nyomaban,
avagy milyen munka folyik a 407-es laborban
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Rosszindulatu megbetegedések elofordulasa

Prosztata
Tudé
Vastagbél
Hugyholyag
Bor

Non-Hodgkin
limfobma

Vese
Leukémia
Sz3aj
Hasnyalmirigy
Egyéb

Forras: American Cancer Society, 2009.
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A rosszindulatu megbetegedések kezelése

« Daganatos megbetegedés diagnosztizalasat kovetoen:

— Sebészeti beavatkozas

o Szolid tumorok esetén

— Kemoterapia, hormonterapia
+ Sebészeti beavatkozast kovetéen
* Nem szolid tumorok esetében
« Szelektivitas, specificitas hianya
— Sugarterapia
— Immunterapia

— Génterapia



A gyogyszerek célzott sejtbe juttatasa
(iranyitott kemoterapia)

YSejtfeIszini

receptor

@ Sejtfelszini receptorhoz kétédé ligandum
" diffuzié

Q Hatbéanyag

Célbajuttato rendszerek 7N\

4 célbajuttatd egység/hordozé\

tavtartd @

hatéanyag

Receptor medialt
endocitézis




<EHWSYGLRPG-NH,

GnRH-| ‘

Agonistak

Buserelin (Suprefact)

Goserelin (Zoladex)

Histrelin (Vantas, Supprelin LA)
Leuprorelin (Lupron, Viadur, Eligard)
Nafarelin (Synarel)

Triptorelin (Decapeptyl, Diphereline,
Gonapeptyl)

Deslorelin (Ovuplant)

Antagonistak
Abarelix (Plenaxis)
Cetrorelix (Cetrotide)
Degarelix (Firmagon)
Ganirelix (Antagon)

orikia

*}
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H
o
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OH ) [D-Lys*JLHRH

L H cleavable
~0 0O oH % =

o spacer
W
NH, doxorubicin

oH

GnRH-II

<EHWSHGWYPG-NH,

Agonistak
[D-Lys8]GnRH-II
[D-Lys8(Dau=Aoa)|GnRH-II

[D-Lys®]|GnRH-II-PAP
(PAP: proapoptotikus peptid)
[D-Lysé(Dau=Aoa)]|GnRH-II-PAP

[D-Trp®]GnRH-II
[D-Trp®]GnRH-1I-PAP

[D-Nalé]GnRH-II
[D-Nalé]|GnRH-II-PAP

Antagonistak

MI-1892
[MI-1892(Cys)],
(MI-1892),exemesztan-dioxim

(MI-1892-TEG),exemesztan-dioxim

MI-1892(TEG)
[MI-1892(Cys-TEG)],
MI-1892(CYRRL),
MI-1892(Dau=Aoa-YRRL)
MI-1892(Dau=Aoa)
MI-1892[5Lys](Dau=Aoa)

’///////,,(3ﬁfﬁ4~\\\\\\\\‘

Agonistak

GnRH-11I
GnRH-Ill(Dau=Ao0a)
GnRH-llI(Dau=Aoa-GFLG)
GnRH-IlI(Dox-CO-(CH,);-CO)
GnRH-IlI(Dau=N-NH-CO-(CH,)-CO)
GnRH-IlI(Dau-PABC)

[N-MeSer4]-GnRH-lll(Dau=Aoa)

GnRH-1(4Lys(X),8Lys(Dau=Ao0a))
(X:Acy , Dau=Aoa« |, Mtx,
Pr, IBu, nBu, CA, iVA, Hex, Myr)

GNRH-II(BLys(X)

(X: glutPEG(curcumin),
Dau=Aoa-Lys(Dau=Ao0a)
Mtx-Lys(Dau=Aoa)



Celkitizeés
Proapoptotikus GnRH-II peptidkonjugatumok elballitasa

GnRH Bak [D-Lys8]GnRH-II Bak peptid [D-Lys8]GnRH-II
A A A
4 N N r A
<EHWSHKWYPGMGQVGRQLAIIGDDNRRY-NH, <EHWSHKWYPG-NH,

N-O-CH,-CO-

Daunomicin CH,



Proapoptotikus peptidkonjugatumok
szintezise

Fmoc@

l Fmoc/'‘Bu

R: Rink Amide MBHA gyanta

stratégia

Fmoc-MGQ(Trt)VGR(PbH)Q(Tri)LAl IGD(OtBu)D(OtBu)IN(Trt)R(be)R(be)Y(tBu)-G

Bak peptid

*Hasitéelegy 6sszetétele:

0,75g fenol
0,25mI TIS
0,5ml tioanizol
0,5ml H,0
9,5 ml TFA

deFmoc
Hasitas*

<EH(Tr)WS(Bu)H(Trt) (Mtt)WY(tBu)PGI\/IGQ(Trt)VGR(be)Q(Trt)LAIIGD(OtBu)D(OtBu)IN(Trt)R(be)R(be)Y(tBu)-e

[D-Lys®]GnRH-1I-Bak |+—

Hasitas*

l Fmoc/'Bu

stratégia

Mtt csoport hasitasa (2% TFA/2%TIS/DCM; 3+5+10+30perc)
Semlegesités (10%DIEA/DCM)
3 ekv. Boc-Aoa-OH

\ 4
<EH(Tr)WS(Bu)H(Trt) (Boc-Aoa)WY(tBu)PGMGQ(Trt)VGR(be)Q(Trt)LAIIGD(OtBu)D(OtBu)IN(Trt)R(be)R(be)Y(tBu)-e

