126 Magyar Kémiai Folyoirat - Eloaddsok

DOI: 10.24100/MKF.2017.03.126

Biokonjugatumok — osszefogni érdemes

HUDECZ Ferenc™®

“ELTE Szerves Kémiai Tanszék, Pazmany Péter sétany 1A, H-1117 Budapest, Magyarorszag
bMTA — ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport, Természettudomdanyi Kar, Kémiai Intézet, Pazmdany Péter sétdany 14,
H-1117 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A székfoglalo eladas a 2010-ben attekintett sajatos utazas
(,,Peptid-ut”: a Trefort-kerttl Lagymanyosig) ota eltelt idében
elért, egyes tudomanyos megfigyeléseinkrdl tudodsitja a tisztelt
Olvasot.! Tovéabbi tdjékozodast nytjthatnak a Magyar Kémiai
Folydiratban 2012-ben megjelent révid kdzlemények, amelyek
az  MTA-ELTE Peptidkémiai kutatocsoportban  elért,
vonatkoz6 eredményeket foglaltak 6ssze.>>*° A részletesebb
attekintésre a — dontden — angolul kozzétett tudomanyos
kozlemények (http://vm.mtmt.hu) adnak Iehetdséget. Mindezek
dokumentaljak azt a sikeres, tudomanyos és multidiszciplinaris
egyiittmiikddést, amelyben kivalo hazai és kiilfoldi munkatérsak,
partnerek és elkdtelezett didkok vettek részt.

A Dbiokonjugatumok kutatasa, 6nalldo tudomanyteriiletként
1990-ben jelent meg, amikor az American Chemical Society,
Claude F. Meares professzor (University of California, Davis)
foszerkeszté felkérésével Bioconjugate Chemistry cimmel,
elinditotta folyoiratat. Az eredeti tudomanyos kodzleményeket
kozl6 lap megjelenése integralni volt képes a sokféle
tudo-manytertiletrél szarmazoé elézményeket, amikor definialta
a Dbiokonjugatum fogalmat és lehetdsé-get adott olyan
szintézismodszerek, kémiai és biologiai analitikai eljarasok
kozlésére, amelyekkel jol definialt vegyiiletekhez lehet jutni (1.
abra). A biokonjugatum olyan vegyiilet, amely két-vagy tobb
partner molekulat kovalens kotéssel kapcsol dssze tigy, hogy
komponensek a kotés kialakitdsa utdn is megodrzik eredeti
funkciondlis sajatsagaikat, amelyek motivaltdk a kovalens
kapcsolatot. Ilyen tulajdonsagok lehetnek: a ,riporter” sajatsag
(pl. kromofor/fluor6for jelleg, radioaktivitas), a kotodési/
felismerési képesség (pl. enzim-szubsztrat, hormon-receptor,
ellenanyag-antigén) vagy az in vitro/in vivo kifejtett ,,biologiai”
hatas (pl. citosztatikus/citotoxikus hatés, sejtbejutasi képesség,
vagy a specifikus im-munvalaszt kivaltdo képesség,
farmakokinetikai sajatsag). %7
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1. Abra. A biokonjugatum kutatés eredményeinek bemutatiséra az American
Chemical Society 1990-ben inditotta a “Bioconjugate Chemistry” folyoiratat
http://pubs.acs.org/journal/beches. E tudomanyteriilet forrasvidéke szerteagazo,
kialakulasaban szerepet jatszott — tobbek kozott — a kémia, a biologia, a
biotechnologia és a gyogyszerkutatas.

Hudecz Ferenc. Tel.:36 1 372 2828; e-mail: fhudecz@caesar.elte.hu

A kémikus szamara a fenti kovetelmény teljesitése komplex
feladatot jelent. Egyrészt azonositania kell a partner
vegyiileteknek azon részeit (funkcids csoportokat, régiokat),
amelyek részt tudnak venni a konjugalasi folyamatban, azaz
nem felelések a kérdéses — megdérzendd — funkciondlis
tulajdonsagért. Masrészt, olyan kémiai kotést kell kiépiteni a
partnerek kozott, amely kellden stabil és nem befolyasolja a
partne-rek jellemz6, a funkcionalis sajatsagokért felelds
szerkezeti elemeit. Ez azt jelenti, hogy a kisérletez0 a lehetséges
reakciokoriilmények (pl. hdmérséklet, fény, oldoszer, sav/bazis
érzékenység) altal meghatarozott ,kémiai teret” (chemical
space) jelentds mértékben csdkkenteni kényszeriil. Ugyelnie
kell arra, hogy a szintézis és a cél-vegylilet tisztitdsa soran
enyhe”  koriilményeket hasznaljon. Tevékenysége akkor
tekinthetd sikeresnek, ha a biokonjugatum szerkezete nemcsak
megegyezik a kivant struktiraval, de a funkcionalis jellemzés
soran megbizonyosodott arr6l, hogy a komponensek
megoérizték  azon  biologiai,  spektroszkopiai  stb.
tulajdonsagaikat, amelyekkel a kémiai kotés létrehozasa elott
rendelkeztek. %% A fentiekbdl érzékelhetd, hogy a
biokonjugatumok  tervezése, szintézise,  jellemzése
multidiszciplinaris megkozelitést kovetel meg, amelyben a
szerves kémiai kompetencia jelentdsen kiegészil. A
biokonjugatumok kutatsat jelentdsen motival-ja a széleskorii
alkalmazas is: az alaptudomanyokban, az életjelenségek
sejtszintii  vizsgalatatol a gyogyszerkutatisig, a korszerii
molekularis diagnosztikatol a teljes test képalkotd technikak
fejlesztéséig. !

