott peptid

|

Dau=Aoa-VHLGYAT-NH,
Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH,

Dau=Aoa-GFLG-VHLGYAT-NH,

Dau: daunomicin
Aoa: aminooxiacetil

GFLG, LRRY:
Katepszin B enzim
altal hasithatd szekvenciak

10 fag klén felhasznalasaval, 50 kivalasztott, amelyek
keves és csak dipeptid szakasz homologiat mutattak
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Hatekonyabb konjugatum kivalasztasa Ala-szken majd
pozicios szkennelés segitségeével

000000
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pau=Aoa-LRRY-(V J(H )L XA XY XA )(T)-NH,

LGAAT
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00

Dau=Aoa-LRRY-

50,555
>100
26,8 +0,4
>100
140£15 —
>100
60,9 + 3,1

27,9+6,4 «—

50,3+ 3,0
29,5+6,2
7,5+35
6,6 +2,9
24,8+ 7,4
21,7+6,5
28,0+ 19,4
>50

IC5, értékek
24 + 48 6ra
kezelés
MTT teszt



Az ujabb helyettesitesek hatasa
HT-29 vastagbél adenokarcinoma sejtek eletképességére

1Cs0

konjugatum koéd atlag SD

Dau=Aoa-LRRY-VHLFYAT-NH, KK?24 6,7 6,35 6,53 0,25
Dau=Aoa-LRRY-VHLFYET-NH2 A-E 44,85 63,82 54,34 13,41
Dau=Aoa-LRRY-VHLFY ST-NH2 A-S 16,13 19,3 17,72 2,24
Dau=Aoa-LRRY-VHLFYKT-NH2 A-K 12,69 10,3 11,50 1,69
Dau=Aoa-LRRY-VHLFYLT-NH2 A-L 3,1 3,24 3,17 0,10
Dau=Aoa-LRRY-VHLFYPT-NH2 A-P 11,53 10,26 10,90 0,90
Dau=Aoa-LRRY-VHLFYNT-NH2 A-N 19,85 10,94 15,40 6,30
Dau=Aoa-LRRY-VHLYYAT-NH2 G-Y 50,9 25,83 38,37 17,73
Dau=Aoa-LRRY-VHLCpaYAT-NH2 G-Cpa 3,61 3,53 3,57 0,06

AZ NKFI ALAPBOL
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1

Fluorescence intensity

Dau+ cells (%)

A szekvencia modositasok hatasa a sejtfelvételre
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3 oras kezelést kovetben aramlasi citométrrel torténé meghatarozas

I Parent (3)
B G/A (7)
I G/F (13)
C_1GIS (14)
I G/P (17)
I G/Cpa (19)
I GIF, AL (22)

6.25 12.5 ‘ 25 50 100 G/F S G/Cpa > G/F, A/L S
[Conjugate] (uM)
— v > GIA>GIS > G > GIP
B G/F (13)
[C1G/s (14)

B G/P (17)
[ G/Cpa (19)
I GIF, AL (22)
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Proliferation index (%)

In vivo tumorndvekedeés és proliferacio gatlas,
valamint toxicitas vizsgalat

Tumour weight (g)
o
o
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B 1o
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Control Dau

Parent (3)

GIF (13)

35%

Parent (3)

Ki-67 sejt proliferacios marker alapjan
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K%k

0.8

0.7 4

11% 0'2__

GiF (13) Control Dau Parent (3) GfiF (13)

Orthotopikus HT-29 tumor modell

SCID egerek (8-8 csoportonkeént)

13 nappal a tumorbedultetés utan

az elsé kezelés

Dau 1mg/kg egyszer egy héten;

terminalas 23. napon (egy elhullott)
Konjugatumok: 10 mg/kg 3x ill. 2x (1. ill. 2. hét)
terminalas 30. napon (1 (kontroll), 2 (3) elhullas)



