Iranyitott fehérjeevolucid

alap- és alkalmazott kutatas




Fehérje = protein A legnépesebb, legtdmegesebb,
(gorog ,,protos”, ,legels6”) legvaltozatosabb makromolekulak.

Minden sejt minden részében vannak.
Elképesztod funkcionalis valtozatossag

Enzimek, hormonok, molekularis
szallitoeszk0zok, tapanyagraktarak,
szerkezeti molekulak. Az orrszarva
tiilketdl a hemoglobinon at a szentjanos-
bogar fénytermel0 enziméig.

Minden fehérje ugyanazon 20 aminosav
linearis polimerje!
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Fig. 4. Cumulative number of known PPIs by year.
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FO célok:

1. Fehérje-fehérje kolcsonhatasok (FFK) azonositasa, illetve
hitelesitése

2. FFK-k mikodési alapjainak feltarasa

3. FFK-k szelektiv megsziintetése Uj inhibitorok (FFK-k)
kifejlesztése altal (funkcickutatas és terapia)
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Aminosav oldallancok fontossaganak szisztematikus feltérk
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A klasszi







Mi lenne, ha az immunrendszertink antigén-felismeré molekulai a
klasszikus fehérjemérnoki verkli iterativ elvén alakulnanak ki?

Ki bizna a fert6zések elleni védelmét a legokosabb fehérjemérnokokre?

Photo by Greg Sykes, ATCC



Az immunrendszer radikalisan eltéro megoldasa:

= 10 millié eltér6, leendd ellenanyagot hordozd naiv B sejt klon

Amelyik klon elég er6sen kot antigént, az elszaporodik.
Az utodsejtekben a leendd ellenanyag médosul, majd termel6dik
A teljes, emberi ellenanyag repertoar = 10-100 milliard!

= 10-100 milliard parhuzamos kiserlet! _ __ antigene

IL2/4/5
http://en.wikipedia.org/wiki/B_cell#mediaviewer/File:T-dependent_B_cell_activation.png



Az iranyitott fehérjeevolucio
(ez esetben fag-bemutatas)
alapja:
fizikai kapcsolat a bemutatott fehérje
és az azt kodolo gén kozott

GENOTIPUS

<burokfehérje gén 3
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A fag-bemutatas sémaja

2) in vitro szelekcio immobilizalt
célmolekula kotése alapjan

1) iranyitott

variacioképzés
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szelektiv levalasztas

3) a szelektiven levalasztott funkcionalis
klonok elszaporitasa baktériumban




Variacio + Szelekcio = Evolucio
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Charles Darwin George P. Smith
termeszetes evolucio (1859) iranyitott evolucio (1985)




10-100 milliard parhuzamos kisérlet:
rengeteg, de nem végtelen

Randomizalasi séma — elméleti konyvtarméret
Cel: 1étrehozott konyvtarmeret = elmeleti konyvtarmeret

Egyszerre hany pozicidt randomizaljunk, €s milyen mértékben?

Osszes pozicid maximalis mértékii randomizalasa?
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Egy 60 aminosavas fehérje teljes randomizalasa: 20%° ~ 1080 varians



Osszes varians 1étrehozasa lehetetlen
Oszd meg, ¢s uralkod;!

Sok pozici0, kismértekli randomizalasa
Nagy tertiletek funkciojanak binaris térképezese

Kevés (6-7) pozicio, maximalis randomizalas

Peptid-konyvtarak
Fehérje hurok konyvtarak



Az Ala-scan iranyitott evolicios verzidja: sorétes mutagenezis

Binaris wt/Ala hormon-koényvtar, 35 pozicio egyidejii, kombinatorikus randomizalasa,

a kezdeti wt/Ala arany 1.0
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Egyedi klonok receptor-kotésének ELISA alapa igen/nem ellendrzése




Egyedi receptorkotd klonok DNS szekvenalasa
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Binaris wt/Ala konyvtar
Kezdeti wt/Ala arany 1.0

Kotési szelekcio — szelektalt populacioban a wt/Ala aranyok eltolodnak

e WE-WE W ~WEWE= W W - Klasszikus Ala scan:

- wt-wt-Ala-wt-wt- wt -wt - a,wt
-+ wit-wt-Ala-wt-wt- wt -wt - AAG i RTIN K

a,Ala
-- wt-wt- wt -wt-wt- wt -wt ---
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P¢ldak binaris pasztazdé mutagenezisre

* 35 wt/mut arany — funkciotérkép

. Alanin
« Wt/Ala vagds B-szénatomig — apolaros

o Wt/Ser vagas [(-szénatomig — polaros

o Wt/Hom csere leghasonlobbra

1.0 kcal/mol > AAG > 0.4 kcal/mol

0.4 kcal/mol > AAG > - 0.4 kcal/mol
- 0.4 kcal/mol > AAG




Kerdés: mekkora az egyes poziciok evolucios lehetosege?
Az egyes poziciok milyen csoportot preferalnanak?

