M. tuberculosis: Az osi ellenfél - uj fegyverek
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THE TUBERCULOSIS EPIDEMIC AND
RESPONSE
Tuberculosis (TB) is contagious and airbome. It is @
disease of poverty affeciing mostly young aduls in

ek ot progucive yeors, 0% of TB ot Sre n
the developing worid.

The rumber of people who fell ill with TB dropped
to 88 million in 2010, including 1.1 milion cases
among peaple with HIV. The number has been faling
since 2005

The estimated giobal incidence rate fell io 128 cases

2011/2012

TUBERCULOSIS
GLOBAL FACTS

MULTIDRUG RESISTANT TB

In 201D, there was an esimated prevalence of 650,000
cases of mulidruptesstant T8 (MOR.TE). andin 2008
it was estimated there were 130,000 MI

annually.

The number of palients errolled on WORTS freaiment
increased to 46,000 in 2010.

While more people are being freated for MOR-TE in 2010,
s et 16 of the esinated number of MIRT
patients that needed treatment ie. MDOR-TB pabents
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per 100, in 2010, after peaking in 2002
m14|mspamu.mn=me falling but very
The numbes of people who died from T8 el to 14
million in zummmummmum

equal

In 2009, there were 8.7 million orphan children as a
result of T8 deaths.

T8 is among the three grestest causes of death
‘women 000 women died

by
mm«um s also declining.

5.7 million TB cases were nofified through TBDOTS  MDR-1

programmes in 2010.

Globaly. the perceniage of people successfully

treated reached its highest level at 87% in

Since 1985, 46 million people have been

successhuly resed and up lo 648 millon fves
saved through DOTS and the Stop TB Stratagy.

Among the 2 tghes: T8 burden sounties. razi and
daciine in 6 burden ouer the
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2.4 million T8 patients knew their IV status in 2010
compared wih |8 mlen in 2005, with he hghast HIV
tesing rales of T8 patienis i Eurcpe (00%) and Aiica
(5°). In 68 countries, induding 22 in Afica, at

5% 1 0 patonts ke e HI stz

6% of Hiposive T8 pafens vere envoled oo
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NEW DIAGNOSTICS

#isof July 2011, 26 countries are using Xpert MTEIRIF,

FINANCING

Werdvie. tre share of domesti funding for T8
ow

82% of intemational T8 funding for 2012,

0600

a vilag lakossaganak kb. egyharmada fert6zott

evente 1,4 millié halalos aldozat (2010)

evente 8,8 millié ujonnan diagnosztizalt beteg (2010)

HIV fert6zotteknél 50-szer gyakoribb a tbc eléfordulasa
5% MDR-TB (650 ezer uj eset/ év)
evente 40 ezer XDR-TB
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A tuberkuloézis immundiagnozisa

- B-sejt valaszon alapulé kimutatas — alacsony erzékenyseég

- PPD, tuberkulin bérpréba (Tuberculin Skin Test, TST) - hamis negativ és
pozitiv valasz

pozitiv bérpréba

TST

- T-sejt valaszon alapuld kimutatas — a szeleklivitas es az erzekenyseqg fugg:

- antigén (fehérjék, peptidek, konjugatumaok)
- PBMC, teljes vér

- meérés (citokin termelés, T-sejt proliferacio)
- médszer (ELISA, ELISPot, FACS, stb)



Potencialis antigének a tuberkulozis immundiagnozisaban

szenzitizaltsag: - BCG oltas vs. M. tuberculosis fertozés
- atipusos és kornyezeti mycobacterium okozta fertozés
- aktiv és latens tuberkuloézis

S.T. Cole, et al. Deciphering the biology of Mycobacterium tuberculosis from the complete genome
sequence. Nature 1998. 393: 537-544.

M. tuberculosis
H37Hy
4A11LED bp

http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/ http://genolist.pasteur.fr/BCGList/ http://genolist.pasteur.fr/BoviList/

M. tuberculosis ﬁ BCG -~ 100 gén (Region of Difference, RD)

M. tuberculosis ﬁ egyéb mycobacteriumok ~ 50 gén

latens fert6zés kimutatasa ‘ dormans allapotban szekretalt fehérjék
~ 50 gén (Dormancy Regulon, DosR)

Harboe M. et al. Infect. Immun. 1996. 64(1): 16-22.; Garnier T. et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003. 100(13): 7877-82.;
Camus J. C. et al. Microbiology. 2002. 148(10): 2967-73.; Schnappinger, D. et al. J Exp Med, 2003. 198(5): 693-704.