A kivalasztott KK06/2 és a KK24 vizsgalata kulonbozo
tumorsejt tipusokon

GSI . i . Viabilitas, 10° M-ban, 72 6ra inkubacié elteltével
. Vegyiuletnév/Szekvencia
kod PANC-1 Colo-205 A2058 EBC-1
KK06/2 Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, 125.9% 72.2% 87.8% 93.1%
KK24 |Dau=Aoa-LRRY-VHLFYAT-NH, 12.6% 42.1% 40.2% 71.3%

80% < viabilitas < 100% 50% < viabilitas < 80% | 20% < viabilitas < 50% viabilitas < 20%
PANC-1: hasnyalmirigy tumor (impedimetria)

Colo-205: vastagbél tumor (AlamarBlue)

A2058: melandma (AlamarBlue)

EBC-1: tado tumor (Alamar Blue)
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A konjugatumok hatasa kulonb6z6 tumor sejt tipusokon

Type of tumors (cell lines) Dau KKO06/2 KKO06/2 / Dau KK24 KK24 / Dau KKO06/2 | KK24
(IC50; UM) (ICs0; UM) (ICs0; UM)

Melanoma (mice B16) 0.0089 + 0.0053 15.2+ 3.0 1711.3 3.0£0.5 3354 5.07
Prostate (DU145) 0.0245 + 0.0053 6.1+£2.2 249.7 35+05 142.3 1.74
Lung (H6509) 0.0475 + 0.0016 44+1.2 92.6 29+0.6 60.1 1.52
Lung (H1975) 0.0133 £ 0.0047 19.3+0.1 1458.7 3.7+0.8 279.9 5.22
Melanoma (A2058) 0.0332 £ 0.0004 10.5+5.8 316.8 35+1.3 104.5 3.00
Head & neck (PE/CA PJ41) 0.0258 + 0.0054 9.4+£35 363.9 43+0.1 165.7 2.19
Head & neck i (PE/CA PJ15) 0.0264 + 0.0050 20.2+ 4.6 759.3 7.4+£3.4 277.3 2.73
Liver(HepG2) 0.0213 + 0.0009 22.4+ 4.4 1052.6 47+05 220.2 4.77
Melanoma (M24) 0.0936 + 0.0258 15.4 £ 3.7 164.3 5.8+0.9 61.7 2.66
Breast (MDA-MB-231) 0.0529 £ 0.0103 6.3+2.5 118.8 46+0.8 86.6 1.37
Melanoma (WM983b) 0.0442 £ 0.0192 7.1+£25 159.8 51+04 114.6 1.39
Glioma (U87MG) 0.0279 £ 0.0035 14.2+35 510.3 6.6 +0.2 236.9 2.15
Lung (A549) 0.0681 + 0.0227 25.9+2.3 380.1 59+15 86.1 4.39
Colorectal (HT116) 0.1271 £ 0.0219 33.6+4.4 264.1 7.2+0.3 57.0 4.67
Prostate (PC-3)) 0.0260 + 0.0071 205+0.3 787.5 59+1.6 226.7 3.48
Colorectal (egér C26) 0.1260 + 0.0468 15.8+2.5 125.7 8.3+1.0 66.0 1.90
Colorectall (HT-29) 0.2029 + 0.0010 30.1+0.3 148.3 11.6+0.1 57.1 2.60
Colorectal (WIDR) 0.2401 + 0.0363 341+£3.2 141.8 15.1+2.9 62.8 2.26
Ovarian (OVCAR-3) 0.4729 + 0.0636 13.8+0.5 29.3 11.3+2.6 24.0 1.22
Breast (MCF-7) 0.2860 + 0.0247 222+9.2 77.6 11.1+ 3.8 38.8 2.00
Breast (mice 4T1) 0.0408 + 0.0068 342+04 837.4 11.6+£3.6 284.6 2.95
Colorectal (HT-25) 0.1564 + 0.0721 33.2+3.5 212.4 154+2.8 98.5 2.16
Pancreas (PANC-1) 0.4667 + 0.0366 31.7+45 68.0 26.9+8.1 57.7

