Melanoma specifikus

peptidkonjugdtumok

kihivasok, nehézségek, sikerek

Szabo Ildikd!, Bésze Szilvial, Ivan Randelovié?, Tovari Jozsef?,
Mez6 Gabor?
IMTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport
2 Orszdgos Onkoldgiai Intézet, Kisérletes Farmakoldgiai Osztdly

Peptidkémiai Munkabizottsdg tfudomadnyos iilése
Balatonszemes
2019. 05. 28.



A bor felépitése

__, felham

I irha

Dendrites

Melanin
granules

lapham sejtek

Melanosome
Nucleus

Golgi apparatus Rough
endoplasmic

) ) reticulum
Mitochondrion

Bazalis sejtek

https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-
melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-
image54608996

melanocitak

National Cancer Institute

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Layers _of the skin.jpg



https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Layers_of_the_skin.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Layers_of_the_skin.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Layers_of_the_skin.jpg
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996
https://www.dreamstime.com/stock-illustration-melanocyte-melanin-melanogenesis-melanin-producing-cells-melanin-pigment-responsible-skin-color-image54608996

Melanoma

JO prognozis

Joindulata

Y

STA

Forras: https://www.wellnesscommunitydc.org/skin-cancer-stages/

Rosszindulata
Asymmetry: Onessideis
different from the other -
Borderis irregular, notched,
or blurred ’

Color is mixed

Diameteris larger than
6 millimeters

Mole Evolves over time

Forras: https://www.health.harvard.edu/cancer/melanoma-overview

A

©Can Stock Photo

Metasztazis,
kezelés!!!


https://www.health.harvard.edu/cancer/melanoma-overview
https://www.health.harvard.edu/cancer/melanoma-overview
https://www.health.harvard.edu/cancer/melanoma-overview
https://www.health.harvard.edu/cancer/melanoma-overview

Melanoma a statisztikak tikrében

Estimated Cancer Deaths in the US in 2019
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Melanoma kezelési lehetdségei

 Sebészeti beavatkozas:

* Szovetminta analizise (tumoros vagy nem az elvaltozas; milyen
mélyre hatolt a borszovetbe)

* Korai stadiumok (stage O-III; sentinel nyirokcsomo6 nem €rintett)
esetén hatékonyan gyogyithato

* Metasztazis esetén (stage 1V):

* Egy, vagy tobb nyirokcsomo érintett— gyors attetképzes
* Kemoterapia, immunterapia

* DE ateljes gydgyulas eselye 1igen csekély




Melanoma specifikus célpontok

Milyen lehetéségeink vannak sejtszinten?




MCSP/CSPG4/NG2... proteoglikan

« Melanoma-associated chondroitin
sulphate proteoglycan (MCSP)

* |-es tipusu transmembran proteoglikan
« Melanoma tumorantigén

« Szamos fajban igazoltak jelenlétét (pl.
ember, egér, patkany)
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Fig. 2. Schematic representation of the cell surface proteoglycans, which comprise transmembrane type | (the N-terminus
is outside of the plasma membrane) proteoglycans (four syndecans, CSPG4/NG2, betaglycan and phosphacan) and six
GPl-anchored proteoglycans, glypicans 1-6. The type of GAG chain and the major protease sensitive sites are indicated. The
key for the various modules is provided in the bottom panel.

lozzo, R.V.; Schaefer, L. Matrix Biol (2015) 42, 11-55.

Phage display peptid konyvtar

LTLRWVGLMS (peptid 1)
TAASGVRSMH (peptid 2)

Nagy affinitassal €s specificitassal
kotodik az NG2 proteoglikdnhoz

Guan, Y-Y et al. Biomaterials (2014) 35, 3060-3070
Burg, MA et al. Cancer Research (1999) 59, 2869-2874.



Célkitiizés I.
NG2 specifikus peptidkonjugdtumok

X-Peptid(B)

X: GFLG vagy o
Peptid: LTLRWVGLMS vagy TAASGVRSMH

B: Met vagy Nle




NG2 specifikus peptidkonjugatumok

analitikai jellemzése

Szl-1

SzI-10

Szl-2

SzI-3

SzIl-4

SzI-5

Szl-6

a Analitikai RP-HPLC, Agilent Eclipse XDB C8, 5 um, 804, 4,6 x 150 mm, HPLC oszlop, gradiens: 5% B, 2 perc; 5-

Konjugatumok ts
(perc)?