38kDa fehérje (Ag5, Ag78, protein antigen B, PstS1, Rv0934)

- humoralis és cellularis immunvalaszt valt ki, DTH, T-sejt proliferaciot indukal

- 38G peptid (350-359) a PPD+ egészséges donorok 90%-nal indukal T-sejt stimulaciot *
- hordozokhoz valé konjugacioval ndvelhet6 a peptid antigenitasa (0120, SOC, KLH, MAP, SAK) 2

16kDa fehérje (korabban 14kDa fehérje, Hsp16.3, acr1, Rv2031c)

- dormans allapotban a legnagyobb mennyiségben expresszalt protein (Dosr)

- lokalizalt T-sejt epitdpok, lokalizalt TCR és HLA ko6t6 régidk, aminosavak 34

- hordozokhoz konjugalva novelhetd az epitdp peptid antigenitasa (sak, EAK, T20)

ESAT-6 és CFP-10 fehérjék

- immunogének, specifikus, szenzitiv antigének (QuantiFERON-TB Gold®, T-SPOT.TB®) °

- hianyoznak a BCG vakcinatorzsbél (rRegion of Difference, RD1)

- megtalalhatéak: M. bovis, M. kansasii, M. africanum, M. marinum, M. szulgai torzsekben

Rv1733c fehérje

- latens antigén, dormans allapotban expresszalddik (posr) ©
- megtalalhaté a M. bovis és BCG torzsekben

- epitdp régiodk lokalizalasa (91-130, 191-210)

1Vordermeier, H. M. et al. Eur J Immunol, 1992. 22(10): 2631 4B0sze, Sz. et al. Biopolymers, 2004. 76: 467
2B@sze, Sz. et al. Peptides 2004. 1105-1106. 5Brock I, et al. J Clin Microbiol. 2004, 42(6): 2379
3 Caccamo, N. et al. Eur J Immunol, 2004. 34(8): 2220 6 Leyten E. M. et al. Microbes Infect. 2006 8: 2052



Rv2654 (Tb7.7) fehérje

- M. tuberculosis complexre specifikus, szenzitiv antigén

- hianyzik a BCG vakcinatorzsbdl (RD11), a M. bovis és nagy valoszinlséggel a
kornyezeti mycobacteriumokbal 1

- 3D szerkezete nem ismert (81 as)

- in vivo késai tipusu tulérzékenységet indukal tengerimalacokban

- pulmonaris és extra-pulmonaris tbc-s betegek esetében jelentés T-sejt stimulacio

- QuantiFERON-TB Gold In-Tube® tesztben alkalmazzak a p4 (38-55) peptidet
(az Esat6 és CFP10 fehérjek mellett)

Rv 2654 PPD

[41/0] [95/97]
aktiv TB BCG | aktivTB BCG
g
= = d
oy
-
50
.._I I=ll gg
= ] 3 1#]
|
- . B
l..
- d g "
O [-—®————————-—-
L Co
LS g0 n
[ 3
a | |
-

1 Aagaard C, Brock I, Olsen A, Ottenhoff TH, Weldingh K, Andersen P. Mapping immune reactivity toward Rv2653 and Rv2654: two novel low-molecular-mass
antigens found specifically in the Mycobacterium tuberculosis complex. J Infect Dis. 2004;189(5):812-9



Rv2654 (Th7.7) T-sejt epitop szerkezete

10 latens fert6zott
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@ pn5(51-65) peptid: 67% !
@ magasabb, mint a pnc(38-55) peptid
-> QuantiFERON-TB Gold In-Tube (Tb7.7)p4
@ magasabb, mint a rekombinans Rv2654 fehérje (53%)

o kozel az ESAT6/CFP10 fehérje keverékhez
o (polarisabb, mint a pnc peptid)
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MHC Il — peptid komplex

Robert Wilkinson, Katalin Wilkinson, Hannah Priyadarshini Gideon (University of Cape Town, Dél-Afrika)




Jedlik Anyos program, TB_INTER, 2007-2010
NKTH OTKA 68358 és 68285, 2007-2011
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MTA-ELTE Peptidkémiai szarmazekok tervezése, konjugatumok szintézise
Kutatécsoport in vitro és in vivo tesztek

Uratim Kft. in silico médszerek

Ubichem Kft. ligandumok és szarmazékaik szintézise

SZBK Enzimolégiai enzimaktivitas vizsgalatok, célfehérjék jellemzése
Intézet

ELTE Hatarfeluleti- és membran modellek, PLGA formulazas

Nanoszerkezetek Laboratoriuma

M. tub. dUTPaz (nukleotid metabolizmus) 2bzr karboxi-transzferaz (EC 6.4.1.3; Rv3280;  PriA enzim (hisztidin és triptofan bioszintézis)
(EC 3.6.1.23; Rv2697; PDB kod: 2py4) PDB kéd: 2bzr) (EC 5.3.1.16; Rv 1603; PDB kdd: 1q02)



