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Miért foglalkozunk a daganatos megbetegedésekkel?

Fobb halalokok Magyarorszagon

@ Sziv-és érrendszeri

® Daganatos

DEmesztoszervi

OLegzoszevi

m Kilso okok (baleset,
ongyilkossag)

> Evente kb. 33000 ember hal meg rakos megbetegedésben Magyarorszagon:

» A daganatos betegsegekben meghaltak 40 szazaléka 65 év alatti;

» A 65 év alattiak esetében a vezetd halalok;

» Az elmult harminc évben kozel 30 szazalékkal nétt, mikozben az Unid orszagaiban
folyamatosan csokkent;



A tiz leggyakoribb daganatos megbetegedés és
leggyakoribb halalt okozoé rak tipus

Top 10 daganatos meghetegedés Magyarorszagon (2013) |
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A rak terapias kezelései

Sugarkezelés (radioterapia):

> szilard tumorok
> leukémia esetén is

Sebészeti beavatkozas:

Jol hozzaférhetd, jol koralhatarolt tumorokra

Nem alkalmas:
» hematoldgiai tumorokra (leukémia)
» metasztazisok kezelésére
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A kemoterapia mellékhatasai

Kemoterapias szerek:
=>» a gyorsan 0sztodo sejtekre hatnak (tumorsejtek)
=>» de hatnak a normalis kérilmények kbzott gyorsan osztodo sejtekre is
es karositjak azokat
pl. csontvel6 (verkepzd szerv) sejtje,
emesztdészervek
hajhagymakat tartalmazo tliszé

A kemoterapia legaltalanosabb mellékhatasai.

- mieloszuppresszio (vérsejtek kepzédesének csbkkenese)
- Immunszuppresszio (érzékenyséq fertézé betegsegekre)

- mukozitisz (bél és emészté rendszer gyulladasa, hanyas)
- alopecia (foltos hajhullas)

Egyedi toxikus hatasok: kardiotoxicitas, veseelegtelenség, 6démasodas,
majfunkcié zavarai, terratogén (magzat karosito) hatas



A terapia fokozott szelektivitasanak lehetosége
az egeszseges sejtek es a tumorsejtek kilonbségen alapul

Neéhany kulonbség az egészseges és tumorsejtek, szovetek kozott:

Sejtfelszini (pl. tumorspecifikus vagy tultermel6dott receptor)
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egészseges sejt

Raceptar

katepszin B matrix metallopeptidaz 9
(MMP9)

Lokalizalhato ,szilard” tumorok (pl. djonnan kialakult vérerek)




Gélelektroforézis — \Western Blot fehérje analizis
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HT-29 vastagbél tumorsejteken a GnRH-IIl kezelés
nem befolyasolja szignifikansan az EGFR szintet.



Monoklonalis antitestek terapias alkalmazasa

Uj erek képzédésének feltétele:

VEGEF (vaszkularis endotelialis novekedési faktor) kotdédése receptorahoz (VEGF-R)

Uj erek képzddésének gatlasa:
v VEGF mennyiségének csokkentése bevacizumab (Avastin®)
/ LL] ”nr r y 4 r

a receptorhoz kotédés megakada—lyozasa - monoklonalis VEGE antitest

- angiogenezis gatlasa

400 mg

25 mg/mlL

l AVASTIN'
(bevacizumab)

! For Intravenous Use




Regisztralt molekularisan iranyitott szerek

Név Tipus Tamadas- | Indikacié
pont

Alemtuzumab Monoclonal antibody, CD52 CLL, CML

(Mabcampath) humanized

Daclizumab Monoclonal IgG1, chimeric IL-2 R rak, leukemia

(Zenapax)

Basiliximab Monoclonal IgG1, chimeric IL-2 R

(Simulect)

Rituximab Monoclonal IgG1, chimeric CD20 rak, lymphoma

(Rituxan/Mabthera)

Trastuzumab Monoclonal IgG1, humanized |HER2/neu | €ml6-, prosztatarak,

(Herceptin) NSCLC

Gemtuzumab Monoclonal IgG4, humanized | CD33 rak, leukemia
Calicheamicinnel konjugalt

Ibritumomab (Y*°) | Monoclonal IgG1, murine CD20 rak, lymphoma

Edrecolomab Monoclonal IgG2, murine EpCAM CRC

Gefitinib EGFR-TKI EGFR TK | NSCLC

Imatinib KIT-TKI TK GIST, CML




Gonadotropin Releasing Hormon - GnRH

Andrew Victor Schally Roger Guillemin

1977-ben megosztott orvosi Nobel Dij

"for their discoveries concerning the peptide hormone production of the brain"