A kovetkezokben néhany példan, a peptid-biokonjugatumok
illetve komponenseik kutatdsa soran feltart 0j torvény-
szertiségeket, eredményeket mutatom be — a teljesség igénye
nélkiil.

1. A poszt-transzlaciéos modosulds hatisa az ellenanyag
felismerésre

Az kovetkezd példak segitségével azt vizsgaltuk miért
viselkednek a fehérjék bizonyos szakaszai epitopként, azaz
milyen szerkezeti tényezdkre vezethetd vissza az
immunfelismerésért felelés molekula részlet (epitop,
antigéndetermindns) megjelenése.!"'?  Linearis B-sejt
epitopok  azonositdsa soran tisztaztuk, hogy a
poszt-transzlacios ~ modositas’®  (glikozilezés  vagy
citrullinacio) kiemelt szerepet jatszhat egyes fehérjék
immunvalaszt kivaltd sajatsaganak kialakuldsdban. A
tumoros megbetegedéssel dsszefiiggésbe hozhatd fehérjék
(pl. mucin glikoproteinek) illetve az autoimmun
betegségekben autoantigénként szerepet jatszo fehérjék (pl.
filaggrin, fibrin, desmoglein'*!%) a poszt-transzlacios
moddosulas eldtt nem viselkednek ,,idegen” fehérjeként, mig
azt kovetden immunreakciot valtanak ki.
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Ismeretes, hogy az érintett mucin glikoproteinek egészséges
szovetben  jelentds  mértékben  glikozilezettek, mig
rosszindulati megbetegedésekben — nemcsak tiltermelddnek,
de — a tumoros szovetbdl izolalt fehérje alig tartalmaz
szénhidrat oldallancokat. A fehérjegerinc igy hozzaférhet6-vé
valik az immunrendszer szamara és mint ,,testidegen antigén”
fehérje immunvalaszt indukalhat. E jelenségnek mind
diagnosztikai, mind pedig terapias jelentdsége is lehet. Korabbi
vizsgalatainkban azonositottuk az vastagbéltumorok esetében
kimutatott mucin 2 glikoprotein egyik linearis B-sejt epitopjat
(*'TQTPT?)!6 és epitop régidjat ('’ PTPTGTQ??) (2. 4bra).!”
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2. Abra. A mucin 2 glikoprotein ismétlédd szakaszan az epitop (°PTPTGTQ™)

azonositasanak gondolatmenete: térszerkezet predikcio, atfedd peptidek
szintézise és kotddésvizsgalata, a potencialis glikozilezési helyek.

Annak tisztazasara, hogy a glikozilezés milyen szerepet
jatszhat a mucin 2 glikoprotein immun-felismerésében olyan
biokonjugatumokat  allitottunk  eld, amelyekben a
1PTPTGTQ?? hepta-peptid egy, kettd, vagy mindharom Thr
oldal-lancdhoz monoszacharid egység kapcsolodik.!®
Kimutattuk, hogy akar egyetlen monoszacharid (D-gliikoz)
egyseég jelenléte és pozicidja jelentdsen meghatarozhatja a
fehérjeszakasz ellenanyag-ko6todését (3. abra). A D-gliikoz a
T!7 vagy T'? aminosav oldallinchoz kapcsolodva csokkenti
az ellenanyag fehérje kotodésének a mértékét: a cukorrész
nélkiili peptid — ellenanyag kdlcsonhatast jellemz6 értékhez
(IC50 = 6,4 uM) képest gyengébb kotddésre utald 1Cs, = 25
uM (T'7) illetve ICsy = 39 uM (T'?) értékeket kaptunk.
Ugyanak-kor T21 oldallancahoz kapcsolt D-gliikoz teljesen
megakadalyozza az ellenanyag -epitop kotddést (ICs,> 1000
uM) (3. 4bra).!8

Megfigyelték, hogy az autoimmun folyamatok pl. a rheumatoid
arthritis (RA) esetében az arginin (Arg) helyett citrullint (Cit)
tartalmazd fehérjék fontos szerepet jatszanak a betegség
kivaltasaban. Igazoltak, hogy a peptidil-arginin-deiminaz
enzimek csaladja, amely az Arg/Cit atalakulast katalizalja,
bizonyos fehérjékben (pl. fibrin, filaggrin) megvaltoztatja a
toltésviszonyokat. Ennek hatasara modosul a térszerkezet, 1j
fehérjeszakaszok exponalodnak, a megvaltozott aminosav-
oldallanc hozzéjarulhat j, immunvalaszt kivaltd epitdpok
megjelenésé¢hez,  patogén  (autoimmun)  ellenanyagok
bioszintézisé¢hez (4. Abra).'®
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3. Abra. A monoszacharid egység jelenlétének ellenanyagkotédést
befolyasolo hatasa. A mucin 2 glikoprotein ismétldd6 szakaszan
azonositott epitop peptid (‘*PTPTGTQ™) kotodésének mértékét a
D-gliikoz a 17-es vagy 19-es pozicioban csokkenti, a 21-es Thr
modositasa pedig teljesen megsziinteti.
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4. Abra. A peptidil-arginin-deiminaz (PAD) enzimcsaladja katalizalja
bizonyos fehérjékben (pl. fibrin, filaggrin) elfordulé Arg/Cit atalakulast.
Ez megvaltoztatja a toltésviszonyokat és modosul a fehérje térszerkezete.

