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Zemplén Géza
1908-1010 Emil Fischer laboratériumaban Berlinben dolgozik:
Synthese der beiden optisch aktiven Proline

1913 Jozsef Mlegyetem palyazatot hirdet
organikus kémia tanszék megszervezesére.

1883-1956

"A mai kémia mivelésére 6 van a legalaposabban
felkészitve és fiatalsaganak ellenére neki van a
legnagyobb és legértékesebb munkassaga. A
poliszaccharidok vizsgalata terén akkora gyakorlatra
tett szert, hogy tble uj kutatasi iranyok kijelolését,
eddig ismeretlen, ipari termelésre alkalmas termékek
felfedezését méltan varjak.....”

Természetben el6fordulo flavon-glikozidok;
névenyekbdl valo izolalas
Szerkezet felderités

szintézis



A mai foszereplo

Streptomyces peucetius baktérium

Aglikon rész:
———

tetraciklin vaz

Cukor rész:
L-daunozamin

—

\ Daunomicin /

|

Tumorellenes hatasu kemoterapias szer




Célzott tumor kemoterapia szemben a hagyomanyos kemoterapiaval

Hagyomanyos kemoterapia Célzott kemoterapia

« szelektivitas hianya * fokozott szelektivitas

* gyors Kilrtles a szervezetbdl * csOkkent nem kivanatos toxicitas
e multidrog rezisztencia * gyogyszer rezisztencia elkertilése

* gyogyszer specifikus mellekhatasok

.
.......................................................................................................................................................................................

= MAGIC BULLETT




Egy kis kitero az operak vilagaba

Carl Maria von Weber
(1786-1826)

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

Egy udvari masoderdészi cim és egy lany kezenek biztos elnyeréseért, Max
a sotét hatalmak erejét igenybe veve magikus golyokat 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 segitsegevel.



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




Célpont

A terapia fokozott szelektivitasanak lehetésége
az egeészséges 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: fagbemutatassal
kivalasztott

katepszin B matrix metallopeptidaz 9
(MMP9)

Lokalizalhato ,szilard™ tumorok (pl. Ujonnan kialakult veérerek) | .= o AN

)



Iranyitott/celzott tumorterapia

konjugalt drog

) ] receptor-kozvetitett
tavtartd

endocitézis
Iranyitd molekula

tumor specifikus |||||||||‘
receptor

o 0000

® hatas helye
@ ¥ vezikula
szabad lizoszéma b "“l"ll::
hatdéanyag e

HMH] endoszéma

Receptor pozitiv tumor sejt

Elényék:
» szelektivitas novelése
(pl, receptor-kozvetitett endocitozis)
» retard hatas és csoOkkent toxicitas
(lassu hatéanyag felszabadulas)

szabad hatdéanyag

konjugalt drog
o tavtartd

Iranyité molekula

o0

hatas helye

Receptor negativ sejt

Iranyité molekulak:

» cukrok

» lektinek

» ellenanyagok

» receptor ligandumok (pl. hormon peptidek)
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Ellenanyag — hatéanyag konjugatumok
(Antibody Drug Conjugates; ADCSs)

Adcetris (Seattle Genetics, Bothell, WA)

brentuximab vedotin

Katepszin B PABC
hasithato rész spacer

MAB-—S‘? a val e J,:J,-\ Hﬁ-]\/ 'ii' Py J\N/

—_ - s

( .rr:'l ﬁ#fﬁj\hm.l}:\)\ -, j .-r'"“‘m T T \[ ]
i I ; - " ..

J antimitotikus hatasu
(tengeri kagylobdl izolaltak)

monometil-auristatin E (MMAE)

HM

0F “NH,

Ciszteinhez kapcsolva 1-2 hatdéanyag az ellenanyagon

Alkalmazas: non-Hodgkin limféma



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

MCC: 4-(maleimidylmethyl) cyclohexane-1-carboxylate



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




Doxorubicin-[D-Lys®]-GnRH-I (AEZS-108, AN-152)
Zoptarelin doxorubicin (AEterna Zentaris Inc.)

[D-Lys®]-GnRH-I

N
4 A

Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,
O OH 0 |

\_ - ) Glp: piroglutaminsav

Y

1977 Orvosi Nobel Dij Doxorubicin

> [D-Lys®]-GnRH-I egy GnRH-I agonista analég

> Eszter-kdtéssel kapcsoljak a doxorubicinhez glutarsav linkeren keresztil
> Klinikai Fazis Illl-ben elbukott

> Eszter-kétés gyors lebomldasa human szérumban (t,,, ~ 2 6ra)

karboxil-észterazok hatasara
Nagy A., et al. PNAS USA 93, 7269-7273 (1996)



GnRH-IIl a nagy tengeri ingolabdl izolalt GnRH analog

GnRH-I:  Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,

GnRH-Ill: Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

» A GnRH receptor(ok)hoz kétédik a tumor sejteken
» 500 — 1000-szor kisebb az endokrin hatasa eml6sékén, mint a human GnRH-I

» Tumorellenes hatasat kimutattak emld, prosztata, meh, hasnyalmirigy, vastagbél
daganat sejeteken
GnRH-IIl: Hatasos szallito molekula lehet az iranyitott

tumorterapiaban
Sower S.A. et al. Endocrinology 86, 1125-1131 (1993)