Human GnRH-I (LH-RH): Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,

165000 disznd hipotalamuszabdl kivonva és tisztitva: 800 ug



A Gonadotropin Releasing Hormon szerepe

» Peptide hormon, hipotalamuszban termel6dik és pulzalva kivalasztodik
» A reprodukciét kontrollalja, a hipofizisben |évé gonadotrop sejtek stimulalasa utjan
» A gonadotropin hormonok termel6désének és kivalasztasanak stimulalasa

- luteinizalé hormon (LH) (sargatest hormon)

A

heterodimer glikoprotein (92 + 121 aminosav) ]
Hypothalamus
. - V4 V4 *
- follikulusz stimulalé hormon (FSH)
A 4

heterodimer glikoprotein (92 + 118 aminosav)

* Pituitary
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tesztoszteron osztrogén @

Szex-szteroidok

Hormonfiiggé tumorok kialakulasaban fontos szerepiik van Férfiaknal tesztoszteron



Agonista es antagonista peptidek alkalmazasa a tumorterapiaban
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,

Agonista: [D-Lys®]-GnRH-I
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,

Hypothalamus

)4

Antagonista: Cetrorelix

Ac-D-Nal-D-Cpa-D-Pal-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH,

* Pituitary

O E

\
Nal: 2-naftilalanin

Cpa: p-klér-fenilalanin
ba-p > nem természetes aminosavak
Pal: 2-piridilalanin

Cit: citrulin

GnRH agonista GnRH antagonista

A szérum hormon szint
csokkentése a kasztracios
szint ala (kémiai kasztracid)

szérum hormon szint
szérum hormon sz

10 20 nap 4 8 12 24



Tumorspecifikus célbajuttatas GnRH (LHRH) receptoron keresztiil

Human GnRH 0060
Recept © © :
eceptor ® 0@ ® NH

GnRH receptorok tumorsejteken:

> 50% eml6édaganat

~ 100% melanoma

70% petefészekrak

90% prosztatarak

75% mehtestrak

80% vesedaganat

40% agytumor

90% non-Hodgkin limféma

vV V V V V V

O Conserved between human, chicken

frog and goldfish GnRM recepions GQQ
O Convervatve amino acld substitutions L Ligund binding sites
tartalmaz GnRH receptorokat. D s i QT
% Carbohydrate G, coupling
*  Protein kinose A site & Proten kinase C she
GPCR

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



GnRH receptorok a tumorsejteken

» Szamos tumorsejten nagy mennyiségben
> Egészséges sejteken nem vagy csak kis

mennyiségben fordul el6

A GnRH peptidek hatasa \ /

a tumorsejteken egy
bonyolult folyamat

J J EGFR|«— MAPKK HP)

Sejt osztddas <
) | c-fos




Célzott tumorterapia.
szelektiv hatéanyag célba juttatas iranyitdé molekulakkal

konjugalt hatéanyag

0sszekotd
iranyité molekula

receptor

receptor-kdzvetitett
endocitézis

hatas helye {[

¥ vezikula

-
lizoszéma "““:.
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Mezé G, Manea M. Expert Opinion on Drug Delivery 7, 79-96 (2010)

konjugalt hatéanyag
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Antibody Drug Conjugates (ADCs)

Adcetris (Seattle Genetics, Bothell, WA)

brentuximab vedotin
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Antibody Drug Conjugates (ADCS)

Kadcyla (Genentech, South San Francisco, CA)

Mertansine (emtansine, tubulin inhibitor)

Trastuzumab
O (HER2 receptor
| '¢N ellenanyag)
0 \\(/
N
dIH

MCC linker DM1/Mab ~ 3,5

4-(maleimidylmethyl) cyclohexane-1-carboxylate



Doxorubicin-[D-Lys®]-GnRH-I (AEZS-108, AN-152)

Zoptarelin doxorubicin (AEterna Zentaris Inc.)