Egyiittmikodésben  Prof. Sarmay  Gabriellaval ¢és
munkatarsaival (ELTE Immunologia Tanszék) a filaggrin
egyik epitoprégiojat C2°SHQESTXGXSXRSGRSGS3?) (X
= Cit) vizsgalva megallapitottuk, hogy az autoimmun valasz
kivaltasdban dontd szerepe van az Arg/Cit atalakulasban
résztvevé aminosavak szamanak és egymashoz viszonyitott
elhelyezkedésének (5. dbra). 202!

Ezen epitoprégion belill — az egészséges ¢s RA betegségben
szenvedd személyek szérummintai-nak &sszehasonlitdsaval —
azonositottuk azt a legkisebb peptidszakaszt (*!'TXGRS?!),
amely ellenanyag (B-sejt) epitopként viselkedik és alkalmas
lehet a betegség korai és specifikus kimutatasara.2%!

Révidités a Cit*2(306-324) Révidités a
peptid Artermindlisdn Cit*'2(311-324) peptid
Ctermindlisdn

19-mer peptid analégok

W SHQESTRGRSREGRSERSGS™ | 206SHQESTX6GR! 565 MT 324
2 SHQESTXGXSXEXSE6XS65%* | THQESTX 3UTY 323
205 SHQESTX6XSX6XS6RS65%! EQEST 31T e
3BSHQESTXGXS. 309ESTX 3Ty
305GHQESTXGX SRGRSGRSGS 305TX 3T
305 SHQESTXGRSREGRSERSGS SR 3nTX
305SHQESTREXSXGXSGXS6532+ 32y 3T
305 SHQES TRGRSXGXS6X 5652 SUTXGRSRG
305SHQESTRGRSREX SEXS6S324 SUTXGRSR3S
20°SHQESTRGRSRGRSGX S6S*4 Kontrol peptidek SUTXGRS
305G HQES TXGX SRERSGRS6S%24 PLAQGGGGGG UTXGRI
205 SHQESTXGRSXGRSGRS6S BLAQGGGGGE SUTRGRM
3SHQESTXGRSRGRSGXS6S3

(X=citrullin)

5. Abra. Az Arg/Cit 4talakulas szerepe a filaggrin
36SHQESTXGXSXRSGRSGS™ epitoprégioban. A citrullin megjelenése
a 12. 14 és 16-o0s pozicidban az arginin helzett kiemelt fontossagu. A
peptid N-terminalisanak roviditése vezet a °' ' TXGXSXRSGRSGS**
peptid epitophoz, amelynek N-terminalisan azonositottuk a minimalis
(,;mag”) epitop ("' TXGRS*'®) pentapeptid szakaszt.
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Egy masik kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy miként
befolyésolja az peptid orientacidja (N-C vagy C-N) illetve hossza
az ellenanyagko6tdést. Ennek érdekében olyan biokonjugatum-
sorozatokat szintetizaltunk, amelyben a (hosszabb) epitoprégio
peptid (SHQESTXGXSXRSGRSGS??) illetve a (rovidebb)
epitop peptid ' TXGRS?!%) N-vagy C-terminaliséhoz biotint
kapcsoltunk.”?> (A biotin-avidin  kotédés?®, amely a
legerésebb nem-kovalens kolcsonhatasként [Kd = 1,3 x
10715] ismert gyakran hasznaljék analitikai célra gy, hogy
biotinnal jelolik azt a vegytiletet, amelynek a receptor/enzim
kotddését vizsgaljak.>*) A konjugatum avidinkotédési
tulajdonsaganak megdrzését az biztositotta, hogy a biotin és
az epitdp peptid kozott 6-aminohexansav ,.tavolsag-tartd”
részlet kertilt beiktatasra. A négy vegyiiletet dsszehasonlitva
megallapitottuk, hogy az epitoprégio peptidet tartalmazo két
konjugatum (***SHQESTXGXSXRSGRSGS***K-biotin és
biotin-***SHQESTXGXSXRSGRSGS*?*) egyarant kotédtek
az RA Dbetegekbdl szarmazd szérumelleanyagokhoz.
Ugyanakkor az epitop peptid biokonjugdtumok kozott
jelentds kiilonbség volt észlelheté: a biotint az
N-terminalison tartalmazo (biotin->''"TXGRS3!®) peptidet
nem ismerte fel az ellenanyagminta, mig a C-terminalisra
beépitett biotin (*''TXGRS?*!*-biotin) nem zavarta az
ellenanyagkotédést (6. abra). 22

Ll
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6. Abra. Az epitop/epitoprégio peptid orientacidja (N-C vagy C-N) és
mérete C''TXGRS®" vs. **SHQESTXGXSXRSGRSGS**) egyarant
meghatarozza az ellenanyagkdotdést. (+ jeldli a biotint).

-

E kisérleti eredmények felhivjak a figyelmet arra, hogy az
epitopként funkcionald peptid mérete (5 vs 19 aminosav) és
orientacioja (N-C vagy C-N) egyarant meghatarozo lehet az
ellenanyagkotddésben, s ez hat¢kony  immun-
diagnosztikumok kialakitasanal dont6 szempont lehet.