Daunomicin-GnRH-IIl konjugatumok tervezése

GnRH-III: Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
|
NH,

=» a Lys® e-aminocsoportja felhasznalhaté konjugalasra

=>» a Lys® bazikus oldallancanak modositasa nem eredményezi a receptor kotédés és az
antiproliferativ hatas elvesztését, de tovabb csdokken a hormon hatasa

kemoszelektiv ligacio:
oxim-, hidrazon-kotés

Toxikus mellékhatasok:
- emésztoérendszer, vese, maj, bor toxicitas, stb.
amid-kotés - immunszupresszio, mieloszupresszid
- kardiotoxicitas

Kovacs M., et al. Peptides 28, 821-829. (2007)
Mezé, G., Manea M.: Prot. Pept. Lett. 24, 479-488 (2013)



Daunomicin konjugalasa peptidhez oxim-koétés kialakitasaval

Glp-His(Trt)-Trp-Ser(Bu)-His(Trt)-Asp(OBu)-Trp-Lys(Mit)-Pro-Gly--Rink-Amid MBHA

Aoa: aminooxiecetsav 1. 2% TFA/DCM (6X5 perc)
Mit: metiltritil - 3. 3 ekv. Boc-Aoa-OH-PyBOP-DIEA (3:3:6 ekv.)/DMF(40 perc)
MBHA: 4-metilbenzhidrilamin 4. 95% TFA, 2’5% T/S, 2’5% Viz (2 éra)

\ 4

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Aoa)-Pro-Gly-NH,

1,2 ekv. Dau/ 0,2 M NaOAc (pH 5), 12 6ra

v

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, H-Lys-OH

O  OH N-O-CHz-Coj o  OH N—O-CHZ-COJ

" OH Katepszin B

n

v. lizoszoma
preparatum ¢y o

CH,O 0 OH O - NH, 0 OH O . NH,
D/'u D//',
E OH = O

H

CH3 CH3
Szabd I, et al. Bioconjug Chem. 20, 656-665 (2009) Orban, E. et al. Amino Acids 41, 469-483 (2010)



Reagens keészitése hidrazon-kotés kialakitasahoz

CH4 O CH, o O (@]
DMF > H,C | O || N—NJ-l—C—CJ-l—OH
H 24 Ora | H H H, H
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CH,
Ci Cl

Boc-NH-NH-CO-(CH.,),-COOPcp

Schlage, P. et al. J. Control. Release 156, 170-178 (2011)



Daunomicin konjugalasa peptidhez hidrazon-kétés kialakitasaval

Glp-His(Trt)-Trp-Ser(‘Bu)-His(Trt)-Asp(O'Bu)-Trp-Lys(Mit)-Pro-Gly--Rink-Amid MBHA

2% TFA/DCM (6x5 perc)
10% DIEA/DCM (4x1 perc)

10 ekv. Boc-NH-NH-CO-(CH,),-COOPcp/DMF (48 6ra)
95% TFA, 2,5% TIS, 2,5% viz (2 éra)

Hwh e

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
NHz'NH'CO'(CHz)Z'CO'
l 1,5 ekv. Dau/0,2M NaOAc (pH 5), 48 ora
Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

o  OH N-NH-CO-(CH,),-CO

Tisztitas, analitika: HPLC (pH 7)

CH, Schlage, P. et al. J. Control. Release 156, 170-178 (2011)



»oelf imolativ” linker kiépitése

OH 1,5 ekv. EEDQ
Fmoc-NH-Phe-Lys(Mmt)-COOH + H,N
DCM, 30 ora

1,2 ekv.

o Ol OH
Jl_ OH DEA Fmoc—NH—Phe—Lys(I\/Imt)J—N
NH,-Phe-Lys(Mmt)L—N < H
H DCM, 4 éra

Fmoc-Phe-Lys(Mmt)-PABOH
0 0
74 O
DCM, DIEA Na/ﬂv”xflo“
0 0

3 nap

L 6-maleimodohexansav N-hidroxiszukcinimidészter

N

OO
O)J\O
O o ')
| Jl_ OH 1,5 ekv. bis(4-nitrofenil)karbonat
\ J\/\)NH-Phe-LyS(I\/Imt) N >
N H

DCM, 3 ekv. DIEA
3 nap

MC-Phe-Lys(Mmt)-PABOH
Mmt: metoxitritil Schlage, P. et al. J. Control. Release 156, 170-178 (2011)

O



Daunomicin kapcsolasa ,,self imolative” linkerhez

Elé J\/\)NH Phe- Lys(Mmt)-l— @J Y Oz

MC-Phe-Lys(Mmt)-PABCPNP

1. 1 ekv. Dau/NMP (ekv. DIEA), sététben, 2 nap
2. 10 ekv. CI,CHCOOH/100 ekv. anizol/DCM, 1 éra

O HO o)
CH,
HO -
é J\/\)NH Phe- LySJ— 4@_/ ﬁ HN . C( HO O CH;0
MC-Phe-Lys-PABC-Dau cHy

Schlage, P. et al. J. Control. Release 156, 170-178 (2011)



Dau - Sl-linker konjugalasa Cys-maodositott peptidhez

Glp-His(Trt)-Trp-Ser(‘Bu)-His(Trt)-Asp(OBu)-Trp-Lys(Mtt)-Pro-Gly--Rink-Amid MBHA

1. 2% TFA/DCM (6x5 perc)
2. 10% DIEA/DCM (4x1 perc)
3. 3 ekv. Fmoc-Cys(Trt)-OH/DIC/HOBt