[D-Lys®]-GnRH-I

AN
4 A

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

0 NH
. 0 0
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Doxorubicin

> [D-Lys®]-GnRH-1 egy GnRH-I agonist analog

> Eszter-kotéssel kapcsoljak a Doxorubicinhez

> Klinikai Fazis llI-ben vizsgaljak, emlé, petefészek és méh daganatokra

> Eszter-kétés gyors lebomlésa human szérumban (t,, ~ 2 6ra)
karboxil-észterazok hatasara



GnRH-IIl a nagy tengeri ingolabdl izolalt GnRH analog

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 emlésékén, mint a human GnRH-I

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



Daunorubicin-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

Daunorubicin (Daunomicin)

kemoszelektiv ligacio: » antraciklin antibiotikum, a rak gyogyitasaban
oxim-, hidrazon-kotes alkalmazott szer (e.g., leukémia, neuroblastoma)

» DNA interkalacio; topoizomeraz Il inhibitor

amid-kotés _ . .
Toxikus mellékhatasok:

- emésztérendszer, vese, maj, bor toxicitas, stb.

- Immunszupresszio, mieloszupresszio

- kardiotoxicitas

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



Az oxim-kotést tartalmazo Dau-GnRH-IIl konjugatumok
lebomlasa Katepszin B enzim hatasara

Szabé, I., et al. Bioconjug. Chem., 20, 656-665 (2009)

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH
p p p-1rp-Ly y 2 H-Lys-OH
N-O-CH,-CO-

N-O-CH,-CO-

\ 4

bt

GIp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-LyslPro-GIy-NH2

<
N-O-CH,-CO-Gly-Phe-Leu-Gly

\ 4

Citosztatikus hatas (IC5, uM)

MCF-7 (human eml6): 78121 MCF-7 (human emld): 3,9+1,2
HT-29 (human vastagbél): 17,9+4,0 HT-29 (human vastagbél): 225+ 1,7




Daunorubicin és daunorubicint tartalmazo metabolitok kotodese
csirke eritrocita DNS-hez

Anyag K (x 10°) (M) n
Dau 11,70 2,5
Dau=Aoa-OH 2,21 3,8
H-Lys(Dau=Aoa)-OH 6,80 3,0
Dau=Aoa-Gly-OH 6,74 3,5
Dau=Aoa-Arg-OH 6,78 3,2
Dau=Aoa-Tyr-OH 4,40 3,5
Dau=Aoa-Leu-OH 3,23 3,6
GnRH-IlI(Dau=A0a) 0,83 4,2

K: kotbédési allando; n: kizarasi paraméter

Dau — COOH kozelsége gatolja a kotédest
Bazisos aminosav (esetleg ikerionos szerkezet miatt) segiti a kotédést
Nagy térkitoltésl oldallancot tartalmazé aminosav gatolja a kotédeést

Orban E., et al. Amino Acids 41(2): 469-483 (2011)
Orban E., et al. Bioconjugate Chemistry 22(10): 2154-2165 (2011)



Antraciklinek konjugalasa GnRH-III hormon peptidhez

<EHWSHDWKPG-NH,
N-O-CH,-CO-GFLG-

hasadas
lizoszomalis enzimekkel

oxim-kotés

savlabilis

lizoszéméakban pH < 5 <EHWSHDWKPG-NH,

on AN<\IH-CO-CH2-CH2-CO-

<EHWSHDWKPG-NH,
0-CO-(CH,),-CO-

----- hasadas
észterazokkal

észter-kotés CH,

<EHWSHDWKPG-NH,

CH,0 O OH NH-CO-(CHZ)S-CO-Y-l
o)

H OH
CH,

amid-kotés

Mez68, G., Manea, M. et al. (2008) Curr. Med. Chem. 15, 2366




PABC spacert tartalmazoé konjugatum lebomlasa
Katepszin B enzim hatasara

GnRH-III p-aminobenziloxikarbonil (PABC)

4 % h /—/%

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

i Katepszin B
Ac-Cys l
L q (CH,) H i i ‘Q-\
1 ve. H,N
N/ 2 S\H/ Phe LyS N‘Q—\O/U\NH HZN‘Q—\O/lkNH 2 OH
o o~ “{  KatepszinB % ¢ 1,6-eliminéci6 +
(] s et e io H — > coO
37°C,pH5 : +H,0 2
+
Daunorubicin (Dau) < HO OH Dau




A szabad Dawu eés hatéanyag - GnRH-IIl konjugatumok in vitro
citosztatikus hatasa MCF-7 and HT-29 tumorsejtvonalakon

Vegyiilet Citosztazis (MCF-7) Citosztazis (HT-29)

ICy, (M) ICy (UM)