Dau=Aoa-TAASGVRSMH-NH, 10,6
Dau=Ao0a-GFLG-TAASGVRSMH-NH, 13,5
Dau=Ao0a-LTLRWVGLMS-NH, 14,4
Dau=Aoa-GFLG-LTLRWVGLMS-NH, -
Dau=Aoa-TAASGVRSNIeH-NH, 13,9
Dau=Aoa-GFLG-TAASGVRSNIeH-NH, 13,7
Dau=Aoa-LTLRWVGLNIeS-NH, 15,1
Dau=Ao0a-GFLG-LTLRWVGLNIeS-NH, 18,1

100% B, 20 perc.

b Bruker Daltonics Esquire 3000plus (Bremen, Germany) ion csapda tomegspektrométer. Spectrumok felvétele: 50—

2000 m/z tartomanyban

M

calc

1596,6

1970,5

1756,1
2130,8
1578,1
1952,5
1737,5
2112,3

M b

mért

1596,5

1970,9

1756,2
1578,8
1953,1
1737,2
2112,4




NG2 specifikus peptidkonjugdatumok in vitro
citosztatikus hatdsa

1C5p (HO4) (M)

A2058 A431

Szl-1 |Dau=Aoa-TAASGVRSMH-NH, 62,8+22,1*

Szl -2 | Dau=Ao0a-LTLRWVGLMS-NH, 4,3+1,9 14,0+0,0
Szl -3 | Dau=Aoa- TAASGVRSNIeH-NH, 22,1 és >100*

Szl -4 Dau=Aoa- GFLG-TAASGVRSNIleH-NH, 2,3+1,3 1,210,5
Szl -5 |Dau=Aoa-LTLRWVGLNI|eS-NH, 17,5%3,3

Szl -6 | Dau=Aoa-GFLG-LTLRWVGLNIeS-NH, 26,5+17,6*
Szl -10 | Dau=Aoa-GFLG-TAASGVRSMH-NH, 5,2+2,4

Dau | Dau-HCI <0,16

Kezelési koriilmények: ON kezeles, 37°C, MTT-teszt

A2058 (ATCC CRL-11147) human melanoma sejtkulttra

A431 (ATCC CRL-1555) human epidermiod karcinoma * Old6dasi probléma



Konklazio I.
Szerkezet-hatds 6sszefliggés

LTLRWVGL VIS Met—Nle > LTLRWVGL IS
SzI-2 g SzI-5 SzI-6
(4,3+1,9uM) J (17,5+3,3uM) (26,5+17,6uM)
TAASGVRS\/H MetoNle @ | TAASGVRS!cH

+GFLG tGFLG ¢
Szl-1 Sz1-10 SzI-3 Szl-4
(62,8+22,1uM) (5,2+2,4uM) (22,1 és >100uM) L(2,3il,3 uM)




Melanoma specifikus célpontok
sejtfelszini receptorok

Melanocortin-1 receptor (MC1R)

a-Melanocita Stimulalé Hormon
(a-MSH)