Egy masik, az RA kialakulasban fontos szerepet jatszo,
esetenként arginin helyett citrullint (X) tartalmazo fibrin fehérje
(a-és B-lanc) antigénszerkezetét tanulmanyozva Dr. Guy Serre
professzorral €s munkatarsaival (CNRS -Université Toulouse
3) folytatott kozos kutata-saink soran harom immundominans
fehérje epitoprégidt azonositottunk. A fibrin a-és S-lancabol
szarmazé ~ Arg/Cit tartalma  3*GPRVVXHQSACKDS*
(@36-50) és ““RPAPPPISSGGYXAX'™ (860-74) peptidek
szérum ellenanyagkdtésének Osszehasonlitd tanulmanyozésa
alapjan  jelent6s  kiilonbséget Iehetett tapasztalni az
egészségesek ¢és betegek mintdi kozétt.>>?® E tanulmanyok,
valamint a fentiekben Osszegzett epitdp orientacid-kotddés
elemzés alapjan valasztottuk ki azt az ellenanyag (B-sejt) epitop
peptidet (““RPAPPPISSGGYXAX', 60-74), amelyet az
alabbiakban ,,célbajuttatd” egységként hasznaltunk egy harom-
komponensii biokonjugatum tervezésénél, szintézisénél 2>

2. Célbajuttatas haromkomponensii peptid-
konjugatumokkal

A Dbiokonjugatumok kutatasanak masik fontos iranya azt
tanulmanyozza, milyen szerkezeti fel-tételek teljesiilése
sziikséges ahhoz, hogy a kovalensen kapcsolt partner
molekula (pl. hatéanyag, fluorofor) szelektiven a kivant
(cél)sejtbe jusson €s ezaltal ne veszélyeztesse az ép sejteket.

Az  altalunk  tervezett haromkomponensi — peptid
biokonjugatumban biodegradabilis poli(tejsav-glikolsav) +
pluronic sav kopolimer nanoré-szecskéhez kapcsolodik az
az oligopeptid egység, amely felelés a célsejt
felismeréséért, a specifikus receptorkotodés kialakitasaért,
valamint egy masik oligopeptid, amely képes a célsejt
elpusztitasara (7. dbra)?7-8

HN-XPAPPPISGGGYXAX-CONH,

mw

Ac-C(ACINNQTFNGTGPC(ACT)TNV-K-CONH,

CO- N'H
NH co -~ h

Ac-C(ACmNNQTFNGTGPC(ACm)TNV-K-CONH,

- kétféle peptid
- hagyszaml peptid
- azonos orientdcié

komplement aktivdlé peptid

HN-XPAPPPISGGGYXAX-CONH;

fibrin B60-74Cit epitdp peptid

7. Abra. Haromkomponens poli(tejsav-glikolsav) + pluronic sav
kopolimer nanorészecskét tartalmazo biokonjugatum, amely tobb
kopidban, azonos orientacioban tartalmaz célsejtfelismerd fibrin 560-74
(“"RPAPPPISSGGYXAX") peptidet és komplement-aktivalo
(Ac-*C(Acm)NNQTFNGTGPC(Acm)TNV*’K-CONH,) peptidet.

A 8. abran vazlatosan bemutatott munkahipotézis alapjan azt
kivantuk megvizsgalni, hogy e konjugatum képes-e
elpusztitatni  azokat a  B-sejteket, amelyek az
autoimmunvalasz soran keletkezd citrullinalt fibrin
epitopspecifikus ellenanyagokat allitjak €l6.?

Azokat a B-sejteket vettilk tehat célba, amelyek a fibrin
B-lancbol szdrmazé *“RPAPPPISSGGYXAX™ (860-74)
epitop-specifikus €és a RA autoimmun betegség
kialakulasaban szerepet jatszé ellenanyag fehérjéket
termelik. Ezen sejtek felszinén ugyanis — a célsejtre jellemzd
—receptorok vannak, amelyek ezt az epitdp peptidet ismerik
fel, k6tédnek hozza.

B-sejt
Biodegraddbilis B-sejt receptor
nanorészecske

Fibrin B60-74 epitop peptid—
€0RPAPPPLSSGGYXAXT4.NH,
X = Citrullin x

Komplement aktivdlé peptid
4c-C(Acm)NNQTFNG TGPC(Acm) TNVK-H,

8. Abra. A citrullinalt fibrin — specifikus ellenanyagot termeld B-sejtek
lizise (,,elpusztitasa”) haromkomponensii biokonjugatummal. A célsejtet a
fibrin f-lancbél szarmazé ““RPAPPPISSGGYXAX™ (860-74) epitop
peptid ismeri fel, mig a lizist a komplement rendszer aktivalsaval a Ac-***C
(Acm)NNQTFNGTGPC(Acm)TNV*’K-CONH, oligopeptid indukalja.
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Az eléz6 fejezetben leirtuk??, hogy az epitdp peptid orientacidja
befolyasolhatja az ellenanyaghoz (célsejthez) valo kotddést. E
megfigyelésre vald tekintettel az epitdp peptid orientaciojat igy
valasztottuk meg, hogy a nanorészecskéhez kapcsoldst
kovetden is megdrzddjon az ellenanyagkotddési képesség.
Ezért a peptid (NH,-°PAPPPISSGGYXAX'*-CONH,)
szabad N-termindlis aminocsoportjan  keresztiil N-C
orien-taciodban — savamid kotéssel — kapcsoltunk a
nanorészecske felszinén kialakitott szabad karboxil csoporthoz.