Daunorubicin 04 +0,1 0,3+ 0,2

Dau-GnRH-III (hidrazon) 0,5%0,2 24%0,5

Dau-PABC-GnRH-IlI 0,4%20,0 1,7%0,2

Dox-GnRH-IlI (észter) 0,1%0,1 24%0,2

Dox-[D-5Lys]-GnRH-I (észter) 0,2+0,1 1,9%0,3
Dau-GnRH-I1Il (amid) > 100 > 100

Az in vitro citosztatikus hatast (IC;, értékek) MTT teszttel mértuk.
MTT = 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid

Mezd, G. et al. (2008) Curr. Med. Chem., 15(23):2366-2379;
Szabd, | et al. (2009) Bioconjug. Chem., 20(4):656-665;
Orban, E. et al. (2010), Amino Acids, 41(2), 469-483;
Schlage, P. et al. (2011) J. Control. Release 156(2), 170-178.



Daunorubicin-GnRH-III biokonjugatumok
révidszéenlancu zsirsavakkal

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

X= I Ac
\JL Pr
AN BU

/\j\ nBu

A ca

A VA
/\/\)DL Hex

“3‘3\/\/\/‘\/\/\)\ Myr

Manea, M. et al. (2011) Bioconjug. Chem. 22(7):1320-1329

acetil
propionil
izo-butiril
butiril
krotonil
izo-valeril
hexanoil

mirisztoil

Hegediis, R. et al. (2012) Eur. J. Med. Chem. 56(10):155-165



Primer tumor tomeg (g)

Dau-GnRH-II konjugatumok antitumor hatasa
orthotopikus HT-29 vastagbéel modellen

Tumorok tomege a terminalas napjan (50. nap) Maj tomegek a terminalas napjan (50. nap)
1,6-_ 1.6
1,4 ]
, 14-
- “ ]
1.2 l 1,27
1,01 2 |
o P=0,0350 Té, 1,07
0,8-_ GE, 0.8
:0 b
0,6-_ :'";“" 0.6- 102,2 % 105,0 %
) 92,9 % s
0,47 0.4-
027 0,27
0,07 ' ' ' 0,0 ~ . -
Kontroll Dau Lys-Ac Lys-nBu Kontroll Dau Lys-Ac Lys-nBu

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

Konjugatumok: heti két alkalommal (5x15 mg Dau-tartalom/ttkg, 8x 7,5 mg/ttkg)

Proliferacids index: konjugatumok (15%-kal csdkken), Dau (nincs valtozas)
Vaszkularizacio: konjugatumok (30-40%-kal csokken), Dau (12%-kal n6)

Metasztazis gatlas: nincs



Hogyan névelheté 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.

Y ] receptor 1
T receptor 2

@ iranyitd molekula 1

@ hatéanyag molekula 1

‘ ‘ @ iranyitd molekula 2
\V hatdéanyag molekula 2



Biokonjugatum tervezés
= biokonjugatumok két azonos tumorellenes hatéanyaggal

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

Glp-His-Trp-Lys-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
| | |
NH NH ) /Lys\g
o)ﬁ (Ko NH NH
A Q O)\ (go
O OH N N OH O :
A . L )N\ ) o o
O
= OOO‘ N eo8e
CH,0 (@) OH O (0] OH O OCH, :
@ : CHZ;0 OH O OCH,
HO OH : @ Q
NHZ NHZ g % HONH2 Ngl-|
MCF-7 HT-29 LNCaP
Anyagok
IC, [MM] IC, [MM] ICe, [MM]
Daunorubicin 0,4+0,1 0,2%+0,2 0,1+0,1
GnRH-llI[*8Lys(Dau=Ao0a)] 29109 6,8+1,0 49 +0,3
GnRH-IlI[Lys(Dau=Aoa-Lys(Dau=A0a))] 3,004 56+2,0 3,8+1,6
GnRH-llI[BLys(Dau=Ao0a)] 6,7+19 29,9+0,6 152+24

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




Biokonjugatum tervezeés

= biokonjugatumok ket kiilonb6zé tumorellenes hatoanyaggal

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

Glp-His-Trp-Lys-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
I |

..........