Glp-His(Trt)-Trp-Ser(Bu)-His(Trt)-Asp(OBu)-Trp-Lys(Fmoc-Cys(Trt)-)-Pro-Gly--Rink-Amid MBHA

1. 20% piperidin/DMF (7 + 13 perc)
2. Ac,O/DIEA/DMF (1:1:3 tf%) (30 perc)
3. 95% TFA, 2,5% TIS, 2,5% viz (2 6ra)

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Ac-Cys-)-Pro-Gly-NH,

\ MC-Phe-Lys-PABC-Dau/0,1 M NH,OAc (12 6ra)

GnRH—III(AC-C|3yS) o Q‘O

S O

2 0]
; .
N H )
3 o}
HO™ Y
(6] H

CH;

Schlage, P. et al. J. Control. Release 156, 170-178 (2011)



A szabad hatoanyag felszabadulasa PABC linkert
tartalmazo konjugatumbol

PABC spacer:
p-aminobenziloxikarbonil

GIp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys -Pro-Gly-NH, A

Ac- Cys

Phe-Lys- N—O_\O/U\
/\/\/\n/ ONH OH

Q :

Katepszm B O
hasito hely

CH

+ CO,

NH

Schlage, P. et al. J. Control. Release 156, 170-178 (2011)



A daunomicin és GnNnRH-IIl konjugatumainak in vitro citosztatikus
hatasa MCF-7 (emlo) és HT-29 (vastagbeél) tumorsejteken

Konjugatum Citosztazis (MCF-7) Citosztazis (HT-29)
IC., (MM) IC, (MM)
Daunomicin 0,401 0,3+ 0,2
Hidrazon Dau-GnRH-III 0,5%0,2 24*0,5
Dau-PABC-GnRH-III 0,4%0,0 1,7*0,2
Oxim Dau-GnRH-III 78%21 17,9%4,0
Oxim Dau-GFLG-GnRH-III 39+12 22,5 + 1,7
Amid Dau-GnRH-III > 100 > 100

In vitro citosztatikus hatas (ICg, érték) meghatarozasa MTT teszttel.
MTT = 3-(4,5-dimetitiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
GFLG: -Gly-Phe-Leu-Gly- (Katepszin B altal hasithato spacer)
GnRH-R mennyiséq:

Mezé, G. et al. Curr. Med. Chem., 15, 2366-2379 (2008)
Szabg, | et al. Bioconjug. Chem., 20, 656-665 (2009) MCF-7 > HT-29

Orban, E. et al. Amino Acids, 41, 469-483 (2010)
Schlage, P. et al. J. Control. Release 156, 170-178 (2011)



Hogyan ndvelheto a hatoanyag — peptid konjugatumok hatasa?

Korlatok:
» A receptorok szama a tumorsejteken limitalt.

» Ezért a biokonjugatumok mennyiségének novelése bnmagaban nem megoldas.
Lehetséges megoldasok:

» Azonos vagy kulonb6z6 hatéanyagok kapcsolasa egy iranyitd molekulahoz.
» Tobb kulonb6z6 receptoron keresztul torténd sejtbe juttatas két vagy tobb

hatdanyag — iranyitdé molekula konstrukcioval.

Y ] receptor 1
T receptor 2

@ iranyitd molekula 1

@ hatdanyag molekula 1

‘ ‘ @ iranyitd molekula 2
V' hatéanyag molekula 2



Biokonjugatum tervezés
=» biokonjugatumok két azonos tumorellenes hatéanyaggal
=» biokonjugatumok két kulonb6z6 tumorellenes hatéanyaggal
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Biokonjugatum tervezés
=» biokonjugatumok két azonos tumorellenes hatéanyaggal
=» biokonjugatumok két kulonb6z6 tumorellenes hatéanyaggal
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A GnRH-(Mtx-8Lys(Dau=Aoa) konjugatum szintézise

Glp-His(Trt)-Trp-Ser(‘Bu)-His(Trt)-Asp(O'Bu)-Trp-Lys(Mtt)-Pro-Gly--Rink-Amid MBHA

1. 2% TFA/DCM (6x5 perc)
2. 10% DIEA/DCM (4x1 perc)
3. 3 ekv. Fmoc-Lys(Mtt)-OH/DIC/HOBt

Glp-His(Trt)-Trp-Ser('Bu)-His(Trt)-Asp(O'Bu)-Trp-Lys(Fmoc-Lys(Mtt))-Pro-Gly--Rink-Amid MBHA

1. 2% DBU-2% piperidin/DMF (2+2+5+10 perc)
2. 2,5 ekv. /PyBOP — HOBt — NMM(1:1:2)/DMF (60 perc)

Glp-His(Trt)-Trp-Ser(‘Bu)-His(Trt)-Asp(OBu)-Trp-Lys( -Lys(Mitt))-Pro-Gly--Rink-Amid MBHA

2% TFA/DCM (6x5 perc)

10% DIEA/DCM (4x1 perc)

2,5 ekv. bis-Boc-Aoa-OH/PyBOP — HOBt — NMM(1:1:2)/DMF (60 perc)
95% TFA, 2,5% TIS, 2,5% viz (2 ora)

W e

v

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys( -Lys(Aoa))-Pro-Gly-NH,

1,2 ekv. Dau/ 0,2 M NaOAc (pH 5), 12 6ra

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys( -Lys(Dau=Ao0a))-Pro-Gly-NH,



Biokonjugatum in vitro citosztatikus hatasa
= biokonjugatumok ket azonos tumorellenes hatéanyaggal

........................................................................................................................................................................................................