A konjugatum masik — szintén a nanorészecske hordozéhoz
kapcsolodd — alkotorésze a sejt elpusztulasat, akar kis
mennyiségben is, eléidézni képes molekula. Valasztasunk
egy komplement aktivalo sajatsagt, a HIV gp 120
glikoproteinbél  szarmazd, az  irodalomban  leirt’
fehérjeszakaszra esett (*3CNNKTFNGTGPCTNVSNQ?!).
El6szor e peptid hatasért felelds részét azonositottuk, majd a
legrovidebb, konjugalhaté szarmazékat allitottuk eld
(9.4bra).

233CNNKTFNGTEGPCTNVSNQ25!

AT,

1. Minimdlis méret

233CNNKTFNGTGPCTNVST242

233CNNKTFNGTGPCTNVZ47

233CNNKTFNGTGPCTZ4

2. K23 cseréje 230 és védés
Ac-233C(Aem)NNQTFNGTGPC(Acm) TNV247-01

3. Kiegészités (K) a C-termindlison

0-233C(Acm)NNQTFNGTEPC(Acm) TNV247K-nk,

m&’r

£c=233C(Acm)NNQTFNG TEPC(Acm) TNVZ47K-NH,

9. Abra. A HIV gp 120 fehérjébl szarmazo komplement aktivalo
peptidszakasz (**CNNKTFNGTGPCTNVSNQ™") egyforma, azonos

kapcsolasi hely és a funkcids csoport kialakitasa.

Meghataroztuk, mi az a hatasért felelds legkisebb
molekularész, amely még megérzi a komplement aktivald
sajatsagot. Kikisérleteztiik, hogy a peptid mely funkcios
csoport felhasznalasaval kapcsolhato ugy a nanorészecskéhez,
hogy ne veszitse el sejtpusztulast eredményez6 funkciojat. A
legkisebb (33*CNNKTFNGTGPCTNV?¥), hatsos oligo-
peptidet alkalmassa kellett tenni az egyféle és azonos
helyettesitettiik (GIn236) és egy tovabbi aminosavat (Lys248)
épitettiink be a peptid C-terminalisara. E vegyiilet megdrizte
komplement aktivald hatasat azutan is, hogy a C-terminalison
keresztiil C-N orientacioban, savamid kotéssel konjugaltuk a
nanorészecskéhez.

Osszegezve megallapithat6?®, hogy a haromkomponenst,
biodegradabilis poli(tejsav-glikol-sav) + pluronic sav kopolimer
nanorészecske konjugdtum nagy szamban és azonos
orientacioban  tartalmaz  sejtfelismeré  epitop  peptidet
(RPAPPPISSGGYXAX™)  és  sejtpusztuldst  eldidézd
komplement aktivalé peptidet (Ac-2*3C(Acm)NNQTFNGTGPC
(Acm)TNV?¥K-CONH,) (7. 4bra). A hiromkomponens,
biodegradabilis konjugatum a) kotédik fibrin S-lanc $60-74
epitop peptid specifikus IgG ellenanyaghoz és RA betegbdl

sza

rmazo6 B-sejtekhez, b) aktivalja a komplement rendszert és
ennek ko-vetkezményeként, ¢) elpusztitotja in vitro azokat a
B-sejteket, amelyek fibrin fB-lanc $60-74 epitdop peptid
specifikus ellenanyagot (autoellenanyag) termelnek.

E konjugatumcsalad létrehozdsa és jellemzése a
Kutatécsoport (Dr. Magyar Anna és Dr. Uray Katalin
fémunkatarsak), Prof. Kiss Eva ((ELTE Kémiai Intézet,
Hatarfeliileti-és Nanoszerkezetek Laboratoriuma), Prof.
Sarmay Gabriella (ELTE Immunoldgia Tanszék) és
munkatarsaik kozos eredménye, amely 1] tavlatokat nyithat a
rheu-matoid artritisben szervedd betegek kezelésben.

3. A hatdéanyag célbajuttatas peptid-konjugatummal: a
protein expresszié — mechanizmus kutatas

Korabbi kutatasaink soran a tumorellenes hatasu antraciklint
(daunomicint, Dau) konjugaltuk a sejtfelszini strukturakat
szelektiven felismerd monoklonalis ellenanyagokhoz31 ,
eligazd6  lanct  polimer  polipeptidhez®?,  valamint
sejtpenetralé oligoarginin peptidhez.333* (10. dbra)

Eredményeink arra utaltak, hogy a szabad hatdéanyag és
fehérjével, elagazoé lancu polipeptiddel vagy oktaargininnel
konjugalt szarmazékok hatasa és sejtekbe torténd bejutasa
egymastol eltéré mechanizmus szerint valoésul meg.

NH,

O

2P ]

TR N\ P 1 H
MONOKLONALTS AN N e, W Q
ellenanyag L:: U\ ]\//J\/] OH T NH,
ot ‘L LH E ELAGAZO LANCU
H o / polipeptid
eny,
/ HOMZ \
Q0000000 soeeses

HN-L-T-V-5-P-W-Y-CONH,

Erb B2 RECEPTOR LIGANDUM
heptapeptid

HN-R-R-R-R-R-R-R-R-cooH
OCTAARGININ
sejtpenetrdlé peptid

10. Abra. A tumorellenes hatasu daunomicin ellenanyag fehérje,
szintetikus polipeptid és oligopeptid konjugatumai.

A Dau, kismolekulaként diffuzio utjan, a receptor felismerd
egységgel bird ellenanyag konjugatum receptor medialt
endocitozissal, mig a kiillonb6zo szintetikus polipeptid
konjugatumok — a hordozé szerkezete altal meghatarozott
modon - az A tipusi” scavenger receptor
bekapcsolodasaval vesz részt a folyamatban 34333637