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

o. °NH NH N
: o °NH *NH
o £
i Q o)
/@)‘\N .,,,l ]/OH J OH O oy OH O\N o o
Yol O AL 2
. N 2QGo8e
I \N KK\ .
O OH O OCH, | N 0 OH O OCH, :
b O Py
I
H,N \N)\NHZ OH W \N/kNHZ OH
NH, 2 NH,
Anyagok MCF-7 LNCaP HT-29
IC., [MM] IC,, [MM] IC., [MM]
Daunorubicin 0,4+0,1 0,1+0,1 0,2+0,2
Methotrexate n,d, 0,3+0,2 1,4+0,6
GnRH-I[*Lys(MTX),8Lys(Ac)] > 50 > 50 > 50
GnRH-1I[*Lys(MTX),8Lys(Dau=Ao0a)] 58+1,1 28,8 + 4,7 3615
GNRH-III[BLys(MTX-Lys(Dau=Aoa)] 54 +0,7 11,3+ 0,5 5,6 £ 3,0
GnRH-III[Lys(Dau=Ao0a)] 6,7 £1,9 15,2 + 2,4 29,9 + 0,6

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



Horizon 2020 - MAGICBULLET

MSCA-ITN-2014-ETN:
| Marie Sktodowska-Curie
ll Innovative Training Networks (ITN-ETN)

https://www.uni-bielefeld.de/chemie/oc3sewald/magicbullet/

ELTE, Orszagos Onkoldgiai Intézet

Univeristy of Helsinki
Bielefeld
Cologne
Milan
Como

Bayer, Heidelberg Pharma, Exiris,
Italpharmaco,




Uj hatékonyabb GnRH-IIl - daunomicin konjugatum

Primer tumor tomege (g)

K2: Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,
P19-H: Glp-D-Tic-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH, @QN;(OH
1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav (Tic) @
1.0~ Atlag + SD, Mann-Whitney teszt 1,27 Atlag + SD, Mann-Whitney teszt
0,9—- |
- 101 [
0,8
0.7 B os-
0,6 %
1 (o))
0,5- £ 067
0.4- P=0,0127 :© P = 0,0005
0.3 g o4 115,7%  RITRLR
0.27 P=0,0005 | 73,6%
0,1- 0.27
0,0
- T T T 0,0- T T
Kontroll Dau K2 P19-H Kontroll Dau K2

N=11 N=5 N=5 N=5 N=11 N=5 N=7

Terminalas a tumor transzplantaciot koveté 34. napon

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



Potencialis konjugatumok a MAGICBULLET projekt keretében

o
! @ -0
0.0 HN Cl HO -
O -_
e L X A e
o o N™ O O
SNy | © \[]/\NJK/NH ©
o)
NH,
Kriptoficin oi-anamitin

GnRH, szomatosztatin
RGD- , NGR- peptidek

0
HN
\HNﬁ\
v
N 0
W Q/O;\/Q
/OWN .
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A projekt célja

» Kiemelked6 halalozasi kockazattal jaro betegsegek gyogyitasanak
eredményességét lenyegesen javitd nemzeti program

» Hazank versenyképessegenek szempontjabdl stratégiai jelentéséqgli kutatas-
fejlesztesi és innovacios tevékenysegeket, illetve az azok keretében jelentés
Szellemi hozzaadott eérteket tartalmazo piacképes termékek, szolgaltatasok,
technologiak letrehozasat tamogatja

» Célzott tumorterapia

iranyito kapcsolo elem

hatdanyag

molekula linker




Vegyulettarak, amelyek szamos, nagy variacios lehet6seget tartalmazé modult
tartalmaznak és alkalmasak személyre szabott, illetve kombinacios celzott
tumorterapiara

funkcio-

funkcio-

ol bifunkcids nalizalt
: linker iranyito
hatdéanyag molekula
| funkcio-
funl.<0|’0- nalizalt
nalizalt iranyito
hatoanyag ’ molekula

funkcio-
nalizalt
iranyito

molekula

funkcio-
nalizalt
hatéanyag

bifunkcios
linker




Vastagbél tumorsejthez (HT-29) kotodo peptidek kivalasztasa
fag-bemutatas technikaval

Szekvencia
2-3 szelekcids lépés utan

VHLGYAT
Fag konyvtar A — C D
kivalasztott peptid
Ismétlés
2-3-szor A m I

Rill ___1.-T-1\_ Trt rpr  Vastagbél Dau=Aoa-VHLGYAT-NH,
e o tumorsejt

Mosas E. coli-ban vald
) kifejeztetés
\ ! Kotédés
Nem K('jltédétt Elualas 1
kGGt fagok

fagok ) Dau: daunomicin

j Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH,

Dau=Aoa-GFLG-VHLGYAT-NH,

oD DCED

Aoa: aminooxiacetil

10 fag klén felhasznalasaval, 50 kivalasztott, amelyek _
. . . .2 GFLG, LRRY:
keves és csak dipeptid szakasz homologiat mutattak Katepszin B enzim