Fibroblast (MRC-5) 0.2547 + 0.0006 39.3+24.6 154.2 52.1+1.7 204.6 0.75




Affinitas kromatografia receptor meghatarozashoz

Ligandum: H-LRRYVHLFYAT-NH, (spec-1), H-LRRYVHLGYAT-NH, (spec-2)

a ,szennyezd”
fehérjéket lemossuk
az oszloprol

)

az elvalasztani kivant
fehérjét a ligandum

oldataval elualjuk 202

a fehérjekeveréket

a polimerhez kotott
ligandumot tartalmazo
oszlophoz adjuk
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Sejtlizatum affinitas kromatografiaja és MS vizsgalata

Row Accession Protein MW[kDa] pl Scores #Peptides SC[%] RMS90 [ppm]
1 HSPTC HUMAN  Heat shock cognate 71kDa protein 0S=Homa sapiens GN=HSPA8 PE=1SV=1 709 5457954 (Mscore:5795.4) 89 796 30
2 HSTIA HUMAN  Heat shock 70kDa protein 1A 0S=Homo sapiens GN=HSPALA PE=1 SV=1 700 5540949 (Mscore:40949) 5 794 38
3GDIB_ HUMAN  Rab GDP dissociation inhibitor beta 0S=Homo sapiens GN=GDI2 PE=1 V=2 50,6 6,1 39910 (Mscore:3991.0) b6 715 44
4 EZRI HUMAN Ezrin OS=Homo sapiens GN=EZR PE=15V=4 694 5,9 29926 (M.score:2992.6) 51 368
5EF2 HUMAN ~ Elongation factor 2 0S=Homo sapiens GN=EEF2 PE=1 SV=4 %3 6,4 2615.6(Mscore:2615.9) 3 %8 3%
6 UBAL HUMAN  Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 10S=Homo sapiens GN=UBAL PE=1 V=3 1178 5,5 2587.9(M.score:2587.9) 3% 519 38
7 MAOX_HUMAN  NADP-dependent malic enzyme 0S=Homo sapiens GN=ME1 PE=1 SV=1 641 58 3477.6(Mscore:3477.6) W78 39
8 PUR9_ HUMAN  Bifunctional puring hiosynthesis protein PURH OS=Homo sapiens GN=ATIC PE=1V=3 646 6,3 23425(Mscore:23425) Y] 451
9 ANXAS_HUMAN  Annexin A5 0S=Homo sapiens GN=ANXAS PE=1SVi=2 359 4929178 (Mscore:2917.8) B o 3%
10 ALDOA HUMAN - Fructose-bisphosphate aldolase A 0S=Homa sapiens GN=ALDOA PE=1 SV=2 394 832712.0(Mscore:2712.0) B 8lp 34
11 TRXR1_HUMAN  Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic 0S=Homo sapiens GN=TXNRD1 PE=1 SV=3 709723080, (Mscore:3080.1) R %1 404
12 AATC HUMAN  Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 0S=Homo sapiens GN=GOT1 PE=15V=3 46,2 6,52900.9(M.score:2900.9) 2 8l 3R
13 SYC HUMAN- Tyrosine--tRNA ligase, cytoplasmic 0S=Homa sapiens GN=YARS PE=15V=4 59,1 6,6 1840.5(Mscore:1840.5) 3634 4
14 AL9A1 HUMAN  d-rimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase 0S=Homo sapiens GN=ALDHOAL PE=15V=3 538 5,7 24125(Mscore:2412.5) 0 a4 370
15 ALDOC_HUMAN  Fructose-bisphosphate aldolase C S=Homo sapiens GN=ALDOC PE=1 V=2 394 6,4 23108(Mscore:3108) 0 Ul 375
16 CPNE3 HUMAN  Copine-30S=Homo sapiens GN=CPNE3 PE=1 SV=1 601 5,6 2417.1(Mscore:2417.1) N Tt 397
17 (DHA HUMAN  L-{actate dehydrogenase A chain 0S=Homo sapiens GN=LDHA PE=1 SV=2 36,7 84.239.5(Mscore:23%.5) 9 792 400
18 UGDH_HUMAN  UDP-glucose 6-dehydrogenase 0S=Homo sapiens GN=UGDH PE=15V=1 5,0 6,7 20253 (Mscore:2025.3) N 1 440

l[rodalmazas: Hsp70 tumor sejtek felszinén is megjelend fehérje
Hsp70 fehérjét felismerd peptidek:
VHLTPVEK (Hsb; Hemoglobin B lanc); ASHLGLAR (A6R)