Antituberkulotikus hatasu szarmazékok

TBS8 TB16
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pirido-pirimidinek piperazinok kumaronon szarmazékok
154 szarmazék 45 szarmazeék 20 szarmazék

vegyiilet G vegyiilet i vegyllet =’
(uM) (nM) (uM)

TB820 2,06 TB1620 10,2 TB501 46
TB827 0,15 TB1622 9,5 TB502 68
TB836 0,15 TB1625 10,5 TB504 35
TB852 1,03 TB1626 10,5 TB505 15
TB868 0,62 TB1627 12,0 TB507 71
TB869 1,25 TB1628 10,2 TB508 37
TB871 0,27 TB1630 9,5 TB509 71
TB872 0,67 TB1632 9,5 TB511 33
TB886 1,00 TB1635 9,5 TB514 14
TB887 0,14 TB1636 9,5 TB515 19
INH 0,73 TB1639 9,5 TB518 38

osszesen 167 vegyilet mutat gatlast M. tuberculosis Hy,Rv tenyészeten



in vitro szelektiv molekulak

) MIC  IC., (PBMC)
vegyiilet (uM) S0 (M)
TB 801 3,73 12100
TB 827 0,15 >188
TB 836 0,15 >210
TB 852 1,03 >164
B 847 5,67 181

antibakteriali
hatas
(MIC)

valasz

citotoxicitas
(ICs0)

koncentracio



Multirezisztens M. tuberculosis ellen hato vegyuletek
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TB8 TB16

ilet MIC ilet MIC
vegyiile (M) vegyiile (M)
TB 807 15,4 TB 1620 23,2
TB 808 14,2 B 1622 38,1
TB 813 4,9 B 1627 24,0
TB 820 20,6 TB 1628 40,8
TB 823 19,3 TB 1630 40,2
B 827 0,3 TB 1632 9,5
TB 831 153,5 TB 1635 19,1
TB 836 1,5 TB 1636 19,1
TB 858 18,7 TB 1639 38,1
TB 863 4,1 TB 1641 20,8
TB 864 246,6 TB 1642 21,6

szabadalom: (WO 2011/089457 (A1) WO 2011/089456 (A1)



Mycobactenum tuberculosis

“

SUSSS Intracellularis patogén
gatolja a gazdasejt mukodeéseét és igy megakadalyozza az
% immunrendszer éltal iranyitott eliminaciot

A fert6zott makrofagokban dormans allapotban hosszu ideig
&, -' |étképes (latencia, perzisztencia)

igen korlatozott

Hatéanyaqok célbajuttatasa:

Receptor medialt endocitozis (tuftsin receptoron keresztuli
internalizacié (OT20))

Antimikrobialis peptidek (kdlcsonhatas a lipid membrannal,
baktérium lizis (granulizin peptidek))




TBS - peptidkonjugatumok

L

o O ©O
DIEA / DCM

NH2-PEPTID-O TFA / gy6kfogok

HOBt/HBTU/DIEA

TB 5-glut 100 Aemmax=530nmm hex=iEnm

vegyulet Osszetétel sza’ml\|'{[|(?t\t/7mé ], (itrs)

TB5 436,41 436,4 * 24,5

TB5-glut 550,5/550,5 * 26,3
0T20 [TKPKG], 2063,5/ 2063,5 14,8 #
TB5-0T20 TB5-[TKPKG], 2596,0/ 2596,0 28,4 #

GranF2 3BVCRTGRSRWRDVCRNFMRRYQSR®® 2988,5/2988,7 21,6

TB5-GranF2 TB5-3VCRTGRSRWRDVCRNFMRRYQSR> 3521,0/3520,8 30,1

A peptidek C-terminalisa amidalt formaban

a Atlag molekulatémeg (Bruker Esquire 3000+ ESI-MS); *monoizotépos molekulatémeg

b RP-HPLC, Knauer, Eurospher-100, C18, 5 um, 250x4 mm oszlop; 1 mL/perc; UV det. A = 214 nm, A eluens: 0,1% TFA/H,O, B eluens: 0,1% TFA/acetonitril :
H,O = 80 : 20 (v/v), gradiens: 10% B, 5 perc; 10-80% B, 35 perc,

# gradiens: 5% B, 5 perc; 5-60% B, 35 perc,



Intracellularis M. tuberculosist gatlé TBS-konjugatumok

NH-[TKPKG],
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Kontroll %’FBS-OTZD
K. Horvati, Bacsa B. et al.: Enhanced cellular uptake of a new, in silico identified ; ' f’*f-;;_ ‘7
antitubercular by peptide conjugation. Bioconj. Chem. (2011) kdzlésre elfogadva —em—n e



