Irreverzibilis fehérjemddositasok a gyogyszerkutatasban:
a célzott kovalens gatlészerektdl az antitest-gydgyszer
konjugatumokig
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A jelenlegi gyogyszerkincs
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» Kismolekulak és biologiai terapiak
* Legtobbjik hagyomanyos, reverzibilis hatasmechanizmussal hat
* Az irreverzibilis gatloszerek aranya kisebb mint 1%




Reverzibilis és irreverzibilis gatlas




Kovalens modositasok

* A célfehérjével kovalens kodlcsdnhatast alakitunk ki

* A kovalens kotés a fehérje nukleofil oldallancaival jon létre (Cys-SH,
Thr-OH, Lys-NH,, Tyr-OH, His-NH)

* A molekularis felismerési folyamatban nem-kovalens kolcsonhatasok
is részt vesznek

* A kotodeés reverzibilis és irreverzibilis egyarant lehet
* Alkalmazasok: kovalens gatloszerek, antitest konjugatumok, kémiai
bioldgiai probak

K inact.




Ce

IRREVERSIBLE COVALENT
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Off-target toxicities
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zott kovalens (TCl) hatasmechanizmus
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selectivity.

° Lower off-target
toxicities. Targets poorly
£ conserved amino acids
for higher selectivity.
a Lower immune

system activation. & Prolonged effect.

@) Less frequent dosing.



Kovalens hatasmechanizmusu gyogyszerek
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Afatinib
I rutinik
Csimertinib
Clmutinib
Meratinib
Dacomitinib
Salinexar
Alrmanartinib
Sotorasi

Mobocerinio |

Lazertinib
Adagrasib
Futibatinib
Pyrotinib
Zanubrutinib
Chrelabrutinib
Tecfidera
Omaveloxolonsa

zott kovalens gyogyszerek

Other — Abiraterons
Aldehyde — vexelotor
.~ Epoxyketone — Carfilzomib

4 Acalabnutinib
Butynamides Tirabrutinib
i Tofacitinib
- Mitriles Nictratakiri

af-Unsaturated

Boceprevir
a-Ketoamide Telaprevir
carbonyls P

Lancer Marlaprevir

(22)

Bortezomib
Tavaboroks
— [azomib
Crisaborole
Vabrobactam

Boronic acids
and esters

AB = Antibacterial; AF = Antifungal; ID = Inherited Disorders; AID = Auto Immune disorder; AV = Antiviral



Miért j6 de nehéz célpont a KRAS?

* A tumorok 30%-ban aktiv mutansa van o

* A kdzvetlen gatlas nehéz
* Nincsenek jol definialt kot6helyek (PPI)
» Valtozo szerkezetl dinamikus fehérje
* Pikomolars GTP affinitas

Inactive Active

* A kozvetett gatlas lehetbsége
* Downstream jelatvitelt modulalé vegylletek
» Epigenetikai megkozelitések (telomerazgatlok, RNS-interferencia)
 Szintetikus letalitason alapulé megkozelitések (ciklinfligg6 kindazgatlok)
 Mindegyik kudarc az aktivitas vagy a szelektivitas hianya miatt



KRAS G12C — a leggyakoribb onkogén mutans
T T N T S

Sotorasib (AMG510) Amgen jévahagyott
Adagrasib (MRTX849) Mirati therapeutics Jévahagyott
JDQ443 Novartis F3
Divarasib Genentech F3
Fulzerasib Innovent Biologics

“ Sotorasib Adagrasib JDQ443 Fulzerasib Divarasib



A reaktiv csoportok szerepe fontos

‘ Termék

* konformacio

Mechanizmus

* reaktivitas

Reakcidtipus
e funkcionalitas
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Szerves kémia: reakcio nukleofilekkel a 3-szén atomon
Kémiai bioldgia (enzim kornyezet, vizes kozeg):

* kotddés

‘ Hatékonysag

Termalis stabilitas teszt

1.0
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40 1] B0
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= DMSO
s 1