Leurs, U. et al. Biopolymers Pept Sci 98, 1-10 (2012)

Glp-His-Trp-Lys-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, : Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
SII\IH 8llle L3|/s
: : -
O)w (&O ANH ENH
e Q 02\ fg °
O OH N N OH O : /o
* H(OOSOENN
OOO‘ ‘O‘O
CHO O OH O O OH O OCH,;: :
@ @ CH;0 OH O OCH,
NH, NH, HONH Ng?
MCF-7 HT-29 LNCaP
Anyagok
IC, [MM] IC, [MM] IC, [MM]
Daunomicin 0,4+0,1 0,2+0,2 0,1+0,1
GnRH-IlI[*8Lys(Dau=Ao0a)] 29+0,9 6,8+1,0 49+0,3
GnRH-IlI[Lys(Dau=Aoa-Lys(Dau=A0a))] 3,004 5620 3,8+1,6
GnRH-IlI[8Lys(Dau=Aoa)] 6,7+1,9 29,9+0,6 152+24

LNCaP: human prosztata tumorsejtvonal



Biokonjugatum cizosztatikus hatasa
= biokonjugatumaok két kiilonb6zé tumorellenes hatoanyaggal

.....................................................................................................

GlIp-His-Trp-Lys-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, GIp-Hls-Trp-Ser-H|s-Asp-Trp-L?/s-Pro-GIy-NH2

| l Lys

oL °NH *NH : <N
: : aNH SNH

.....................................................................................................

(0]
o /P/
N

,,/“/OH

X

ll\l OH O

J,
I

\N .
N | OH O OCH; :
Z N N sy :
N | |
N NH, OH \N NH OH
H,N NH, H,N 2 NH,
Anyagok MCF-7 LNCaP HT-29
ICs, [MM] ICs, [MM] IC,, [UM]
Daunomicin 0,4+0,1 0,1+0,1 0,2+0,2
Metotrexat n,d, 0,3+0,2 1,4+0,6
GnRH-III[*Lys(MTX),8Lys(Ac)] > 50 > 50 > 50
GnRH-IlI[*Lys(MTX),8Lys(Dau=Aoa)] 58+1,1 28,8 +4,7 36+1,5
GnRH-IlI[BLys(MTX-Lys(Dau=Ao0a)] 54+0,7 11,3+0,5 56 +3,0
GnRH-llI[BLys(Dau=Ao0a)] 6,7+19 152124 299 +0,6

Leurs, U. et al. Eur J Med Chem 52, 173-183 (2012)



Rovidszénlancu zsirsavakkal moédositott
daunorubicin-GnRH-IlIl konjugatumok szintézise

Glp-His(Trt)-Trp-Lys(ivDde)-His(Trt)-Asp(O!Bu)-Trp-Lys(Mtt)-Pro-Gly--Rink-Amid MBHA

1. 4% hidrazin/DMF (12x5 perc)
2. 3 ekv. Savanhidrid-DIEA/DMF (1 ¢ra)

Glp-His(Trt)-Trp-Lys(X)-His(Trt)-Asp(OBu)-Trp-Lys(Mit)-Pro-Gly--Rink-Amid MBHA

2% TFA |, 2% TIS/DCM (6x5 perc)

10% DIEA/DCM (4x1 perc)

2,5 ekv. Boc-Aoa-OH — DIC — HOBt/DMF (2 ¢ra)
95% TFA, 2,5% TIS, 2,5% viz (2 éra)

W=

Glp-His-Trp-Lys(X)-His-Asp-Trp-Lys(Aoa)-Pro-Gly-NH,

1,2 ekv. Dau/ 0,2 M NaOAc (pH 5), 12 6ra

Glp-His-Trp-Lys(X)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,



Daunorubicin-GnRH-Ill biokonjugatumok

rovidszenlancu zsirsavakkal

Glp-His-Trp-Lys(X)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,

Lizoszomalis lebomlas:

H-Lys(Dau=Aoa)-OH legkisebb metabolit

X= I

-
kimagaslo 3 \[)J\

sejtfelvétel o
o]
Hac/vl\
CH, ©
A,
s ]
H3c/\/\,JL
o
“ac\/\/\/\/\/\)\

Ac
Pr
Bu
nBu
CA
IVA
Hex

Myr

acetil
propionil
1zo-butiril
butiril
krotonil
izo-valeril
hexanoill

mirisztoil

Manea, M. et al. (2011) Bioconjug Chem 22, 1320-1329

Enzim stabilitas
Kimotripszin; 6 6ra

44%

55%

10%

64%

50%

66%

70%

n.a.