Uj kisérleteinkben, az ErbB2 receptor ligandumat az
LTVSPWY oligopeptidet és Dau-t tartalmazé konjugatum
allitottunk €l6.>® Az ErbB2 receptor fokozott expressziojat
figyelték meg bizonyos (pl. HER2 receptor pozitiv emld)
tumorok esetében®, ligandumat fagtar stratégia segitségével
azonositottdk*® A két partner vegyiiletet oxim kotéssel
kapcsoltuk Ossze, a védett, N-termindlisdn aminooxi-acetil
csoportot tartalmazo peptidet szilard hordozon allitottuk el6 és
hasitas utan a konjugalas oldatban valosult meg (11. 4bra). 38
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cH, 9 2

he—ts ,LH‘ /0\/ILN _Leu-Thr('Bu)-Val-Ser('8u)-Pro-Trp(Boc)-Tyr(Bu)- (@)
CH, H f 95 ml TFA
0.25 ml EDT

025 ml viz

J\ 26ra, RT
O NN iy J
L J 1\ + A~ Leu-Thr-Val-Ser-Pro-Trp-Tyr-NH,
\‘TT, NN HN i
OCH; l ‘OH o
H_T—0 / 0.2 M Na acetdt/AcOH puffer (pH 55) : DMSO (85 : 15, v/v)
~ CHy 24 6ra, RT
HO!
NH,
0 _Aeu-Thr-Val-Ser-Pro-Trp-Tyr-NH,
[Re] N i
PP NP |
\’ ) [ oH G Compound L) RS (min)
S i Cale.  Measd.
DauzAoc-LTVSPWY-NH, 12243 12243 270
Dau 5275 na 349

@ SELDI MS

® HPLC, oszlop: Supelcoil LC-13-DB (C18, 120 A, 5 um, 4,6 x 250 mm),
gradiens elucié: 0-5 min 5% eluens B, 5-50 min 90% eluens B,

eluens A: 0.1 % TFA/viz, eluents B: 0.1% TFA/ACN-viz (80-20 v/v %)

11. Abra. A Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugatum szintézisének
stratégidja és koriilményei, a konjugatum jellemzése (1asd MS és R,
értekek)

a) A konjugdtum stabilitdsa b) In vitro citotoxicitds

o, RPMI-1640 médiumban. 10% szérum 5
Sejtvonal ICso= =d. (uM)
— médium
s 36ra Dau-LTVSPWY-NH, Dau
z Hep&2 3.07+002 066021
<
HL-60 053+012 005+003
MCF-7 74205 0.8 0.09
a
weeo SK-BR-3 37.9+2.64 364 +052

¢) A konjugdtum sejtvonal-fiiggé felvétele

Daus %

08 uM D4 UM 020 uM 8100 uM 90 perc

12. Abra. A Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugatum kémiai stabilitésa,
in vitro citotoxicitasa (ICs, értékek) és sejtfelvétele (% Dau pozitiv sejt, ¢
=0,8 — 100 uM, 90 perc) kiilonboz ErbB2 receptort tartalmu sejteken.

A tiszta és  szerkezetileg  jellemzett  konjugatum
felhasznaldsaval azt kivantuk vizsgalni, hogy mennyiben tér el
tumorsejt fehérje-expresszios profilja a szabad és konjugalt
Dau kezelés esetében. Elészor a konjugatum stabilitasat
vizsgéltuk a tervezett kisérleti kortilmények kozott annak
tisztazasara, hogy nem bomlik-e a vegyiilet a sejtek szamara
hasznalt médiumban. Négy tumor-sejtvonalat dsszehasonlitva
megallapitottuk, hogy a HL-60 human leukémia sejtek
reagalnak a legérzékenyebben a vegyiiletekkel (szabad és
Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugatom) torténd kezelésre. E
megfigyelést mind az in vitro citotoxicitas (IC50 = 0.53 + 0.12
uM), mind pedig a sejtbejutas vizsgalat (99,2 % c = 0,8 uM, 90
perc) megalapozta (12. dbra).3

A kezelés utan, a kétdimenzios gélelektroforetikus
elvalasztast kovetéen, a fehérje fragmentalas és a
tomegspektrometrids  aminosav-sorrend — meghatarozas,
valamint a protein adatbazisban vald keresés vilagosan
kimutatta, hogy a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugatum
illetve a szabad Dau kezelt sejtek — a kezeletlen kontrol
sejtekhez képest — mas fehérjéket, mas mennyiségben
szintetizalnak.*®

A szabad daunomicinnel és a célfelismerd egységgel
rendelkezé konjugatummal kezelt HL-60 human leukémia
sejtek kozotti kiilonbség igen markansnak bizonyult (13. bra).