Michael akceptorokkal reakcio a 3-szén atomon. Aziridinekkel: Gyd(rdfelnyilas és reakcidé az a-szén atomon

Eltéré biokémiai hatékonysag

Shokat et al. Biochemistry 2017, 56, 3178-3183



A reverzibilis és kovalens kolcsénhatasok szerepe

ARS-1620
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Kotoédesi hatékonysag C“ = ‘..,; ‘]
VegVuIEtEk ICSO kinact kinact/ I(I
(uM) (0.001s1) (M-1s1)

1a akrilamid 0.827+0.137 34.819.3 10.1+1.0 290.2+82.7
1b akrilamid 0.520+0.108 107.6+10.7 31.7¢4.1 294.6148.1

rERAII[EYLIN  0.305+0.040 40.1+11.7 19.2+0.9 478.81141.5
L ETITGIGCEYLIE 0.642+0.115 147.9+10.3 14.9+1.9 100.7+£14.6

3a Cl-acetamid 67.4+11.3 40.91£16.7 0.4+0.1 9.8+4.7
clofe e el 243.2152.4 42.2+9.9 0.13+0.01 3.1+0.7
4a aziridin 198+39.0 22.2+1.8 0.091+0.002 4.1+0.3
4b aziridin 84.4+18.9 112.2+£30.1 1.7+0.30 15.2+4.9




Hatekonysag es szelektivitas

1Cso [UM]
LCLC-103H (-) 340 820 7.5 42 47.1 416 789 91.8 20.24
MiaPaca?2
(KRAS G12C) 1.8 0.53 3.1 3.2 20.4 8.8 19.8 48.2 0.14
nEELE 2.3 1.1 2.7 1.8 274 99 27.1 90.0 0.31

(KRAS G12C)

Szelektivitasok KRASG12C ys KRASWT

MiaPaca2
(KRAS G12C)
H358

(KRAS G12(C)

189 154.7 2.4 1.3 2.3 4.7 4.0 1.9 140.6

148 745 2.8 2.3 1.7 4.2 2.9 1.0 66.3




A modszertannal mas mutansok is tamadhatok

K-Ras{G12 E-]*GBPG_I_EEl- 1

KRAS
G12S

Shokat et al. Nat Chem Biol (202



Kihivasok kovalens inhibitorok fejlesztésnel: PK

. C[tokrém P450 altal ké;vetitett reakciokbdl szarmazod reaktiv metabolitok
képzédésének lehetbsége

e Glutation (GSH) konj ui cios potencidl nem enzimatikus és/vagy GSH-S-
transzferaz (GST) altal kozvetitett mechanizmusok révén

* Jellemz6 az extrahepatikus clearence

* In vitro CL-vizsgalatokban alkalmazott hagyomanyos matrixokbdl, peldaul
rekombinans human CYP-enzimekbdl, maj-mikroszomakbal, maIJ ’SO-
frakciokbol vagy hepatocita- inkubacidkbé extrapolalt adatokje lemz&en
nem reprezentaljak az in vivo CL-t.

* Nem hagyomanyos kivalasztasi utvonal a fehérjékhez, peldaul az
albuminhoz vald kovalens kot6dés lehet6sége, ami lassu kivélasztéddshoz
vezet



Mindségbiztositasi kihivasok:

Stabilitasvizsga
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Degradation condition Sotorasib

%o assay “oDeg
Acid degradation 82.5 17.5
Alkali degradation 82.2 17.8
Peroxide degradation 81.4 18.6
Reduction degradation H3.1 169
Thermal degradation 86.1 139




Mindségbiztositasi kihivasok:
Stabilitasvizsgalat - [brutinib

SLress Concentration of Exposed Duration Formation of degradation
conditions Stressor to products (D)
o 18 RT 24h No degradarion
. w Acidic 1 N HCl
. - S8 60 °C 1hr nP-1
“" ) /
Mg o KT 24h Mo degradarion
. L Basic 1 N NaOH
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Magic bullet koncepcid: antitestek jeldlése

e Paul Ehrlich: Zauberkugel
e ,Olyan szer, amely kozvetlenil a baktériumokat
talalja el anélkull, hogy karositana a testet”