Citosztazis (1Cy)

MCF-7
3,1+1,7

3,6+0,7
2,2+0,0

0,7+0,2

1,6+0,2
2,5%0,5
1,5+0,4

6,8+2,9

HT-29
7,4 +2.6

17,2+2.9
2,0+0,6

2,2+0,6

13,6%4,2
16,4+4,5
20,1142

37,411,0

Hegediis, R. et al. (2012) Eur J Med Chem 56,155-165



A GnRH-M(*Lys(Buw),2Lys(Dau=Ao0a)) konjugatum sejtbejutasanak
vizsgalata es gatlasa

K2: Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,,
Triptorelin:  Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,, (szuper agonista)

Konfokalis mikroszkopos vizsgalat Aramlasi citometria
30-
1 perc 5 perc 10 perc 30 perc __ T
_
= | IEFE
© 20-
2
Q 1
(S 1
Q" 10-
AN
N

5 perc
0 | ! I I |
S PSP S
QO (ﬁ:‘ 60- QQ’ QQQ
NS SIRN
CTriptorelin [uM]

K2 konjugatum lizoszéma festés kolokalizacio
+ DAPI sejtmagfestés

Schuster, S., et al, Beilstein J. Org. Chem. 14, 756-771 (2018)



Dau-GnRH-IIl konjugatumok antitumor hatasa
orthotopikus HT-29 vastagbél modellen

Tumorok tomege a terminalas napjan (50. nap) Maj tomegek a terminalas napjan (50. nap)

1,67 L6n

1,47 _
@ i 1,4 ] T
> 127 ] 127
£ 107 2 ]
2 P=0,0350 3 10
o -
: 087 2 06
= :0 b
& 007 = 0,67 102,2 % 105,0 %
£ ] 92,9 % = ]
& 0,4- 0,4

0,27 0 2‘-

0,0- - ; - 0.0- , , ,

Kontroll Dau Lys(Ac) Lys(Bu) Kontroll Dau Lys(Ac) Lys(Bu)

Daunomicin: heti egy alkalommal (7x1 mg/ttkg)

Konjugatumok: heti két alkalommal (5x15 mg Dau-tartalom/ttkg, 8x 7,5 mg/ttkg)
Proliferacios index: konjugatumok (15%-kal csdokken), Dau (nincs valtozas)
Vaszkularizacio: konjugatumok (30-40%-kal csdkken), Dau (12%-kal nd)

Metasztazis gatlas: nincs Kapuvari, B., et al. Invest New Drugs 34, 416-423 (2016)



Nem természetes aminosavakat tartalmazo
GnRH-IIl analog — Dau konjugatumok

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

3-as pozicid

D-Trp © /@S mK C)\

D-Tic 1 Ao

0 HO NI/O

r : N
3-33 eS 7'eS _O O OH BOJHZ
pozicid oY on

3N.-Ti M- '
_*D-Tic and "D-Trp & | G;i OOK O

2-es és 3-as ) |

pozicié

2AHis and 3D-Tic k - @:'fOH /

CSer @ 4Lys(Bu) tj

Tumorellenes hatas (MCF-7 és HT-29 sejteken):

% jelent6s ndvekedés & nincs valtozas
1 kis novekedés {4 kis csokkenés

6-0S pozicid
D-Asp, D-Glu or D-Trp
$

\ Asp(OMe) & y

C-terminalis
‘Prol°AGIly-NHEt <

]

4 W)
o]
OH
H-D-Tic-OH
(R)-1,2,3,4-tetrahidro

izokinolin-3-

\ karbonsav j

Schuster, S., et al, Beilstein J. Org. Chem. 14, 756-771 (2018); Schuster, S., et al. Pharmeteutics 10, 223 (Art No.) (2018)

Pappa, E.V., et al. Biopolymers Pept. Sci- 98: 525-534 (2012)



A régi és az uj vezérmolekula sejtbejutasanak és
receptorkotodésének vizsgalata

GIp—His—Trp—Lys—His—Asp—Trp—;_is—Pro—GIy—NH2

(o) (o)

O
O HO

OH OO ~NH2
(o] 3 "”OH K2

élp-D-Tic-Lys-His-Asp-Trp-Lys-Pro-GIy-ND

(o} (o}

«NH>
‘OH

g

\

o O
[o) (o]
I
0 (o]
I
Qi
o
I -—%\
(o}

\ P19-H/

Schuster S., et al. Pharmeteutics 10, 223 (Art No.) (2018)

MCF-7 emld tumorsejteken

™ o @
100{ EE P19-+ > O
< 10
qu 80+ ,9
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(7]
t 60-
©
Q ©
8 40- 3
=
(0]
o)
T 20- o
o :
838 %
oL Ol
2.50 10.00  40.00  160.00
Cpeptid  [MM]

125]-triptorelin leszoritasi kisérlet

konjugatum human human
hipofizis prosztata
tumorszovet
K2 3,59+2,17 3,43+2,01
P19-H 3,53+0,96 2,7911,24