A proteomikai modszerekkel azonositott harom fehérje koziil
kettd [proliferating cell nuclear antigen (Cyclin), protein kinase
C inhibitor protein 1 (KCIP-1)] tobb mint 10-szer nagyobb, mig
a tubulin beta-5 chain fehérje 5-szor kisebb mértékben jelent
meg a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugdtummal kezelt
sejtek hidrolizatumaban, mint a szabad Dau kezelést kovetoen.

y/«u. 4410
| e

+2 24 éra

AT w3
(AT T P | s | v, | Vaitozss | M| maa) | ot
Proliferating cell nuclear antigen (Cyclin) 201 1715 21658 126 21m 2B76B.76 | 457
Protein kinase C inhibitor protein 1 (kcTP-1) | 1101 157.7 18140 15 316 28302.59 | 4.80
Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) | 1804 9713.9| 19813 0z | usio |ase7082| 478

A= Dau, ¢ = 0024 M B = DauzAca-LTVSPWY-NH, ¢ = 9 uM

Nyilak jelzik a markéns Kilénbségeket.

13. Abra. A szabad daunomicin (A) és a Dau=Aoa-LTVSPWY -amid
konjugatum (B) hatdsa HL-60 human leukémia sejtek protein expresszios
mintazatara a kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis utan.

A kezelt sejtek fehérje mintdzata nemcsak egymastol, de a
kezeletlen sejtekétdl is jelentds mértékben kiilonbozik (14.
abra). A kezeletlen sejtekhez képest a szabad Dau hatasara
két fehérje expresszidja megemelkedik (tubulin beta-5 chain
fehérje, Ran-specific GTPase-activating protein), mig két
masik fehérjébdl kevesebb van jelen [(proliferating cell
nuclear antigen (Cyclin), actin, cytoplasmic 1 (beta-actin)].
A Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugatum forditott
valtozast idézett el6 a HL-60 sejteken: a proliferating cell
nuclear antigen (Cyclin) expresszidja jelentdsen nétt, mig a
tubulin beta-5 chain fehérje kifejezddésnek mértéke
csokkent. Ugyanakkor két masik fehérje expresszidjat a
konjugatum nem befolyasolta [Ran-specific GTPase-
activating protein, actin cytoplasmic 1 (beta-actin)]. A
protein kinase C inhibitor protein 1 (KCIP-1)] fehérje szint
viszont markansan emelkedett.*®

Véltozds Dau=Aca-
LTVSPWY-NH,

e et el e e i (G ) 14407 | 1715 l 2165.8
Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) 13376 | 97139 T 19813

Ran-specific GTPase-activating protein (Ran- 789.7 | 16485 T Nines vdltozds

Protein Control | Dau Vdltozds

binding protein 1)

Actin, cy?’cplusmic 1 (Beta-actin) 11178.5 | 16158 l Nines vdltozds
prce] 18140 @T
A

14. Abra. A kezelt és kezeletlen sejtek protein expresszios profiljanak
Osszehasonlitasa - egy lehetséges értelmezés: Cyclin és tubulin beta-5
fehérjék mindkét folyamatban szerepet jatszanak, a Ran-binding protein 1
¢és actin valtozik a szabad Dau kezelés utan, és a protein kinase C
(KCIP-1) valtozik a Dau=Aoa-LTVSPWY -amid konjugatum kezelés utan.

Protein kinase C inhibitor protein 1 (KCIP-1) 157.7

Erdemes megjegyezni, hogy a ,receptor-célfel-ismers” egység
lecserélése a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugatumban
sejtpenetrald tulajdonsagu oligopeptidre (pl. oktaargininre, 10.
abra) ujabb, a fentit6l eltérd mechanizmusi (nem
receptor-medialt)  sejtbejutast tesz  lehet6vé és  mas

fehérjemintazatot eredményez (kozlés alatt).
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E vazlatos attekintés is jelzi, hogy e proteomikai megkdzelitési
modszer lehetdséget adhat a hatdsmechanizmus (szabad vs.
konjugalt hatdanyag) megértésére, valamint 0j fehérje
célpontok, bio-szintetikus utak felfedezésére.

Ezek a megfigyelések jelzik a szabad és konjugalt kemoterapias
szerek eltérd hatdsmechanizmusat, s 0j utakat nyithatnak meg a
gyogyszer-hatéanyag célpontok azonositasaban.

4. Kitekintés

Osszefoglalva, az elmiilt években 1j konjugalasi stratégiak,
szintézismodszerek, analitikai eljarasok kidolgozasaval és
felhasznalasaval, valamint szisztematikus szerkezethatas
Osszefiiggések elemzésével olyan, 1) konjugatumokat
allitottuk el6, amelyekben tumorellenes (daunomicin,
vin-blasztin*!, folsav antagonista szarmazékok*>434%) vagy
antimikrobialis hatasi molekula kapcsolodik oligo-vagy
polipeptidhez*>® A hatasos vegyiiletek esetében igéretes
elso 1épéseket tettliink a hatds mechanizmusanak tisztazasara
is (pl. a konjugatum 4altal kivaltott protein expresszios profil
jellemzésére®®, a tubulin rendszerre gyakorolt hatasra®!, a
nscavenger A” receptor37 illetve maés felvételi utak®’
azonositasara vonatkozoan).

