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Célzott tumorterapia:
szelektiv hatéanyag célbajuttatas peptidekkel
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Hogyan névelheto a hatéanyag — 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.
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Tumor specifikus célbajuttatas GnRH (LHRH) receptoron keresztiil

GnRH receptorok tumorsejteken:

> 50% eml6édaganat

~ 100% melanoma

70% petefészekrak

90% prosztatarak

75% mehtestrak

80% vesedaganat

40% agytumor

90% non-Hodgkin limféma
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tartalmaz GnRH receptorokat.

Human GnRH
Receptor

O Conserved between human, chicken
frog and galdfish GnRM receplons

O Conservative amino acid substitutions

@@ Disulphide bridges
% Carbohydrate

*  Protein kinase A site

L Ligand binding sizes
Gwl coupling
Gs coupling

& Proten kinase C she

GPCR

GnRH receptorok megtalalhatok egéeszseges szbvetekben is, kiilonésen a szaporito szervekben,
de sokkal kisebb mértékben, mint a tumorsejteken.

Ezért a GnRH receptorok alkalmasak a hatéanyag célba juttatasara az iranyitott tumor

terapiaban.



Epidermalis névekedési faktor (EGF) és receptora (EGFR)

* Az EGFR a tirozin kinaz receptorcsaladba tartozik
* Az EGFR szamos daganatsejt felszinén megtalalhatoé (pl. tudé, vastagbél, emld)
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Tumorterapia:

Receptor gatlas (EGF bekotbédeés gatlasa) ellenanyagokkal (extracellularis)
Tirozin kinaz gatlok (jelatviteli folyamatok gatlasa, intracellularis)



A GnRH és az EGF receptorok kblcsonhatasa (parbeszéde)
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EGF receptor célzasa

* GE11
H-Tyr-His-Trp-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Pro-GIn-Asn-Val-lle-OH
* kisebb immunogenitas és mitogén hatas
* receptor medialt endocitozis a szignalizacio indukalasa nelkul

° D4

H-Leu-Ala-Arg-Leu-Leu-Thr-NH,
* tervezes szamitogepes modellezessel
* nem az EGF zsebhez kotédik

lizoszoéma

Dau=Aoa-GFLG-PEPTID » Dau=Aoa-G-OH

Dau = daunomicin Aoa = aminooxiecetsav

LiZ., ZhaoR.,, Wu X., Sun Y., Yao M., Li J., Xu Y., Gu J., FASEB J., 2005; 19, 1978-1985.
Song S., Liu D., Peng J., Deng H., Guo Y., Xu L. X., Miller A. D., Xu Y., FASEB J., 2009; 23, 1396-1404..
Orban E, Mezo G, Schlage P, Csik G, Kuli¢ Z, Ansorge P, Fellinger E, Moller HM, Manea M. Amino Acids. 2011; 41, 469-483.



Oldas préba 1.

* szérum mentes RPMI-ben
a Dau=Aoa-GFLG-GE11

10-3 M koncentracidju
. tFq!lill‘“n

oldatbdl higitva
2 ora

(DMSO-ban oldva)




Oldas préba 2.

°* RPMI-ben oldédnak
103 M koncentracioju oldatbdl higitva (DMSO-ban oldva)

* Dau=Aoa-GLFG-D4 kolloidalis oldat

HT-29 colon carcinoma sejteken

kontroll Zeiss AxioVision 01 400x
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PEG es HbPG

PEG H—4+0—CH,—CH,——R (R: OMe, OH)
-E 2 Z:k:

J Jol ismert, széles korben elterjedt és alkalmazott
J Kereskedelmi forgalomban kaphaté — Monofuncios valtozatai is

] Biokompatibilis

OH)FOH /\‘?H HO .
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J Poliéter poliol; a PEG elagazo analdgja /_(o' OH}_O -

[ Egyszeriien el6allithatd °V-on o  OH
0]

) OH csoportok nagy szama ~ ) o

J Kiemelkedd oldhatésag
J Ko6nnyl funkcionalizalhatosag
J PEG-hez hasonléan BIOKOMPATIBILIS
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Hiperelagazasos

PG (HbPG)



Koncepcio — Ftalimid/ftalimid-K iniciator alkalmazasa
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El6ny6k Mo, = 1250 - 5300 g mol ™’

Az inicator deprotonalasa kozvetleniil 6sszeméréssel

J Ftalil csoport egyszer(ien eltavolithatd

Kisérleti korulmények

J Kilénb6zé molekuletomegil HbPG (1250, 1525, 2015, 2610, 5320 g/mol)
(J 95 °C, inert atm., lasst monomer adagolas (2,5 mL/6ra)

Analizis

J GPC (viz, PEG Kkalib.; Acetilezést kovetéen THF eluens, PSt kalib.)
J UV (hidroxipropil-ftalimid kalibraciéval, 290 nm, EtOH)

J Gdéznyomas ozmometria

J NMR



Ftim-HbPG analizis eredmenyek (1)

Molekulatomeg-eloszlas gorbék

Viz eluens, PEG konv. kalib.