az értékek nM-ban kifejezve



A konjugatumok hatasa kiilonb6z6 tumor sejt tipusokon

Tumor tipus (sejtvonal) Dau K2 K/2 / Dau P19-H P19-H/ Dau K2/ P19-H
(ICs0; M) (ICsg: IM) (ICsq; M)
Petefészek (A2780) 104+15 1,4+1,1 132,0 2,1+0,5 197,2 0,67
Melanoma (egér B16) 259+8,0 3,2+0,9 123,4 1,0+£0,2 39,0 3,20
Tud6 (H1975) 20,9+ 2,7 4,1+0,1 196,0 2,3+0,7 109,2 1,41
45,6 = 33,6 4,7+0,8 104,0 1,7+0,5 36,7 2,77
Prosztata (DU145) 16,3+4,6 53+0,5 325,3 2,0+0,2 125,9 2,65
Petefészek (OVCAR-8) 185,6 + 99,8 56+0,8 30,4 9,4+0,8 50,9 0,60
EmIé (MDA-MB-231) 54,6 + 7,4 58+0,8 106,8 1,9+0,2 34,2 3,05
Prosztata (PC-3) 117,5+ 8,6 6,3+0,3 193,6 2,3+0,6 71,8 2,74
EmI6 (egér 4T1) 56,0 + 14,7 6,3+0,9 112,3 1,8+0,1 31,3 3,50
Maj (HepG2) 229+1,4 6,8+0,3 296,2 2,2+0,7 96,6 3,09
50,5 + 38,7 7,4+0,8 145,7 2,8+0,6 56,3 2,64
Melanoma (A2058) 35,0+ 14,9 8,4+0,3 239,3 2,6 +0,5 73,3 3,23
Glioma (U87MG) 126,4 + 53,7 9,0+0,8 71,4 2,3+0,1 18,2 3,91
Tudé (A549) 69,3+ 23,5 9,6 +0,6 138,8 43+04 61,6 2,23
Tudé (H1650) 50,3+ 13,4 105+1,1 208,5 4,0+0,8 78,6 2,63
Vastagbél (egér C26) 1175+ 8,6 10,6 £0,2 89,8 26+0,7 22,3 4,08
Melanoma (WM983b) 49,8 + 22,9 126+1,5 254,0 25+0,6 51,0 5,04
Melanoma (M1/9) 275+9,1 135+1,1 491,5 2,9+0,6 105,6 4,66
Vastagbél (HT-29) 52,6 + 3,6 155=+1,7 2945 7,3+0,3 138,8 2,12
Melanoma (M24) 118,8 + 25,0 16,1+0,1 135,9 3,4+0,7 28,9 4,74
EmI6 (MCF-7) 63,8+21,0 16,5+1,3 257,7 3,9+0,8 61,5 4,23
Petefészek (OVCAR-3) 404,0+9,4 46,0+ 1,3 113,8 82+0,5 20,2 5,61
Hasnyalmirigy (PANC-1) 525,9 + 24,7 > 100 >200 56,4 + 4,5 107,3 >2
Fibroblaszt (MRC-5) 287,6 £ 35,1 419+ 3,8 145,7 19,7+1,2 68,4 2,13




Primer tumor tomege (g)

1,04
0,9—_
0,8—-
0,71
0,6-
0,5—-
0.4
0,3—.
0,2-.

0,1+

0,07

Uj hatékonyabb GnRH-Ill - daunomicin konjugatum

K2: Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,,

P19-H: GlIp-D-Tic-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,

Atlag + SD, Mann-Whitney teszt 1,2 Atlag + SD, Mann-Whitney teszt
101 [
D 0,8
=
[(«})
(@)
£ 061
P =0,0127 ‘0 P = 0,0005
S 041 115,7% 104,8%
P = 0,0005 73,6%
0,2
T T T 0,0_ T T
Kontroll Dau K2 P19-H Kontroll Dau K2 P19-H
N=11 N=5 N=5 N=5 N=11 N=5 N=7 N=5

Terminalas a tumor transzplantaciot kovetd 34. napon

A Dau csoportot el6bb - a 30. napon - kellett terminalni



Egy anyag két célpont

Problemak

Tobb hatéanyag kapcsolasa gatolhatja az iranyitd molekula kotédesi kepessegét.

Tobb konjugatum alkalmazasa kombinacioban koltségesebb.

Célkitizes

Olyan vegyuletet talalni és alkalmazni a célzott terapiara,
amely egyidejlleg képes tobb célpontot is tamadni.

A természet a kezlnkre jatszik ?!



Egy vegyiilet ket célpont
(az NGR peptidek lehetséges célpontjai)

a
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!
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o 1izoDGR
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tér o
.
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Intracellularis
tér

Zou, M., et al. Anticancer Agents Med. Chem. 12, 239-246 (2012)



A természet nyujtotta lehetoseg

(NGR peptidek)
o O
) . Bazikus korimények, o r{
I -l O )
S ", ﬂ/\‘(

O

o}
Asn-peptid / \
biolégiailag aktiv +H0
(CD13 receptorhoz kotédik) © o
. OH
S e
H H

O (0]
B-Asp-peptid (izoAsp) a-Asp-peptid
~70% ~30%

biologiailag aktiv
(RGD integrin receptorokhoz kotodik)

Mindkét receptor tipus a neovaszkularizaciéban, sejt adhézidban, sejtek motilitasaban,
igy a metasztazisban jatszanak fontos szerepet

Stephenson, R. C., Clarke, S. J. Biol. Chem. 264, 6164-6170 (1989)



Eléallitott ciklikus NGR peptidek

1. Ciklikus NGR peptidek az irodalombdl (17 atom a ciklusban):

| | |
LLys-Asn-GIy-Arg-GIu-NH2 Ac-Cys-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,
2. Ciklikus NGR peptidek tioéter-kotéssel (15 atom a ciklusban):