A 6 konyvtar egymasra vetitett kompozit képe
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A teljes receptorkoto felszin

feltarva
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A hGH evoluci0s potencial-térkeépe

Szinkod: -z0ld- -piros csokkenoé randomitas
Textura: ,,érdes” = nem vadtipus dominal




Kovetkeztetések

e Ateljes 35 aminosavas hGH epitop totdlisan
felterkepezheto 1-2 honap alatt.

e Minden pozicio evolvalhatosaga kidertil.

e Az egyedi poziciok aminosav preferenciai
kvantitativ affinitasjoslast tesznek lehetdové.

e Nem-szomszédos pozicidk pont-mutacidinak
kombinalasaval tervezett affinitasu variansok
hozhatodk létre.
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MASP-2

27?

MASP-1

???

A komplement rendszer
lektin ut-aktivaciojanak
korrigalt modellje iranyitott
evolucidval kifejlesztett
gatloszerekkel



A komplement rendszer élettani és patolégias jelentosége
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Baktériumok és gombak
elpusztitasa

Apoptotikus és rakos
sejtek eltavolitasa

Felesleges szinapszisok
eliminacidja az
egyedfejlédés soran

Neurodegeneracio:
Alzheimer kor

Id6skori latas karosodas

Iszkémia Reperfuziés
sérulés:
Stroke
Szivinfarktus

Atliltetett szerv kilokédése

Rheumatoid arthritis




A komplement rendszer sémaja

3 eltéro vészjelre 3 eltéro utvonal valaszol utvonal-specifikus proteazok aktivalodasaval

Klasszikus utvonal , cis, Lektin utvonal @0 v
kotodés antitesthez | ... kot6dés mannozhoz
Clq MBL
Cir, = MASP-1
Cls, G MASP-2
C2/C4—C2alC4b C2/C4—C2alC4b

~ |

C3 konvertaz

+
€3 —>C3a+C3b C5 konvertaz

(C3 konvertaz + C3b) C5b
/ 1 \35—>05b ﬁﬂl
8 ¢7 C9
Sejtlizis
membrankarositdo komplex
C5b, C6, C7, C8, C9

Anafilatoxinok

gyulladas, fagocitak toborzasa
C3a, C4a, C5a




A 3 utvonal eltér6 betegségekben jatszik szerepet

Alzheimer's

Normal

Alzheimer kor

Blood clot
blocks
blood flow

Unstable
plaque
ruptures

Ischemia reperfuzios sérulés
Szivinfarktus, Szélutés

Macula

Retina

Makula degeneracié

Utvonal szelektiv inhibitorok kellenek:

amelyek leallitjak a betegséggel kapcsolatos utvonalat,

megengedve, hogy a masik 2 utvonal ellassa normal szerepét




Mannose binding lectin Associated Serine Protease

A MASP enzimek alapveto felépitése és fobb aktivitasaik
‘ o MAS/P-Z A S-S

MASP-1

MBL PN ine protease
cus dogdcus L L [} L

MBL/fikolin-kotés Szubsztrat-felismerés Hasitas

In vitro vizsgalatok alapjan

MASP-2 MASP-1

autoaktivacio autoaktivacio

C2 + C4 hasitas @e C2-t hasit C4-et nem! @e

C2a/C4b C3-convertazt képez! )
, ., . Segédszerep?
Autonom lektin-utvonal aktivator?