In vivo toxikologia
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TB836 TB820 konjugatum izoniazid (INH) INH-konjugatum

LD50 értékek meghatarozasa OECD eldirasok alapjan Balb/c néstény egereken

Formulazas: DMSO : Solutol® HS 15 : fiz.sé oldat=1:1: 2 viviv @m?ﬂiﬂ =
TB820: 200 mg/ttkg, TB820 konjugatum: 72 mg/ttkg, TB836: 50 mg/ttkg P,

szivizom maj vese

A vegyiuletek hatasara testsulycsokkenést, illetve a szerveken makroszkopikus
elvaltozast nem tapasztaltunk



In vivo antituberkulotikus hatas

- 6 hetes néstény albino tengerimalacok,
- inkubacids karantén (3 hét)

- intramuscularis fertézés: M. tub Hg,Rv
-10 allat / csoport

- kezelés: heti 2-szer, 12 héten keresztul,
- oralis adminisztracio, 30mg/ttkg

-eutanazia, diagnosztikai boncolas, szervkivétel
Fodor Kinga, Vargha Ervin (Orszagos Epidemioldgiai Kézpont, Allathaz)

- CFU meghatarozas

David Sandor (Bakteriolégiai Laboratérium, Orszagos Koranyi TBC és
Pulmonoldégiai Intézet)

- metszet készités, baktérium festés

Rusvai Miklés, Balka Gyula (Szent Istvan Egyetem, AOTK Kérbonctani
és |lgazsaguigyi Allatorvostani Tanszék)

maj
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In vivo antituberkulotikus hatas

Iagyék! nylrokcsomo 200X nagyitas, hematoxﬂln eozm festes'
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klterjedt tuberkulum heterof|I granulomtakkal a metszeS| sikban tuberkulotlkus elvaltozas nincs



MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport
Bosze Szilvia
Bacsa Bernadett
Medzihradszky-Schweiger Hedvig
Mez6 Gabor

Szabé6 Nora, David Sandor
Orszagos Koranyi TBC és Pulmonolodgiai Intézet, Bakterioldgia Labor
Egerszegi Sandor
Uzsoki Kérhaz
Vértessy Beata €s csoportja
Enzimoldgiai Intézet
Grolmusz Vince és csoportja
ELTE Szamitogéptudomanyi Tanszék
Kiss Eva és csoportja
ELTE HatarfelUleti- és Nanoszerkezetek Laboratériuma

Ubichem Kft.
Fodor Kinga, Vargha Ervin
Orszagos Epidemiologiai Kozpont, Allathaz
Balka Gyula, Rusvai Miklés

Szent Istvan Egyetem, AOTK Kérbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszék



Uratim Kft.
Ubichem Kft.

SZBK Enzimolégiai
Intézet

ELTE, Peptidkémiai
Kutatécsoport

ELTE, Kémiai Intézet

NKTH OTKA 68358 és 68285, 2007-2011
Jedlik Anyos program, TB_INTER, 2007-2010
GVOP-3,2,1-2004-04-0005/3,0
GVOP-3,2,1-2004-04-0352/3,0

https://www.tb-inter.org/

in silico médszerek
ligandumok és szarmazékaik szintézise

enzimaktivitas vizsgalatok, célfehérjék jellemzése,
in silico médszerek

szarmazékok tervezése,
konjugatumok tervezése és szintézise
in vitro és in vivo tesztek

membran modellek



Uj hatéanyagok keresése in silico modszerekkel

Uj molekuladinamikai dokkolasi algoritmus
(Prof. Grolmusz Vince és Kutatdcsoportja)

/ v

Zinc adatbazis Ismert 3D szerkezet( fehérjék
(Zinc — http://zinc.docking.org/) a baktérium tuléléséhez nélkulozhetetlen enzimek
~ 8 millié kereskedelmi forgalomban kaphaté molekula (RS-PDB)
Irwin, J. J. & Shoichet, B. K. J. Chem. Inf. Model. 2005. 45:177-82 Szabadka, Z., Grolmusz, V., Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc. 2006. 1:5755-8

M. tub. dUTPaz (nukleotid metabolizmus) 2bzr karboxi-transzferaz PriA enzim (hisztidin és triptofan bioszintézis)
(EC 3.6.1.23; Rv2697; PDB kod: 2py4) (EC 6.4.1.3; Rv3280; PDB kod: 2bzr) (EC 5.3.1.16; Rv 1603; PDB kéd: 1qo2)
Varga, B., et al. 2009 Holton, S.J. et al. FEBS Lett 2006. 580: 6898. Lang, D. et al. Science 2000. 289: 1546.