CH,-CO-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,

3. Ciklikus NGR peptidek tioéter-kotéssel (16 atom a ciklusban):

CO-Asn-Gly-Arg-NH-CH-CONH,, CO-Asn-Gly-Arg-NH-CH-CONH,

4. Ciklikus NGR peptidek tioéter-kotéssel (18 atom a ciklusban):

CH,-CO-Pro-Asn-Gly-Arg-Cys-NH, CH,-CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,

Enyedi, KN. et al. J Med Chem. 58, 1806-1817 (2015)




A ciklikus NGR peptidek stabilitasa kiilonb6z6 puffer oldatokban

és sejttenyészté médiumban

0.2 M NH,OAc PBS oldat 0.1 M Tris DMEM
Ciklopeptidek (pH 5.0) (pH 7.4) (pH 8.1) médium
Asn/izAsp/Asp | Asn/izoAsp/Asp | Asn/izoAsp/Asp | Asn/izoAsp/Asp
c[KNGRE]-NH, 100/0/0 100/0/0 100/0/0 ?942/?73/17)
Ac-C[CNGRC]-NH, 100/0/0 93/5/2 71/21/8 0/72/28
(96/3/1) (85/11/4) (46/38/16)
¢[CH,CO-NGRCJ-NH, 67/26/7 15/68/17 13/69/18 (0/68/32)
(85/12/3) (36/51/13) (19/57/24)
¢[CH,CO-KNGRC]-NH, 90/8/2 43/34/23 15/52/33 (0/64/36)
(200/0/0) (58/23/19) (36/41/23)
¢[CH,CO-PNGRC]-NH, 98/0/2 75/3/22 47/5/48 nd.
(200/0/0) (86/2/12) (67/3/30)
C[CH,CH,CO-NGRC]-NH, | 291/ 891813 7SI918 (0/70/30)
(100/0/0) (94/5/1) (86/10/4)
¢[CH,CO-NGRhC]-NH, 96/3/1 44/43/13 43/45/12 (0/73127)
(100/0/0) (64/28/8) (66/2717)

A zarojelbe tett adatok a 24 6ras inkubalasra, mig a zardjel nélkuliek a 48 6ras inkubalasra vonatkoznak.

Enyedi, KN. et al. J Med Chem. 58, 1806-1817 (2015)




A c¢[CH,-CO-NGRC]-NH,, peptid stabilitasa PBS pufferben

Tiszta ciklopeptid
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A ciklikus NGR peptidek szerkezetének tanulmanyozasa
ECD spektroszkoépiaval

A Viz B TFE
10000
5000+
S —
o 0- 5000
© e
NE T N-g ]
(&)
® -50004 ; 0- —
° @
= -10000; =
D, -50001
-15000+
T T T T T 1 '10000 T T T T T T T 1
180 200 220 240 260 180 200 220 240 260
Al nm Al nm
- C[KNGRE]-NH, Ac-c[CNGRC]-NH, — C[CH,CO-NGRC]-NH, = C[CH,CO-KNGRC]-NH,
= c[CH,CO-PNGRC]-NH, = C[CH,CH,CO-NGRC]-NH, = C[CH,CO-NGRhC]-NH,

Meglehetésen merev: c[KNGRE]-NH,, Ac-c[CNGRC]-NH,

Flexibilis: c[CH,CO-NGRC]-NH,, c[CH,CO-KNGRC]-NH,
Enyedi, KN. et al. J Med Chem. 58, 1806-1817 (2015)



A Ciklikus NGR peptidek szerkezetenek tanulmanyozasa
NMR spektroszkopiaval
A

106,35 c[CH,CO-NGRhC]-NH,

Enyedi KN. et al. J Med Chem. 58, 1806-1817 (2015)



Az NHEY-BCQAs" tavolsdg és és a ciklopeptidek stabilitasanak 6sszefiiggése

100 —
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2 l
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Enyedi, KN. et al. J Med Chem. 58, 1806-1817 (2015) NH CO taVOISag (A)



Ciklikus NGR peptid — daunomicin konjugatumok szintézise

>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys(Dde)-'R Dde-Lys(Fmoc)-Asn(Trt)-Gly-Arg(Pbf)-Cys(Trt)-R
1. Dde hasités: 2% NH,-NH,/DMF 1. Fmoc hasitas: 2% DBU — 2% piperidin/DMF
2. Kapcsolas: Fmoc-Aaa(X)-OH-DIC-HOBYDMF | 2. Kapcsolas: Fmoc-Aaa(X)-OH -DIC-HOBt/DMF
3. Kléracetilezés: ClAc-OPcp/DMF 3. Védett Aoa beépités: >=Aoa-OH-DIC-HOBt/DMF
1 4. Hasitas: 95% TFA — 2,5% TIS — 2,5% H,0 3. Dde hasitas: 2% NH,-NH,/DMF
4. Kloracetilezes: ClIAc-OPcp/DMF
l 5. Hasitas: 95% TFA — 2,5% TIS — 2,5% H,O

>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, ClAc-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,
ClAc-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-Gly >=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly
lCiklizélés: 0,1 M Tris puffer (pH 8,1), 1h lCiklizé/és: 0,1 M Tris puffer (pH 8,1), 1h
>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, CH,CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,
CH,CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-Gly >=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly

Izopropilidén hasitas: 1M NH,-O-CH,/0,2M NH,OAc (pH 5)
Daunomicin konjugalas: 1,1 ekv Dau/0,2M NH,OAc (pH 5)

Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, CH,CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,