Kutatasi stratégia

 MASP-2-specifikus inhibitor evolvalas a lektin
ut szelektiv gatlasara

 MASP-1-szelektiv inhibitor evolvalas a MASP-1
szerepének tisztazasara
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Tripszin-inhibitor alapu konyvtar 2x10° varians

XCXXXXCX

X = mind a 20 aminosav

eFagbemutatas — szelekcio MASP-1 & MASP-2 enzimeken

¢40-50 egyedi klon szekvenalasa — szekvencia logo



MASP-1 gatlok logoja

« Enzim-specifikus preferenciak 5 poziciéban

« Konszenzusok el6allitasa rekombinans fehérjeként: SGMI-1; SGMI-2



Pathway activity (%)

Az SGMI-1 es SGMI-2 hatasa a 3 komplement utvonalra

120 - 120
SGMI-1 | SGMI-2
100 - 100 - S P
0 [l Klasszikus S s W Klasszikus
| A Alternativ ? | A Alternativ
60 - ‘ Lektin S 60 ‘ Lektin
@
_ S
7 2 1 1c50=119.4nM
IC50 = 39.8 nM =
20 Q 20
0 T T T T 0 T T T L T L T L 1
0,1 1 10 100 0,1 1 10 100 1000
[Inhibitor] (nM) [inhibitor] (NM)

A MASP-1 gatlé SGMI-1hatekonyabb, mint a MASP-2-t gatlo SGMI-2:



Korabbi modell Uj modell

MBL, ficolin MBL, ficolin
l MASP-1 MASP-1 >

C MASP-2 MASP-2
/' \ Y\
@ O @ O

C3 konvertaz C3 konvertaz



Kovetkeztetesek

Monospecifikus MASP inhibitorok evolvalasaval lektin ut
szelektiv komplement gatloszerek hozhatok létre.

A MASP-1 is kulcs enzim, mivel a MASP-2 egyeddli
fiziologias aktivatora. Ez egy uj aktivalodasi modellt jelent.

A lektin ut fiziologias és patologias szerepei immar
szelektiven tesztelhetdk.
Az inhibitoroknak potencialis terapias alkalmazasa lehet

szélltés és szivinfarktus okozta szovetkarosodas
megakadalyozasa révén.



Az iranyitott fehérjeevolucio
f6 terapias felhasznalasa:
ellenanyag-fejlesztés fagon

Fab reglo

Q2 IH B

Fab fragmentum

@ % Fv régio
Fc regio < , ’ b

@ Fv fragmentum
egylancu
L 2 Fv fragmentum

egy tipikus 1gG

http://www.labome.com/method/Antibody-Structure-and-Fragments.html alapjan




A klasszikus hibridobma modszer allatok immunizalasan,
és a B-sejt klonok halhatatlanna tételén alapul

Mouse challenged with antigen ~ 40-éves eljaras

4 / (1975, Georges Kohler, César Milstein, Niels Kaj Jerne,
- Nobel-dij 1984)

a legtobb monoklonalis ellenanyagot
oz% ma is igy allitjék el6
Spleen Cells Myeloma Cells
e X Jege e ey ye §

f6 el6nye: az ellenanyag
megmeérettetik az azt termeld fajban

4
\ K Lae

CERLELLeGe T~ fammme

| g ~ _ .|

Hybridomas Y , T
( /S 1. a human terapias célu ellenanyagot
,humanizalni” kell
Culture in HAT Medium Harvest monoclonal relépés: h Sl egd
Select for positive cells antibodies - €lorelepes: ,numanizalt™ eger

2. az él6lény ,fekete doboz”

3. viszonylag lassu (3-5 hdnap)

http://en.wikipedia.org/wiki/Monoclonal_antibody#fmediaviewer/File:Monoclonals.png



A terapias ellenanyagok alapveto formai

A leggyakoribb forma

(A fele mar most is fagon

tovabbfejlesztett!

A kozeljové dominans

Kiszoruléban (20%

Mouse |
) ellenanyag-tipusa (30%)
& & Fag-alapu (25%), illetve
humanizalt egér (75%)

Chimeric Human

I Mouse sequences [ ] Human sequences

. Complementarity
© Gilycosylation ~ determining regions

Nature Reviews | Cancer



FDA altal engedélyezett terapias monoklondlis ellenanyagok (2014 julius)

Muromonab-CD3 Orthoclone OKT3 1986| murine |Tcell CD3 Receptor Transplant rejection

Abciximab ReoPro 1994 | chimeric |inhibition of glycoprotein Ilb/llla Cardiovascular disease

Daclizumab Zenapax 1997 | humanized|IL-2Ra receptor (CD25) Transplant rejection

Rituximab Rituxan, Mabthera 1997| chimeric |CD20 Non-Hodgkin lymphoma

Basiliximab Simulect 1998 | chimeric |IL-2Ra receptor (CD25) Transplant rejection