Fourie AM, et al. 1994 J Biol Chem 269: 3470-3478
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Eredeti fag-konyvtarbal kivalasztott peptid: VHLGYAT



Tidorak terapiajara alkalmas iranyito peptidek keresése

Chang D-K., et al. PLOS ONE 4: e4171 (2009)

Fag-bemutatasos eljarassal kivalasztott peptidszekvenciak (12 aminosav tagszamu),
amelyek felismerik a NSCLC (nem kissejtes tudé tumor) CL1-5 sejteket:

5-2 TDSILRSYDWTY 27130
5-4 DMPKQLLAPWYY 3/30
4-1 TDSILRSYDWTY 20/24
4-5 DMPKQLLAPWYY 2124
3-1 TDSILRSYDWTY 1/5

A TDSILRSYDWTY szekvencia gyakorisaga a klonokban 20%-rol 90%-ra emelkedett
A 3. illetve az 5. szelekcios ciklusbdl vett random mintavétel esetén.

A peptid kotédik a tud6 tumorszovethez, de csak minimalisan az egészséges
tudo szovethez.
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Tervezett és szintetizalt iranyité peptid — hatéanyag konjugatumok

C-terminalis fontos lehet. Hogy befolyasolja a hatast a a peptidlanc hossza?

IC5, (M) EBC-1 (tud6 tumor sejtvonal)

Dau=Aoa-LRRY-TDSILRSYDWTY-NH, 20,7+1,2
Dau=Aoa-LRRY-SILRSYDWTY-NH, n.d.

Dau=Aoa-LRRY-LRSYDWTY-NH, 10,3+ 5,7

Dau=Aoa-LRRY-SYDWTY-NH, 7, 4+54

Dau=Aoa-LRRY-DWTY-NH, 20,8 + 15,1

4-6 aminosavval rovidithetd a szekvencia

Tervezett Uj analogok:
Dau=Aoa-LRSYDWTY-NH,

Dau=Aoa-LRRSYDWTY-NH,

i AZ NKFI ALAPBOL
P MEGVALOSULO
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Tobb hatarfeliileten keresztili célbajuttatas: Angiopep-2
Aprotin (szerin proteaz inhibitor fehérje) receptor kdzvetitett atjutas a vér — agy
gaton — fehérje adatbazisok; aprotin szekvencia homolégok ——

Mind az LRP1 (alacsony siriségu lipoprotein receptor-kapcsolt fehérje 1)
ligandja

Szekvencia illesztési program eredményei alapjan ~ 100 peptidet vizsgaltak
a ver — agy gaton valo atjutas szempontjabdl
19 aminosavbal allo peptid szekvencia: H - TFFYGGSRGKRNNFKTEEY - OH

(Demeule, M. et al, 2008)
s N

Konjugatum E :.\\\
— )
o~ ] @ LRP1< \
H
L e

A vé r-agy gét AgYI tu morsejt ;‘b AZ NKFI ALAPBOL
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ANG1005, ANG1007, ANG1009

Hatdéanyag Hatoanyag
(
= Hatéanyag
oA
n
HN
WPhe-Phe-Tyr-GIy—Gly-Ser—Arg-GIy\ Arg-Asn-Asn-Phe\ Thr-Glu-Glu-Tyr
OH O
ANG1005 ANG1007 ANG1009
n=2 n=2 n=3
Hatdéanyag = paclitaxel Hatdéanyag = doxorubicin Hatéanyag = dimetilglicin
e etopozid
TR
R,
n O
0
( o)
o) o
. O
H:,co/g)\ow3
MegN/\rrO
O
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Angiopep-2 — daunomicin konjugatumok