* Az antitest mint csodafegyver
e Szelektiv a kivant antigén ellen
Onmagdban is terapids hatasu lehet
A gybgyszerek konjugacidja javitja ezt a hatast
Célzott tumorterapia - ADC-k

Az ADC-k 1970-ben kezdtek el fejlédni, miutan a monoklonalis antitestek
el6allitasarol beszamoltak

A mAb-k szelektivitdsanak és az er6sen citotoxikus szerek hatékonysaganak otvozése
Jelenleg gyorsan bévilé terilet (2024: 10 Mrd USD, 15% novekedési rata)




AZ ADC-k hatasmechanizmusa

A ?;LMM.W" K

2. Internalisation via endocytisis : 5. Apoptosis of target cell

3. Degradation of ADCs in lysosomes 4. Release of payload and drug action

https://www.biochempeg.com/article/78.html



Az ADC-k szerkezete

A Y4

lgG GeFv-Fa (Fab’),
(160 kDa) {105 kDa) (110 kDaj
E | F
Attachment
Antibody Site Linker Payload
Miribady Fab Lliabeady §cky Haphda
{80 kDa) (55 kDa) (55 kDa) (25 kDa) (<1 kDal

* Antitest:
* jO aszelektivitasa és felezési ideje
* Atumorba vald behatolas javitdsa érdekében elkezdtek kisebb tipusokat fejleszteni (pl. Fab, mini-, nano- és diabody)
* Az antitesteket fehérjékre, kismolekulakra, aptamerekre prébaljak mdédositani

» Kapcsolodasi hely:

* Nem szelektiv helyen: Lys és Cys

* Szelektiv helyen: Linker a konjugaldszer és a hasznos teher kozott
* Hasithatd és nem hasithaté payload:

* tobbféle a célpont és a kivant mechanizmus szerint




Antitest-gyogyszer kapcsolas

* Nem helyszelektiv mddszerek: az antitestek
maodositasanak elsé technikaja

Cisztein-maddositas: konjugacio redukalt
ciszteinekhez maleimidekkel (15 engedélyezett
ADC-bél 10).

Lizin-modositas: szabad aminocsoportok acilaldsa
(15 jovahagyott ADC-b4l 5)

* Helyszelektiv médszerek:

Tervezett tiolok (THIOMAB): mar klinikai vizsgalatak
folynak.

Nem természetes aminosavak

Glikdan modositas

Cisztein rebridging: a lancok kozotti diszulfidhid
redukcioja és visszakapcsolasa.
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Kapcsoloelemek N(/
Nem bonthatd linker: |

* Tioéter vagy maleimidokaproil

* A joévahagyott ADC-k kozil csak a Kadcyla és a Blenrep esetében
» A célsejtektdl fligg, aminosavakat hagy a hatéanyaghoz katadve
* Hosszu felezési id6 (10 nap)

Enzimatikus felszabadulas:
* Valin-citrullin peptid lebontasa katepszin B altal
* Nincsenek enzimek a vérben, ami javitja a stabilitast
* Stabil, hosszu felezési id6 (10 nap) és a felszabaduld hatdanyag jobb toxicitasa

Savérzékeny felszabadulas:
* kilonbség a plazma (pH~7,4) és a tumorszovet (pH 4-5] kazott,
* Hidrazonok
* Alacsony felezési id6 (2 nap)

Glutation-érzékeny felszabadulas
* Reagdl a citoplazma magas GSH-koncentracidjaval
* Disulfidhidakra van szlikség
* Az oldhatdsag érdekében PEG-lancokat lehet bevinni a linker részbe
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Konjugalt gyogyszerek