A

Hasitas*

y

<EHWSHk(A0a)WYPGMGQVGRQLAIIGDDINRRY-NH,

Dau;

A

'O,ZM NH,OAc-puffer (pH 5,2), RT, 1 nap

<EHWSHk(Dau=A0a)WYPGMGQVGRQLAIIGDDINRRY-NH,

[D-Lys®(Dau=Ao0a)]|GnRH-II-Bak




1 L A 4

A szintetikusan eloallitott peptidek
kémiali jellemzese

1:R* |vlav Ivlav
perc (szamolt) (mért)
[D-Lys®]GnRH-II 22,3 1307,4 1307,0
Bak 26,4 2174,5 2175,0
[D-Lys®]GnRH-II-Bak 28,0 3464,9 3465,4
[D-Lys®(Dau=Ao0a)]|GnRH-II-Bak 30,1 4049,2 4049,1

*. Oszlop: Phenomenex Luna, C18, 5um, 100A; 250x 4,6 mm; flow rate: 1 ml/perc, Gradiens: 0-50min:0-90% B-eluens;
Eluensek: A-Eluens: viz/0,1% TFA; B-Eluens: 80% acetonitril/20% viz//0,1% TFA
t: Bruker Daltonics Esquire 3000plus (Bréma, Németorszag) ioncsapdas tdomegspektrométer. Spektrum felvétele a 50-2000 m/z tartomanyban



A hatoanyagot tartalmazo konjugatumok
In vitro citotoxikus (72h) hatasanak
meghatarozasa

(72 6ra, 37°C, CM, koncentracio:

2,56-104—-100 uM

MTT-teszt (3,5 6ra, 37°C)

IC5, érték meghatarozasa



Eredmenyek
A peptidkonjugatumok in vitro citotoxikus (72h)

hatasa
MCF-7
[D-Lys®]GnRH-II —Dau— [D-Lys®(Dau=Ao0a)|GnRH-
37,4
0,1-0,3 41
| |
Bak Bak
35,5 35,5
J l
[D-Lys®]GnRH-1I-Bak [D-Lys®(Dau=Aoa)|GnRH-II-Bak




Eredmenyek
A peptidkonjugatumok in vitro citotoxikus (72h)

| hatasa
{ SK-BR-3
[D-Lys®]GnRH-II —Dau— [D-Lys®(Dau=Aoa)|GnRH-II
78
0,2 39
Bak Bak
62,4 62,4
| l
[D-Lys®]GnRH-1I-Bak [D-Lys®(Dau=Aoa)]|GnRH-II-Bak

55,8 0,3




Eredmenyek
A peptidkonjugatumok in vitro citotoxikus (72h)

hatasa
T-47D
[D-Lys®]GnRH-II —Dau— [D-Lys®(Dau=Ao0a)]|GnRH-II
>100 3,9
0,2
Bak Bak
38,1 38,1
! !
[D-Lys®]GnRH-1I-Bak [D-Lys®(Dau=Ao0a)]|GnRH-II-Bak
63,6 1,3




Eredmenyek
A peptidkonjugatumok in vitro citotoxikus (72h)

hatasa
HT-29
[D-Lys®]GnRH-II —Dau— [D-Lys®(Dau=Aoa)|GnRH-II
56,8 1,4
0,4
Bak Bak
62,5 62
! l
[D-Lys®]GnRH-1I-Bak [D-Lys®(Dau=Aoa)]|GnRH-II-Bak
69,7 0,6




A [D-Lys®(Dau=Aoa)]GnRH-II-Bak
konjugatum sejtbejutasanak meghatarozasa
fluoreszcens mikroszkop

- MCF-7

HT-29

T-47D

(246ra, 37°C)

Kezelés
koncentracio: 2,5-40uM
(6 6ra, 37°C)

Kezel6oldat eltavolitasa



Eredmenyek
A [D-Lys®(Dau=Ao0a)]|GnRH-II-Bak konjugatum
fluoreszcens mikroszkoppal meghatarozott sejtbejutasi

képessége
MCF-7 T-47D
Dau, 2,5uM konjugatum, 5uM Dau, 2,5uM konjugatum, 5pM
HT-29

Dau, 2,5uM konjugatum, 5uM



Osszefoglalas

Kulonbozé GnRH analdégokbdl hatoanyagot tartalmazd konjugatumok
szintézise
— GnRH-II
* agonista
* antagonista
— GnRH-III
* agonista
GnRH konjugatumok in vitro citotoxikus, citosztatikus hatasanak
meghatarozasa kulonbozd tumor sejtvonalakon
Konjugatumok sejtbejutasi képességének maghatarozasa (aramiasi
citométer, fluoreszcens mikroszkop)
In vivo tumorellenes hatas meghatarozasa
— GnRH-llI(Dau=Aoa) (~40%), GnRH-IllI(Dau=Aoa-GFLG) (~50%)

— GnRH-IllI(*Lys(Ac),8Lys(Dau=Ao0a)) (~50%), GnRH-IlI(*Lys(Dau=Ao0a)),2Lys(Dau=Ao0a))
(~40%)

— GnRH-llI(*Lys(nBu),2Lys(Dau=Ao0a)), GnRH-IlI(*Lys(iBu),Lys(Dau=Ao04a)),
MI-1892(Dau=Aoa), MI-1892[°Lys](Dau=Aoa), [D-Lys®(Dau=Aoa)]GnRH-II-Bak
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