THF eluens, PSt konv. kalib.

N-(3-Hydroxypropyl)phthalimide
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FtiIm-HbPG analizis eredmenyek (2)
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J A GPC alapjan meghatarozott
molekulatomeg alacsonyabb —
az elagazo6 szerkezet
kovetkezménye

] A tébbi mdédszerrel
meghatarozott M kozel
megegyezik az elméletileg
varttal

J Az iniciator hatékonysag (F)
minden esetben nagyobb mint
90%

J Polidiszperzitas index (PDi) 1,3-
1,6 kOzOtti €s enyhén no a
tervezett molekulatomeggel



2
L & 8 5 r B E 5 OEEOE S

F2
| T - - S S - - - A A

Monofunkcionalizalas igazolasa HSQC spektrumok alapjan
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Tovabbi terveink: észter és tioéter kotés kialakitasara alkalmas
HbPG-k

O
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HZN\)\/O/\l/\OdUV\fU‘ (CHa)s
OVI/% \ 0
I
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A tovabbiakban kisérletet teszuink az amin csoport
konjugacios reakcidokban relevans funkciés csoportokka
torténo atalakitasara.



Peptidek szintezise a konjugatumokhoz

Wang gyanta
l 1. Fmoc-Gly-OH/Fmoc-Ille-OH, DIC, DMAP

0,6 mmol/g

2. Fmoc-Aaa-OH, DIC, HOBt

Fmoc-Gly-Phe-Leu-Gly-Tyr(‘Bu)-His(Trt)-Trp(Boc)-Tyr(\Bu)-Gly-Tyr(*Bu)-

Thr(Bu)-Pro-GIn(Trt)-Asn(Trt)-Val-lle-(Gly) — &)

1. Fmoc hasitas
2. >=Aoa-OH
3. hasitas a gyantarol

>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Tyr-His-Trp-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Pro-
GIn-Asn-Val-lle-(Gly).-OH

>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Leu-Ala-Arg-Leu-Leu-Thr-(Gly)-.-OH



Konjugacio

* peptid — polimer kapcsolasa on
on KKOH
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(NH,-HbPG: M, = 1100 Da, PDI = 1.2)

* izopropilidén véddcsoport eltavolitasa

o 3 ekv. MeONH,-HCl o
)\ I 0,2M NH,OAc puffer I
~. O Cc (pH=5) o Cc
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16 6ra, RT




Dau=Aoa-GFLG-D4-PEG
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Dau=Aoa-GFLG-GE11-G.-HbPG

2+
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A PEG és a HbPG konjugatumok oldékonysaganak 6sszehasonlitasa

Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG Dau=Ao0a-GFLG-GE11-HbPG
¢ =0,005 mol / L
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Impedimetria— XxCELLigence SP (ACEA
Biosciences)

_ a " (2) Z)
\ \ Microelectrode array TSR —————
LL fabricated in the electrodes electrodes with Z=2, Z=12Z .
bottom of the well without cells cells attached

A sejtadhéziéval aranyos impedancia

valtozas (Z) valos idejua mérése arany

elektrodon

(AC rendszer); >, Kezelés Kontroll

A kvantitativ elemzések kiszamitasat a g

sejtindex (Cl) adta: c ¢

a-@-% = Toxikus
— | n hatas

Alkalmazott sejtdenzitas — 10.000 sejt/well —

Alapvonal — 24 h + 24-72 h kdvetés t/h

Statisztikai kiértékelés: RTCA 2.0, Origin
Pro8.0 statisztikai rutinjai




D4 konjugatumok IC., erteke 48 oras kezeles utan

30 | T I
24 T
E 18 == == \%
SN
i 3*\_ ES
il = ‘\”i*\\
h - - R Lag-u.fcuncentrati-na (0 R R ) R
1 Dau=Aoa-GFLG-D4-HbPG 6,47 UM
Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-HbPG 1,17 uM
4 Dau=Aoa-GFLG-D4-PEG 6,32 uM

3 Dau=Aoa-GFLG-D4-G;-PEG 26,00 uM

Formula: Sigmoidal dose-response -- Y = Bottom + (Top - Bottom)/(1 + 10”(Log ICg, - X))



GE11 konjugatumok IC., értéke 48 6rds kezelés utdn
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Dau=Aoa-GFLG-GE11-HbPG 0,26 uM
1 Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5;-HbPG 0,96 uM
3 Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG 1,08 uM
4 Dau=Aoa-GFLG-GE11-G.-PEG 0,12 uM



Gélelektroforezis — Western Blot feherje analizis

MEDINPROT
MUszerpalyazat

GnRH-Ill kezelés (6ra)
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HT-29 vastagbél tumorsejteken a GnRH-IIl kezelés
nem befolyasolja szignifikansan az EGFR szintet.
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