Infliximab Remicade 1998 | chimeric |inhibition of TNF-a signaling Several autoimmune disorders

Palivizumab Synagis 1998 | humanized|an epitope of the RSV F protein Respiratory Syncytial Virus

Trastuzumab Herceptin 1998 | humanized|ErbB2 Breast cancer

Gemtuzumab Mylotarg 2000 | humanized|CD33 Acute myelogenous leukemia (with calicheamicin)
Alemtuzumab Campath 2001 | humanized|CD52 Chroniclymphocytic leukemia

Efalizumab Raptiva 2002 | humanized|CD11a Psoriasis

Adalimumab Humira 2002-inhibition of TNF-a signaling Several auto-immune disorders

Ibritumomab tiuxetan Zevalin 2002| murine |[CD20 Non-Hodgkin lymphoma (with yttrium-90 or indium-111)
Tositumomab Bexxar 2003| murine |CD20 Non-Hodgkin lymphoma

Cetuximab Erbitux 2004 | chimeric |epidermal growth factor receptor Colorectal cancer, Head and neck cancer

Bevacizumab Avastin 2004 | humanized|Vascular endothelial growth factor (VEGF) Colorectal cancer, Age related macular degeneration (off-label)
Omalizumab Xolair 2004 | humanized|immunoglobulin E (IgE) mainly allergy-related asthma

Natalizumab Tysabri 2006 | humanized|]alpha-4 (a4) integrin, Multiple sclerosis and Crohn's disease

Ranibizumab Lucentis 2006 | humanized|Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) [Macular degeneration

Panitumumab Vectibix 2006 -epidermal growth factor receptor Colorectal cancer

Eculizumab Soliris 2007 | humanized|Complement system protein C5 Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria

Certolizumab pegol Cimzia 2008 | humanized|inhibition of TNF-a signaling Crohn's disease

Canakinumab llaris 2009 IL-1B Cryopyrin-associated periodic syndromes (CAPS)

Ofatumumab Arzerra 2009 CDb20 Chroniclymphocytic leukemia

Golimumab Simponi 2009 TNF-alphainihibitor Rheumatoid arthritis, Psoriatic arthritis, and Ankylosing spondylitis
Denosumab Prolia, Xgeva 2010 RANK Ligand inhibitor Postmenopausal osteoporosis, Solid tumor’s bony metasteses

Tocilizumab ( or Atlizumab )

Actemra and RoActemra

2010

[bumanizea]an 1 on

Rheumatoid arthritis

Belimumab Benlysta 2011 inihibition of B- cell activating factor SLE[disambiguation needed ]

Brentuximab vedotin Adcetris 2011 CD30 Anaplastic large cell lymphoma (ALCL) and Hodgkin lymphoma
Ipilimumab ( MDX-101) Yervoy 2011 blocks CTLA-4 Melanoma

Paertuzumab Perjeta 2013 | humanized|ErbB2 Breast cancer

Vedolizumab Entyvio 2014 | humanized|alphadbeta?7 integrin Ulcerative colitis, Crohn disease




A fag-ellenanyag fragmentum konyvtarak elényei
a hibridoma technoldégiaval szemben

— Gyors, és barmilyen faj (pl. human!) monoklonalis
ellenanyaga el6allithatd hibriddma technika nélkdl

— Az antigén-felismerd régio variabilitasa nem korlatozodik a
természetben meglévé repertoarra

— Az antigén barmi lehet (toxinok, in vivo toleranciat kivalto
vagy pl. metabolizalodo antigének stb.)

— In vitro szelekcid, nagyfoku szabadsag a kortulmeények
alakitasaban (pl. nem-fiziologiai korilmények)

— Konnyd manipulacio, utélagos affinitas novelés,
szelektivitas optimalizalas

— Hibridoma klonok is atmenthetbfek fag konstrukciora, ha
kell, ott is humanizalhatok, ill. affinitasuk utolag novelhet6



Osszefoglalds

e Az iranyitott fehérjeevolucio egy kulonlegesen
hatékony alapkutatasi megkdzelités, amely Uj
tavlatokat nyit a terapias alkalmazasok terén is

e A specifikus felismerdé-fehérjék nagy volumend
evolucidja elérhetd kozelségbe hozta, hogy minden
emberi fehérje ellen legyen szelektiv kotbfehérje