Radi

o

) . ‘ ktivan jelolt
O GPCR, 5 altlpUS g’m’w& \ oo, i AC-SYSMEHFRWGKPV—NH2 [ képalkoté diagnosztika | | MSH kenjugatumok
B o R SR o * melanoma tumor >80%-a a-MSH
+ MC1R: melanocitak és S N "
: receptor pozitiv
melanoma == i - [Nle*, D-Phe’] a-MSH:
. D . Sy A 7 o » fokozott stabilitas
- mc1rgénexpresszio primer és _~ %+ *%;r \ ;:-.ﬁ‘.m\‘q%g( N
; : |/& : i * receptor affinitas L
metasztatikus melanomaban LR v gl Ve Y g -
http://rspb.royalsocietypublishing.org/content/272/1573/1633 I;‘:‘: gr!; ilﬂ:f;\:ﬁ'fll::;\‘:‘r‘tjg;*l‘;u 7_ . i(!:l;:;nrf L"J’?fééf\[f;cg;ﬁfi;’ffi'i, Hatéanyag-MSH konjugatumok |
Qaﬂin V. et al FEBS Lett. (1992) 309,417-420 Roberts, D.W._et al Pigment Cell Res (2006) 19, 76-89
Gantz, |. et al J. Biol. Chem (1993) 268, 8246-8250 Salazar-Onfray, F. ef al Br. J. Cancer (1993) 87, 414-422
Schwahn, D.J. et al Pigment Cell Res (2001) 14, 32-30 ‘ /
/ a-MSH mint célbajuttaté egység \
H. Siili-Vargha; J. Botyanszky; K. Medzihradszky
‘TABLE I - COMPARISON OF ICsy EXPRESSED AS pG/ML MELPHALAN
EQUIVALENT FOR ALL THE CONJUGATES AND THE FREE DRUG . i . L
o a«MSH ON'3 DIFFERENT CELL LINES « Konjugatum (melfalan-kézponti régid)
L2 03 4 5 6 7 8 9 101 1213 ICo pg/ml szelektiv és specifikus citotoxikus
OH " Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH. HBL F-NBB Me-180 ; )
[ Ac-SYSMEHFRWGKPV-NH, | O~y i l i i I;L:s ’I ! fibrobl hatassal bir
Fepl Mick Ghu-His-Phe-Arg-Trp-Cly-OMe e 1 09 50 2] . szveti 4
i roz NGl e 2 g Tre- GOl %;gg 213 s T3 MC1R kozvetitett hatas
. Pep3 Mel-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH; cp ¢ o ¢
) 10 sy Pep 4 22 45.0 52
E’HFRWG Melphalan Peps Mel-Lys-Pro-Val-NH; Mcplph o0 09 15
Pep 1 and 2 refer to central fragments of the hormone, while
Pep 3 and 4 refer to the C-terminal ones.
Morandini, R. et al Int. J. Cancer (1994) 56, 129-133

J




a-MSH konjugadtumok és analitikai
jellemzésiik

Ac-SYSMEHFRWGKPV-NH,

l l

Dau=Ao0a-SYSNIeEHFRWGKPV-NH, Ac-SYSNIeEHFRWGK (Dau=Ao0a)PV-NH,

Dau=Ao0a-SYSNIeEHFRWGK(Dau=Ao0a)PV-NH,

Code Conjugates t; (perc)®* M, M ..°
Szl-7 Dau=Aoa-SYSNIeEHFRWGKPV-NH, 12,8 2185,8 2186,1
SzI-8 Ac-SYSNIeEHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, 13,1 2228,0 2228,5
SzI-9 Dau=Aoa-SYSNIeEHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, 13,0 2768,0 2768,4

a Analitikai RP-HPLC, Agilent Eclipse XDB C8, 5 um, 80A, 4,6 x 150 mm, HPLC oszlop, gradiens: 5% B, 2 perc; 5-
100% B, 20 perc.

b Bruker Daltonics Esquire 3000plus (Bremen, Germany) ion csapda tomegspektrométer. Spectrumok felvétele: 50—
2000 m/z tartomanyban



a-MSH peptidkonjugdtumok in vitro
citosztatikus hatdsa

IC5, (uM)
A2058 A431
Szl -7 | Dau=Aoa-SYSNIeEHFRWGKPV-NH, 9,845,4 25,0+11,2
Szl -8 | Ac-SYSNIeEHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, 3,210,4 8,8%15,9
Szl -9 | Dau=Aoa-SYSNIeEHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, 3,0%0,8 16,5+1,6
Dau | Dau-HCI <0,16 0,5+0,4

Kezelési koriilmények: ON kezelés, 37°C, MTT-teszt

A2058 (ATCC CRL-11147) human melanoma sejtkultira
A431 (ATCC CRL-1555) human epidermiod karcindéma

Dau=Ao0a-SYS

N

/ Dau=Aoa-SYSIcEHFRWGKPV-NH,

Ac-SYSINeEHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH,

EHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH,

Szl-7 \

(9.8+5.4uM)

Sz|-8
(3.20.4uM)