TOO1 T002

H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH
Dau:AoaJ

TOO03 T0O04

Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH
Dau:AoaJ

TOO5 TOO06
Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH
Dau:AoaJ Dau:AoaJ |-Aoa:Dau

TOO7 T008

Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH
Dau:AoaJ Dau:AoaJ |-Aoa:Dau
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Koéd

TAOO1

TAO002

TAOO3

TA004

TAOOS

TAOO6

TAOO7

TAO0O8

In vitro sejtéletképesség gatlas

Szerkezet

Dau=Aoa

Dau=Aoa—¢ )

—K )
|
Dau=Aoa

Dau=Aoa—¢ KD
|
Dau=Aoa

KD

| |
Dau=Aoa Dau=Aoa

—K

Dau=Aoa—cK )
I

Dau=Aoa

Dau=Aoa——K KD
I I
Dau=Aoa Dau=Aoa

|Co/ UM

> 50
34,7+ 1,6
9,9+51
18,2 + 2,8
32,3+8,1
21654

7,8+0,5

a meres soran
Kicsapodott

MTT-teszt

24 o6ra + 48 o6ra
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Dau+ sejtek %-o0s ardnya

Sejtfelvétel

 modszer: aramlasi citometria
« U87 human glioblastoma sejtvonal
« ¢ =50 uM koncentracio, 1 ora kezelési id6

18,2 uM 7.8 uM
K ) Dau=Aoca—CK )
I I
100 - 9’9 UM Dau=Aoa 32’3 pl\/l Dau=Aoa
Dau=Aoa—¢ ) Dau=Aoa—¢ KD
i |
80 Dau=Aoa
60 1
' 34,7 uM
40 -
| KD
I
20 4 Dau=Aoa
0 .
TA002 TA003 TA004 TA005 TAO007
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Konjugatumok lizoszémalis lebomlasa

TA002: IC, = 34,7 UM

o1l 1l

H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH
Dau:AoaJ
v' 1 6ranal nincs intakt konjugatum
v H-Lys(Dau=Aoa)-OH 1 déranal
jelenik meg, 6 6ranal fécsucs
v’ 72 6ranal csak ez a metabolit /atszik

TA004: IC,, = 18,2 yM

Wl L

H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH
Dau:AoaJ

v’ 1 6ranal nincs intakt konjugatum

v H-Lys(Dau=Ao0a)-OH 6 oranal

v’ 72 6ranal H-Gly-Lys(Dau=Aoa)-Arg-OH >
> H-Lys(Dau=Aoa)-OH >>
>> H-Gly-Lys(Dau=Aoa)-OH

TA003: ICs, = 9,9 UM

i

Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH

v' 1 6ranal nincs intakt konjugatum
v' Dau=Aoa-Thr-Phe-OH > Dau=Aoa-Thr-OH 1 éranal
v' Dau=Aoa-Thr-OH > Dau=Aoa-Thr-Phe-OH 6 éranal
v’ 72 6ranal csak Dau=Aoa-Thr-OH

TA005: IC,, = 32,3 uM

ey 1oL

Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH
Dau:AoaJ
v’ 1 6ranal nincs intakt konjugatum
v' H-Lys(Dau=Aoa)-OH > Dau=Aoa-Thr-OH 1 dranal
v' Dau=Aoa-Thr-OH > H-Lys(Dau=Aoa)-OH 6 oranal
v’ 72 6ranal csak ez a két metabolit lathaté



Osszefoglalads

A fag-bemutatasos technika segitségével kivalasztott iranyité peptidek
célba juttatdo képessége javithatd szerkezet modositassal:

pl. szekvencia és vagy lanchossz valtoztatassal.

Dau=Aoa-LRRY-VHLFYAT-NH,

Az iranyito peptidhez kapcsolt hatoanyagok szama és pozicidja

jelent6sen befolyasolja a bioldgiai aktivitast.

Dau=Aoa—c )
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