Barangolasok a peptidek és fehérjék vildgaban

Orban Erika
Kutato-fejleszto, Biotechnoldgiai analitikai osztaly, Richter Gedeon Vegyészeti Gyar Nyrt.

A
A}

LBYE
JOHANN WOLFGANG @‘ GOETHE
Y )

UNIVERSITAT exander von Humbald

FRANI(FURT AM MAIN Stiftung/ Foundation

RICHTER GEDEON

Magyar Tudomany Unnepe, Kémiai Tudomanyok Osztalya és az Alapitvany a Magyar Peptid- és
Fehérjekutatasert tinnepi eldadoiilése
2016.november 14.



Az 1ranyitott tumorterapia
lehetseges celpontjal

Tumorsejteken nagy mennyisegben kifejez6do sejtfelszini molekulak
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http://www.biooncology.com/research-

Millar, Animal Reproduction Science, 88 (1-2), 2005. education/her/overview/receptors/index.html

Irdnyité6 molekulak: GnRH-szdrmazékok Iranyité molekula: LTVSPWY peptid (fag-konyvtar)



A Dau=Ao0a-LTVSPWY-NH, konjugatum az ErbB2

receptor célzasara

e Szintézis ¢s kémiai jellemzés

» Stabilitasvizsgalat (natrium-citrat/citromsav puffer, sejttenyesztd médium,

patkany m4j lizoszoma preparatum)
* Abszorpcios €s emisszios tulajdonsagok
* DNS-koto képesség
* Invitro citosztatikus hatas
* Sejtbejutas
* Hatas HL-60 sejtek protein expresszios profiljara

SK-BR-3 HepG2 HL-60 MCF-7
Dau=Aoa-
LTVSPWY-NH, 37,90%2,83 3,07%0,02 0,53+0,12 7,42+0,49
Dau 3,64+0,52 0,66%0,21 0,05%0,03 0,18%0,09
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Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Cyclin) -

. 201 1715 12,6 2111 28768,78 4,57
Homo sapiens (Human) - [PCNA HUMAN]
14-3-3 protein gamma (Protein kinase C inhibitor protein
1) (KCIP-1) - Homo sapiens (Human) - 1101 157,7 11,5 3116 28302,59 4,8
[1433G_HUMAN]

0,2 11510 49670,82 4,78




Kontrollhoz viszonyitott kiilonbségek
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A GnRH receptor mint célfehérje .

+ 7TM receptor

+ Szamos tumortipuson overexpresszalt (emld-, prosztata-,
ovarium €s endometrium tumorok)

+ Ligandum: GnRH (LH-RH) dekapeptid
+ Formak: GnRH-I, GhnRH-Il, GhRH-I11I

P + Kiilonb6z6 hatéanyag-GnRH-szarmazékok alkalmazasa
iranyitott tumorterapiaban

D-amino acid substitution
enhances activity Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
|

)

Receptor binding Receptor
and activation binding only
D-amino acid

substitution

in antagonists

Ulloa-Aguirre et al., Human Reproduction Update (10)2,
177-192 (2004)



Hogyan kotddnek az egyes
szarmazekok a receptorhoz?
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2. A receptor eloallitasa
,termeészetes kozegében”,

membranban: nanodisc & N Uibuet  Aming
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3. Kotodesvizsgalatok az eredeti
ligandummal, majd a kiilonb6z6
szarmazekokkal P aAiion 4 desaane F
@; Translation factors
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Translation

http://www.bpc.uni-frankfurt.de/doetsch/wiki/index.php/Cell-free_expression_of membrane_proteins



Sejtmentes expresszio analitikai €s
preparativ mennyiségu feherje
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A sejtmentes expresszio kiillonb6zo -«
formai

Bicelle Nanodisc




GnRHR-nanodisc minta (L-CF méd) -

rr’s

eldallitasa, célok

130.160 PHOSPHOLIPIDS

2 X 24.6 WD MSP

10 nm

Ures nanodisc Célfehérje

GnRHR-t tartalmaz6 nanodisc
(Reakcidelegyben) (GNRHR)

Funkcionalis tesztek
elvégzése a ligandum-
szarmazéekokkal

(pl. kotddes
meghatarozasa)

‘ Hatoanyag (Dau)

GnRH-szarmazékok

Nincs kotodeés Gyenge kotodés — Erds kotodes



Kotodesvizsgalat: SPR (Biacore)

SPR: Surface Plasmon Resonance
- Molekulak kozotti kapcesolat idobeli megfigyelése

- Egyik interakcios partner immobilizalasa a chip felszinére, a masik
molekula az ,,analitban”, azaz a folyadék fazisban

- Az interakcids partnerek kotddése valtozast okoz a chipen, azaz a felszinen,
ami a kotddott molekulak mennyis€gevel aranyos (megvaltozott felszini
plazmon rezonancia)

- Alkalmazott chip: SA chip

- Felszinre immobilizalt

Beeso feny Visszaverddo fény
molekula: D-Lys®-GnRH-I- "
Biotin-Ahx SPR szoge
- Analit: CF-expresszalt TN

GnRHR nanodiscben

Szenzor chip felszine_—r

4 y . .,))f;r ‘\1‘-.. \m'_
Aramlasi cella \

—

Biacore sensor surface handbook
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Single cycle kinetics, Kd = 0,29 nM, Chi?: 0.637
(Affinity: Kd=61,8 nM)



Kotodésvizsgalat: MST

MST: Microscale Thermophoresis

- Biomolekularis interakciot mér a O H,0 9 Reoriented H,0
molekula hidratburkanak megvaltozasa

a]apj an Binding 8

- Kozel nativ koriilmények: nem sziikseges 8P o o

Small Molecule

a ligandum immobilizalasa, felhasznalo
altal valasztott kozeg (akar szérum,
sejtliztatum vagy egyéb komplex mintak)

nanotemper.de



Microscale ThermophoreS|S/1

- Infravoros 1ézer: pontos homeérseklet
gradiens-eloallitas a kapillarisban

- Molekulavandorlas hdmérsekleti gradiens
mentén (mozagto erd: szolvatacios entropia,
hidratburok)

= SZCI‘kCZCtVéltOZéS — h]drétburok Fluorescence-Signal
megvaltozasa — termoforetikus mobilitas —

valtozasa
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MST eredmények

Fluoreszcens molekula: D-Lys8-CF-GnRH-I
Ko6t6do molekula: GnRHR-nanodisc, GhRHR-amphipol

Thermophoreis hdmérsékleti ugrassal
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Legujabb kihivasok: rekombinans
fehérjék kotodés vizsgalata

ProteOn™ XPR36
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Biolayer interferometria
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A merés folyamata @
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Binding (nm)

Octet Red96

Eredmény: K(M)<10-12
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