Ujabb eredményeink jelzik, hogy e vegyiilettipus alkalmas lehet
a) fehérjék antigészerkezetének  feltirasara'>'2,  egyes
poszt-transzlacios  moddosulasok  tanulmanyozasara  (lasd
autoimmunitas molekularis szintii jellemzése), b) tumorellenes
szerek hatdsanak kutatdsara, a sejten beliili folyamatok
megértésre (lasd szabad és konjugalt Dau
hatdésmechanizmusénak  proteomikai  elemzése).  Ezen
alapkutatasi eredmények ugyanakkor megalapozhatjak uj,
hatékony pl. diagnosztikai modszerek és terapias megkozelitések
kialakitasat bizonyos az autoimmun betegségek vonatkozasaban
illetve 0j gyogyszercélpontok azonositasat (,.target validalas™)
tumor-és vagy mikrobidlis fertézés ellenes hatdanyagok
fejlesztésére. Az elmult évtizedekben, a hagyomanyostol
alapvetden eltérd tipusit gyodgyszerkutatdsi  irdnyzatok
kibontakozasa Osszefliggésben van a biokonjugatumok sikeres
megjelenésével a gydgyaszatban (pl. a bizonyos koérképekben
igéretes monoklondlis ellenanyagok és kemoterapids szerrel
vagy ,riporter” molekulaval konjugalt valtozataik). Masrészt
elotérbe keriilt a célfelismerd, a célsejt-bejutast eldsegitd
struktirat tartalmazo oligopeptid -hatdanyag konjugatumok
szintézise, tulajdonsagaik vizsgalata szerkezethatés
Osszefliggések feltarasa révén.
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Bioconjugates - the solution lies in concerted action

Novel results and observations are presented in the field of
two-or three-party peptide-bioconjugates including the
preparation and structural/functional analysis of the
components coupled by covalent linkage. In this type of
research the chemical space utilized by the researcher could
be rather limited in terms of experimental conditions (e.g.
temperature, pressure, light, solvent) applied. This is due to
requirements concerning bioconjugates in which all
two/three components must preserve their functional
properties (e.g. spectral characteristics, binding, biological
activity). It means no changes in these features are allowed
after the development of the covalent bond(s) formed
between or among the parties.

In the first two studies, the effect of post-translational
modification of proteins on immune recognition was
investigated. In this project, we have identified antigenic
sites (epitopes) of a protein to learn more about the structural
requirements for immune reactions. More precisely we
intended to identify changes in the protein structure
responsible for immune recognition (e.g. antibody-antigen
or/and T-cell-antigen). During the identification of linear
(sequential) B-cell (antibody) epitopes we have clarified the
role of two types of post-translational modifications
(glycosylation, citrullination). Namely, relationship was
analyzed between the antibody binding properties and
glycosylation status of an epitope originated from mucin 2
glycoprotein derived from cancer patients or healthy
individuals. We have demonstrated that the presence of even
a single monosaccharide unit (D-glucose) in a “right”
position ('PTPTGT(GIc)Q??) could fully destroy the
binding of a monoclonal antibody recognising the
non-glycosylated peptide epitope ('°PTPTGTQ??) of mucin
2 glycoprotein. Similarly, we have studied several
epitope-regions from proteins (filaggrin, fibrin) whose
citrullinated forms are playing a pivotal role in the
development of autoimmune diseases like rheumatoid
arthritis (RA). By designing, synthesizing and using a group
of new oligopeptide-biotin conjugates we have observed that
the interaction of autoimmune polyclonal serum antibodies
raised against citrullin (Cit) containing proteins (e.g.
filaggrin, fibrin) markedly depends not only on the number
and relative position of Arg/Cit post-translational
modifications, but also on the orientation (C to N or N to C
terminal) of the epitope/epitope-region peptides. These
findings were applied for measuring the antibody levels in
serum samples from diseased as well as healthy subjects with

tumour (mucin 2 glycoprotein) or with rheumatoid arthritis
(filaggrin). Data are promising to develop novel, sensitive
and selective peptide antigens (synthetic peptides) for
efficient and early diagnosis and following up the result of
therapies.

We have prepared novel bioconjugates for targeting of
effector compounds to relevant cellular targets. In a
three-party conjugate an oligopeptide was attached to a
biodegradable, non-toxic copolymer nanoparticle of
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) /pluronic acid as
recognition unit. With this epitope peptide of fibrin 8 chain
the nanoconjugate was able to bind specifically to B-cells
producing citrullinated fibrin in RA. The third component of
the bioconjugate was another oligopeptide, but from HSV1
gp 120 protein with the capacity to activate the complement
system. This construct after binding to the surface receptor
of the targeted B-cells (by the epitope peptide) triggered the
complement cascade, which resulted in the lysis of the cell
involved in the autoimmune disease. It is important to
emphasize that uniform and standardized orientation of both
oligopeptides in multiple copies was an essential element of
the design to achieve the desired in vitro action in biological
samples of RA patients. The last example presented provided
evidences concerning the different mechanism of a free vs.
conjugated antitumour drug in clinical practice. For these
studies daunomycin (Dau), an anthracyclin-type compound
was coupled with an oligopeptide (LTVSPWY) by stable
oxime bond. The effect of Dau and its conjugated derivative
on the protein expression profile of HL60 human leukemia
cells was compared. The peptide component of the conjugate
represents a ligand of the cell membrane receptor, ErbB2,
which is very much overexpressed on certain tumour cells
(e.g. in HER2 positive breast carcinoma). Both compounds
were cytotoxic in vitro and were taken up by the treated cells
under identical experimental conditions. Thus the conjugate
was engulfed by receptor-mediated endocytosis, while the
free drug penetrated into the cell by diffusion. We have
observed that the protein expression profile of the HL60 cells
were dependent of the compound used for the
administration. Three proteins were identified, whose
expression was markedly altered. Two were up-regulated
and the third one was present at a very low concentration in
the cell lysate after the same treatment protocol. These data
could be considered as identification not only new markers,
but also new mechanisms guiding the design of novel drug
based on differential protein expression using bioconjugates.
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