 Citotoxikus gyogyszerek
* DNS karositoé szerek
* Microtubulus polimerizacids szerek
* Topoizomeraz gatldk
* Nem citotoxikus gyogyszerek
» Szteroidok: rheumatoid arthritis, Phase II.
* Antibiotikumok: Staphylococcus aureus, Phase |.
* Oligonucleotidok: gene-csendesités, Phase I.
* Immuno-stimulatorok: Toll-like receptor (TLR) agonistak

vagy interferon ggén stimulatorok (STING), Phase |I.
* PROTAC: preklinikai fejlesztés alatt

e Radioimmuno-konjugatumok: 31|, 20y, 177y

4 13 4
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ADC alapu in situ tumordiagnosztika

» Az eml6rak a nék leggyakoribb daganatos betegsége

»» HER2, ER és PR: harom receptor az esetek tobbségében jelen van, amelyeket a
patoldgiai vizsgalatok soran is keresnek

» antiHER2, antiER és antiPR antitestek rendelkezésre allnak




Koncepcid
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Redukaljuk a diszulfid-kétést és kismolekulaval ujraépitjik a
kén-hidakat
» Helyszelektiv
o « Adott szamu rekonjugalészer épul be
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Trastuzumab (antiHERZ) rekonjugélé
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Klikk reakcio rekonjugalt antitesten
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Trastuzumab konjugatum — in vitro

SKOV-3

MDA-MB-231




antiER és antiPR konjugatumok — in vitro

AntiER-OG

AntiPR-TAMRA




Mindségbiztositasi kihivasok:

ADC vs kismoleku
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Mindseégbiztositasi feladatok

* Atlagos DAR érték: gydgyszer-antitest arany
» Befolyasolja a hatékonysagot, biztonsagossagot és a PK tulajdonsagokat
* UV-Vis spektroszkopia, Hidroféb interakcios kromatografia (HIC), forditottt fazisu folyadek

kromatografia (RPLC), MS kapcsolt méretkizarasos kromatografla (SEC-MS)

e Konjugatum-eloszlas

* Az antitesten valtozé szamu és lokalizacioju konjugacios hely lehetséges

* Az ADC platform befolyasolja (Lizin célzott, lanckozi cisztein célzott, helyspecifikus)
e Tisztasag

» Szabad gyodgyszer koncentracioé (gyogyszer és gyogyszer-linker formaban)
Az antitest méret és toltésvariansai (fragmentumok és aggregatumok)
Glykolizacids médosulasok
Oxidacios és szekvencia variansok

N NS N
] i



Mindseégbiztositasi feladatok

» Szennyezésprofil vizsgalatok

* Stabilitasvizsgalatok hatdanyag és készitmény szinten
Maradék olddszer mennyiség a hidrofob gydgyszerek kapcsolasabal
Konjugalhaté szennyezések (a gyogyszer/linker gyartas sordn)

Nem konjugdlhato szennyezések (gyogyszer, linker, gyogyszer-linker)
hagyomanyos kovetése

* Egyéb gyartasi szennyezések

* Tovabbi monitoring kovetelmények: szin, tisztasag, endotoxin szint,
sterilitas, lathato részecskék, nem lathato részecskék, pH, ozmolaritas,
extrahalhato térfogat, szilard tolt6tomeg, feloldasi id6, nedvesség ...




Osszefoglalas
* A fehérjék irreverzibilis médositasa Uj terapias lehet6ségeket teremt

e Célzott kovalens inhibitorok
* Antitest-gydgyszer konjugatumok

» A célzott kovalens inhibitorok nagy hatékonysagot, szelektivitast és hosszu
hatastartamot biztosithatnak nehezen befolyasolhaté célpontokon

* Az antitest-gyogyszer konjugatumok egyesitik az antitest-antigén reakcio
specificitasat és a konjugalt gyogyszer nagy hatékonysagat

* MinGségbiztositasi oldalrol mindkét megkozelités specialis kihivasokat
hordoz, amelyre a hatdanyag és késztermék oldalon egyarant fel kell
készilni




KOszonom megtiszteld figyelmuket
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