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



Hatékonyabb konjugatum kivalasztasa Ala-szken segitségével

VHLEW®
Dau=Aoa-LRRY- -NH>

Citosztazis (IC., (uM))
Kod Konjugatum (24 6ras kezelés
+ 48 6ra)
KK06/2 Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, 50,5+ 5,5
KK11 Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAA-NH, 60,9 + 3,1
KK12 Dau=Aoa-LRRY-VHLGAAT-NH, > 100
KK13 Dau=Aoa-LRRY-VHLAYAT-NH, 14,0+ 1,5
KK14 Dau=Aoa-LRRY-VHAGYAT-NH, > 100
KK15 Dau=Aoa-LRRY-VALGYAT-NH, 26,8 + 0,4
KK16 Dau=Aoa-LRRY-AHLGYAT-NH, > 100




Konjugatumok sejtfelvételenek tanulmanyozasa
aramlasi citométerrel (3 oras kezelés)

HT-29 20 uM
100 M
7000 -
6000 -
£ 5000 -
©
S 4000 -
()
N 3000 -
ot
S 2000 -
1000 -
O |
KKO6/2 KK11 KK12 KK13 KK14 KK15 KK16
HT-29 20 uM
B100 uM
100

Dau+ sejtek [%]

KK06/2 KK11 KK12 KK13 KK14 KK15 KK16




Konjugatumok sejtfelvételének vizsgalata fluoreszcens mikroszkdppal

KKO06/2 15 perc KK13 15 perc
c=20 uM c=20 uM
KKO06/2 30 perc KK13 30 perc

c=20 uM c=20 uM



Tovabbi médositasok a 4. pozicioban a hatas fokozasa érdekéeben

Dau=Aoa-LRRY- gi

-NH,

(OS
0000008
COOOOOT
(MEXEXT)
ORI
9999990
DD



In vitro citosztazis

Citosztazis®
Konjugatum 24 ora
(ICc, £ SD; uM)

Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, 39,4 +£5,9
Dau=Aoa-LRRY-VHLAYAT-NH, 27,9+6,4
Dau=Aoa-LRRY-VHLKYAT-NH, 50,3+ 3,0
Dau=Aoa-LRRY-VHLEYAT-NH, 29,5+6,2
Dau=Aoa-LRRY-VHLLYAT-NH, 7,5+35
Dau=Aoa-LRRY-VHLFYAT-NH, 6,6 £2,9
Dau=Aoa-LRRY-VHLSYAT-NH, 248+ 7,4
Dau=Aoa-LRRY-VHLTYAT-NH, 21,7 +£6,5
Dau=Aoa-LRRY-VHLNYAT-NH, 28,0+19,4
Dau=Aoa-LRRY-VHLPYAT-NH, >50

FxL>T>S=2zA=2=N=E>G>K>P




In vitro sejtbejutasi vizsgalatok

9000
€ 8000
@ 7000
W Dau=Aoa-LRRY-VHLAYAT-NH, 9 6000
B Dau=Aoa-LRRY-VHLFYAT-NH, §2888
B Dau=Aoa-LRRY-VHLSYAT-NH, ® 2000
|
M Dau=Aoa-LRRY-VHLPYAT-NH, S 2000 I
L= 1000 I i
o l-M__ alle_ Hlm. O
625 12,5
100 C/ ;,LM
90
< 80
= 70
$ 60
= 50
:_’ 40
5 30
i ok N
ol m N i v
625 12,5
C/ uM




»Eqy Ust” reakcioban kialakitott konjugatum

ﬁrﬁﬁ?ﬁﬁr\@b

O,

Arg ClAc-GFLG-PABC-ONp °
:/\/NH NH,
cly OYE\NH N
H )—<\SH
o~ " Tw o DMF - 0,1 M Tris puffer
HN—= (0] .
Ho,c—" H 8:2 (V/\{,) . OH
@ D-Phe pH 8, szobahd, 5 6ra daunomicin Nt
Asp
ciklo[RGDfC] !

HO, CHi‘_>— -

ciklo[RGDfC(CH,CO-GFLG-PABC-Dau)]



Tamogatok
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