—_— /

Hasnyalmirigy tumor celzott
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daunemicin-peptid

Konjugatumok
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- A hasnydlmirigy rak
PDAC (Pancreatic Ductal Adenocarcinoma)

@ Viszonylag kis esetszammal fordul el6 mas raktipusokhoz képest.
Gyogyitasa jelenleg nem megoldott.

@® A betegek 80%-a meghal az elsé évben és az 5 éves tilélés 5%-0s.

Stratégia: PDAC sejteken szelektiven eldfordulo sejtfelszini receptorok/fehérjék
celzasa 1
CELZO KONJUGATUM INTERNALIZACIOJA

@ A szakirodalombdl ismert iranyito peptidek felhaszndldsaval azok daunomicin-
konjugatumait allitjuk elo.

@ Vizsgaljuk citotoxicitasukat és szelektivitasukat hasnydlmirigy tumorsejteken (PANC-1) és
tovabbi tumorsejt tipusokon.



/ A KONUGATUMOK FELEPITESE

Daunomicin: interkalacio a LN C‘;l‘zo peptldk: :
két DNS szal kozott _ i . Neurotenzin szekvencia
GFLG: katepszin B -labilis spacer* I1. Plektin célzasa
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*Peterson, J.J., Meares, C.F. (1998) Bioconjug. Chem., 9, 618-626. (_:H3
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%zé molekularészletek (peptid tipusu vegyiiletek)

|. Neurotenzin szekvencigja: (PDAC sejtek felilletén nagy mennyiségii neurotenzin

ecepion -Neurotenzin 8-13 részlet: RRPYIL
El LYEN K6 P R8 RPYIL 13 a receptor kotodésért felelds szakasz*

-Hasznaljak PDAC sejtek célzasara**
Tervezett konjugatumok:

DL1: Dau=Aoa-RRPYIL-OH DL9: Dau=Aoa-KRRPYIL-OH
NEUROTENZINg-3 Pro’ ELHAGYASA NAGYOBB FLEXIBILITAS?

4

DL2: Dau=Aoa-KPRRPYIL-OH

NEUROTENZINE-13:
NAGYOBB AFFINITAS?

LIZIN ELAGAZAS LEHETOSEGE DL14: Dau=Aoa-GFLG-KRRPYIL-OH

Pro’ ELHAGYASA NAGYOBB FLEXIBILITAS?
+SPACER

DL13: Dau=Aoa-GFLG-KPRRPYIL-OH
+ SPACER

*Gilbert, J. A. et al. (1989) Biochem. Pharm. 38( 19), 3377-3382.
**Xiaoqin, Y. et al. (2017) Amino Acids 49(8), 1325-1335.



BIOLOGIAI JELLEMZES

In vitro cititoxicitas vizsgalat:  72h kezelési id6, 10°M koncentracié

@® PANC-1 sejtvonal: xCELLigence system

—_

@ Colo-205 (vastagbél tumor):

@® A2058 (melanoma): — Alamar Blue-teszt

‘ EBC-1 (nem kissejtes tiido tumor): |

KONJUGATUM VIABILITAS % 105M; 72h
PANC-1 Colo-205 A2058 EBC-1

Dau=Aoa-RRPYIL-OH 753+9,1 50,6 + 3,6 56,4 + 4,6 -
DL9 Dau=Aoa-KRRPYIL-OH 4,7+1,8 _ 195+0,6 62,7+1,0

DL2 Dau=Aoa-KPRRPYIL-OH 1148+ 18,2

DL14 Dau=Aoa-GFLG-KRRPYIL-OH 13,0+1,5 _--
DL13 Dau=Aoa-GFLG-KPRRPYIL-OH 110+1,7 _--

50%<VIABILITAS<80% _ VIABILITAS<20%



I1.: Plektin: PDAC sejtek feliiletén nagy mennyiségben kifejezett fehérje
Plektinhez specifikusan kot6d6 peptid szekvencia: KTLLPTP*

Tervezett konjugdtumok:

DL11: Dau=Aoa-KTLLPTP-NH, DL8: Dau=Aoa-GFLG-KTLLPTP-NH,

KONJUGATUM VIABILITAS % 105M: 72h
PANC-1 Colo-205 A2058 EBC-1

DL8
Dau=Aoa-GFLG-KTLLPTP-NH, 197,9+3,9 - 604+23 852+33

S0%<VIABILITAS<80% || B0%VIABILITASS0% |  VIABILITAS<20%

*Kelly, A. K. et al. (2008) PloSMed, 5(4), e85.




/ 1. Fag-bemutatasos technikaval azonositott szekvenciak:
I11: CKAAKN*

A cisztein cseréje
szerinre

DL12: Dau=Aoa-SKAAKN-OH

o> cisoreomo

Dau=Ao0a-G-OH citotoxikus aktiv metabolit**

-~
DL7: Dau=Aoa-GFL G-KSKAAKN-OH

<ol xR ctoremo

DL5: Dau=Aoa-GFL G-K(Dau-Aoa-)SKAAKN-OH
*Joyce, J. A. et al. (2003) Cancer Cell, 4, 393-403

**QOrban, E. et al. (2011) Amino Acids. 41, 469-483.0 \

Lizin beépitése az N-termindlisra »ELA'GAZA'S
Az N-terminadlis lizin hatdsa a citotoxicitdsra
g
DL10: Dau=Aoa-KSKAAKN-OH

W @

H-K(Aoa=Dau)-OH citotoxikus
aktiv metabolit** keletkezése?




: 111: CKAAKN*

A cisztein cseréje Szerinre l

DL6: Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa-GFLG)SKAAKN-OH

DL5 HATEKONYSAGA

IRANYITO RESZLET HATASA?