CH,CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-Gly- Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly
Enyedi, KN. et al. PLOS ONE. 12, e0178632 (2017)




Ciklikus NGR peptid — daunomicin konjugatumok
In vitro citotoxikus hatasa HT-1080 (CD13 +) fibroszarkoma és
HT-29 (CD13 -) vastagbél tumorsejteken

Dau =Aoa- GFLG/-K-NH,
(l:O-KNGR?GG

3,3+ 0,6 uM (HT-1080)
5,7 + 0,9 uM (HT-29)

Dau =Aoa- GFLGJ-K-NH,

KNGRE -GG
Iy

1,4 + 0,1 uM (HT-1080)
3,0 £ 0,6 uM (HT-29)

kettdés (CD13 és integrin) hatasu

o

cO-KNGRC-NH,

Dau =Aoa-|GFLG

14,5 + 2,0 uM (HT-1080)
>>50 uM (HT-29)

|:KNGRE-NHZ
Dau =Aoa- GFLGJ

15,8 + 4,4 uM (HT-1080)
>>50 uM (HT-29)

CD13 specifikus

Enyedi, KN. et al. PLOS ONE. 12, e0178632 (2017)



Amid-kotést tartalmazo ciklopeptid konjugatumok szintézise

>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys--R >=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys--R
Boc-Lys(Fmoc)-Asn(Trt)-GIy-Arg(be)-GIu(OtBu)-GIy-GIyI Boc-NIe-Asn(Trt)-GIy-Arg(be)-GIu(OtBu)—GIy-GIyI

Hasitas: 95% TFA — 2,5% TIS — 2,5% H,0/ 2 éra

>=A0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, >=A0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH,
H-Lys(Fmoc)-Asn-Gly-Arg-Glu-Gly-Gly H-Nle-Asn-Gly-Arg-Glu-Gly-Gly

Ciklizalas: BOP-HOBt-DIEA (3:3:6 ekv)/DMF
0,2 mg/mL pept. konc., 3 ora

>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, >=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH,

[Lys(Fmoc)-Asn-GIy-Arg-GIu-GIy-GIy [NIe-Asn-GIy-Arg-GIu-GIy-GIy
| |

Tripodi ,AAP, et al. Beilstein J Org Chem 14, 911-918 (2018)



A konjugatumok in vitro tumorellenes hatasa

>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, >=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH,
Lys(Fmoc)-Asn-Gly-Arg-Glu-Gly-Gly Nle-Asn-Gly-Arg-Glu-Gly-Gly
[ | [ |
1. 20% piperidin/DMF I
2. 1M metoxilamin/0,2M NH,OAc L IM metoxnamln/,O,ZI\/I NH,OAc
(pH 5), 1 6ra (pH 5), 1 ora ,
3. Dau/0,2M NH,OAc (pH 5), 1 6ra 2. Dau/0,2M NH,OAc (pH 5), 1 o6ra
Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH,
|-Lys-Asn-GIy-Arg-GIu-GIy-GIy |-NIe-Asn-GIy-Arg-GIu-GIy-GIy
| |

Konjugatum  HT-1080 (6 6ra) HT-29 (6 éra) HT-1080 (72 6éra) HT-29 (72 6ra)

Dau 1,4%0,6 0,3%0,2 0,5%0,2 0,1+0,1

Lys 5,7x0,5 8,712 1,4%0,7 3,0x£0,5
Nle 5,5%0,3 2,2%0,2 2,3%0,6 1,3%20,2
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A konjugatumok in vitro sejfelvétele és
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Ko6hidai Laszlo Marilena Manea

Lajko Eszter
Lang Orsolya
Polgar Livia
Muranyi Jozsef
Csik Gabriella

Orszagos Onkoldgiai Intézet

Kapuvari Bence
Vincze Borbala
Toévari Jozsef
lvan Randelovic
Schulz Akos
Gacs Alexandra
Miguel Tejeda
Gaal Dezsb

MTATTK

Toth Szilard
Szakacs Gergely
Szeder Balint
Buday Laszlo

Hegedus Rozsa
Szabd lldiko
Orban Erika

Enyedi Kata Nora
Sabine Schuster
Andrea A.P. Tripodi
Kovacsné Biri Beata
Bbsze Szilvia
Vacziné Schlosser Gitta
Babos Fruzsina
Olahné Szabd Rita
Pethd Lilla
Hudecz Ferenc

Pécsi Tudomanyegyetem

Kovacs Magdolna

Szegedi Tudomanyegyetem

Gardi Janos

Ulrike Leurs
Pascal Schlage
Andreas Marquardt
Verena Natalie Schreier
Michael Przybylski

ELTE Szerves Kémiai Tanszék

Perczel Andras
Czajlik Andras
Lang Andras
Majer Zsuzsa
Farkas Viktor
Knapp Krisztina
Kiss Eva

Debreceni Egyetem

Halmos Gabor
Szabd Zsuzsanna
Sipos Eva
Kertész Istvan
Maté Gabor
Trencsényi Gyorgy



Tamogatok
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ORSZAGOS TUDOMANYOS KUTATASI ALAPPROGRAMOK

K 104045, K 119552

MSCA-ITN-2014-ETN:
Marie Sktodowska-Curie
Innovative Training Networks (ITN-ETN)
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Koszonom a megtisztelo figyelmuket!

Boldog tinnepeket kivanok
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