SzI-9

(3.0+£0.8uM) /




a-MSH peptidkonjugdtumok in vitro
citosztatikus hatdsa

IC;5o (KM)
A2058 A431
Szl -7 | Dau=Aoa-SYSNIeEHFRWGKPV-NH, 9,815,4 25,0+£11,2
Szl -8 | Ac-SYSNIeEHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, 3,210,4 8,8+5,9
Szl -9 | Dau=Aoa-SYSNIeEHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, 3,040,8 16,5+1,6
Dau | Dau-HCI <0,16 0,51+0,4
Kezelési kriilmények: ON kezelés, 37°C, MTT-teszt e R s o o i
IC;, (LM)

B16 M24 WM983b
Sz| -7 | Dau=Aoa-SYSNIeEHFRWGKPV-NH, 2,9+0,6 | 12,8+1,6 | 9,9+15
Szl -8 | Ac-SYSNIeEHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, 2,8+0,7 | 11,5+0,4 7,910,7

Szl -9 | Dau=Aoa-SYSNIeEHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, | 2 0+0,7 | 11,0+0,8 3,6+0,2

B16 (ATCC CRL-6322) egér melanoma sejtkulttira
M24 (ATCC CRL-12270) huméan melanoma sejtkultura
Orszagos Onkologiai Intézet, Kisérletes Farmakologiai Osztaly WMO983b human melanoma sejtkultra



a-MSH konjugatumok in vivo tumorellenes
hatdsa

351

Testtomeg (g)
w
o

Acut toxicitas (25mg/kg)

Atlag testtomeg (g)+SEM

25

4 )

Koriilmények:

BALB/c him egerek (28-320);
(1.p.) adagolas;

25 mg Dau tartalom/ttkg;

3 egér/ csoport

o

J




hatasa

a-MSH konjugatumok in vivo tumorellenes

Atlag tomeg (g)=SEM

Tumor tomeg (g)

(SN
1

Ctr Dau Szl-7 Sz|-8 SzI-9

SZI-8> SZ1-7>> SZI-9

B16 (s.c.) C57BL/6 him egerek (20-
28Q), 7 allat/csoport
1.p. adagolas
dozis:
= Kontrol csoport ;
= szabad Dau csoport (1 mg/ttkg, 9.
¢s 17. nap);
» SZI-7, SZI-8 és SZI-9 csoportok
(10 mg/kg Dau tartalom; 9., 13.,
15. és 17 nap).
Terminalas: sejtbetiltetést koveto 20.
nap; allatok testtomege €s a
tumortérfogat, illetve tumortomeg
meghatarozasa

[SZI-8 konjugatum hatékonyabb volt, mint a szabad hatéanyag]




Osszefoglalds
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)
£ 21
3
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TAASGVRSVIH TAASGVRS !/ \cH 1
+GFLG +GFLG
Sz2-ll ——— = Sz21-10 Sz1-3
(62,8422, 1uM) (5,2+2,4uM) (22,1 és >100uM) 0-

Ctr Dau Szl-7 SzI-8 Szl-9



Osszefoglalds

STAGE O STAGE | STAGE Il STAGE Il STAGE IV

[ |

ONVIZSGALAT, IDO

(S Dau=Ao0a-SYS!\|cEHFRWGKPV-NH, S
(9.845.4uM)
o I'd Y
Ac-SYS\|-EHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, 5zI-8
(3.2+0.4pM)
\ J
Is
WNH, Dau=A0a-SYS\|-EHFRWGK(Dau=Aoa)PV-NH, | 22
"~ |(3.0£0.8um)
A\ >y
o.
: “OH
i::H3 5- Atlag témeg (g)£SEM
LTLRWVGLIS Vet e d LTLRWVGL 1S
Cha
S, & Q SzI-5 e > Szl-6 ¢ TJ‘.D
(17,533,3uM) [7E,‘3*|7 BUM) g 3
=]
Lo
S
£ 21
VetsNie @ = 109.2 %
TAASGVRSVIH S £ TAASGVRS'/ =H 1 -
+GFLG +GFLG
Sz1-l ——— > Sz1-10 Szl-3 Szl-4
(62,8422,1uM) (5,2+2,4uM) (22,1 és >100uM) (2,3+1,3uM) 0-

Ctr Dau Szl-7 SzI-8 Szl-9
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Koszénom a figyelmet!