P
A SKAAKN irdnyité részlet

,scramble” valtozata:
SAKNKA

-

Bifunkcids, 2 spacer-Dau: DL40: Dau=Aoa-GFL G-K(Dau-Aoa-) -OH

Dau=Aoa-G-OH citotoxikus
aktiv metabolit** mennyisége

SCRAMBLE

|

**QOrban, E. et al. (2011) Amino Acids. 41, 469-483.0 \
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BIOLOGIAI JELLEMZES

KONJUGATUM VIABILITAS % 10°5M: 72h

PANC-1

Colo-205 A2058 EBC-1

Dau=Aoa-SKAAKN-OH 1125+51 50,7+16 615+2,7 778+10
Dau=Aoa-KSKAAKN-OH 1542+71 510+£25 635+46 90,2+3,0
Dau=Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH 105,1 +19 593+£36 794+17,6 76,2+13,7
Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa-)SKAAKN-OH 19,8+0,5 --
Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa-GFLG)SKAAKN-OH 61 9+116 576+11,1

Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa)SAKNKA-OH
/SCRAMBLE/ TECIIRNIR0 - 69,1+7,7 -

S0%<VIABILITAS<80% || B0%VIABILITASS0% |  VIABILITAS<20%



Akut toxicitas (DLS)

DL5: In vivo vizsgalatok

BALB/c him egerek (29-32Qq)

Kroénikus toxicitas (DLS)
Az allatok atlagos testtomege (g) £ S.E.M.

Az allatok atlagos testtomege (g) £ S.E.M. 5
~#-3.12 mg/kg 1
-#6.25 mg/kg
C —+-12.5 mg/kg % _ 10 mg/kg
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Az allatok atlagos testtomege (g) = S.E.M.
A DL5 konjugatum hatasa az allatok » 35 “ ‘u#&* ** ** ¢¢ *‘ ¢¢ o
---

testtomegére szubkutan PANC-1 human
Hasnyalmirigy rak modell esetén

A konjugdatum sem az egészséges,
sem a tumort hordozo allatok
szignifikans testtomeg

csokkenését nem okozza, igy
NEM TEKINTENDO
TOXIKUS HATASUNAK

-= Dau
-4~ DL5 (2mg/kQ)
-+ DL5 (10 mg/kg)

70

A tumorral tortént beoltast koveté napok szama

10 20 30 40 50 60



A bor ala ultetett tumor méretének idobeli valtozasa

SCID him egerek (22-34q)

A DLS5 konjugatum hatasa a tumor térfogatra szubkutan
PANC-1 human hasnyalmirigy rak modell esetén

Atlagos tumor térfogat (mm?3) = S.E.M. A kezelések idépontjai:10.,13.,19.,21.,24.,28.,31.,
/ 34.,39.,42.,46.,49.,53.,56.,60.,63.,67.,70. napokon

2000 - ‘ ‘ N

EIRITTA IR

— . - Dau

£ 1500+

E . == DL5 (2mg/kg)

Eﬂ % ¥ DL5 (10 mg/kg)

£ 1000+ \

S

é 500 Hosszabb kezelési ido elteltével
- mintegy 18 % kiilonbség mutatkozik a
: 2 mg/kg és a 10 mg/kg kezelési

0-

koncentracio eseteben.

10 20 30 40 50 60 70

A tumorral tortént beoltast koveto napok szama

Szignifikancia: * P<0.05; ** P<0.01.



tumor tomeg (g)

tomeg (g)

A DL5 konjugatum antitumor hatdsa szubkutin SCID him egerek (22-349)

PANC-1 human hasnyalmirigy rak modell esetén A -
Atlagos tomeg (g) & SEM. A da’unomlcmre Yonzftkozo adatok a 28
mig a DLS konjugatumra vonatkozo
eredmények a /6. napon végzett
terminalas soran keriiltek megallapitasra.

2.5+

*

A két kezelési koncentrdcio
eredményei kozel azonosak.

Kontroll Dau DL5(2mg/kg) DL5(10 mg/kg)

A DL5 konjugatum hatasa a 1ép tomegére szubkutan

A DL5 konjugatum hatasa a maj tomegére szubkutan
PANC-1 human hasnyalmirigy rak modell esetén

PANC-1 human hasnyalmirigy rak modell esetén
0.06 1 Atlagos tomeg (g) + S.E.M. 2.0 Atlagos témeg (g) = S.E.M.
A konjugdtum nem
toxikus a
mdjra nézve.

tomeg (g)

\

| A lép tomege nott!? ]
Kontroll Dau DL5(2mg/kg) DL5(10 mg/kg) Kontroll Dau DL5(2mg/kg) DL5(10 mg/kg)

Szignifikancia: * P<0.05; ** P<0.01; P<0.001***



OSSZEFOGLALAS

@ PDAC sejtek célzott elpusztitasara alkalmas peptid-daunomicin konjugatumok
Tervezése és eloallitasa sejtfelszini receptorok, fehérjék célzasa utjan.

/

@ Iranyité peptid-részletek: » neurotenzin alapii

m) plektint célzd

» fag-bemutatasos modszerrel azonositott

@ Szerkezet optimalizaldsa citotoxicitas novelése

@ 5 Hatékony citotoxikumként viselkedé konjugatum azonositasa: DL9
DL13

DL14
DL11

@ DL5: Leghatékonyabb konjugatum: DL5

In vitro: 0.1 viabilitas%o

In vivo: » Alacsony toxicitas
» Hozzavetoleg 30%-o0s tumor novekedés-gatlas
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