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A HER2 (ErbB2) szerepe

Az emldtumorok 15-30%-aban tulexpresszalodik
= Alacsonyabb tulélési esély és a metasztazis nagyobb kockdzata

= 3zamos mellrdk elleni gyogyszer célpontja

Az EGF receptor csalad
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Clasadonte et al., Front in Endocrin, 2011
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A HER2 dltal aktivalt jelatviteli dtvonalak

Homo- és
heterodimerek
képzodése
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HER2 receptorhoz kdtodd peptidek

KCCYSL GYYNPT

1
Fag peptid konyvtarbdl One-bead-one
kivalasztott peptid compound peptid
konyvidarbol és molekula
i | dinamikai modellezéssel
kivalasztott peptidekbdl
Varidnsok létrehozdsa szarmaztatott részlet

N "

Kombindlt peptidek

Karasseva et al., J Prot Chem, 2002 Geng et al., Theranostics, 2015
Larimer et al., Int J Pept Res Ther, 2015 Geng et al., Theranostics, 2016



A vizsgdlt peptidek

CYSL-variansok GYYNPT és kombindlt peptidek
 szekvencia | Kéd
CF-KCCYSL-NH, P(CC) CF-GYYNPT-NH, P(YY)
CF-KCGCYSL-NH, P(CGC) CF-KAAYSLGYYNPT-NH, cP(AA)_P(YY)
CF-KCGGCYSL-NH, P(CGGC) CF-KSCYSLGYYNPT-NH, cP(SC)_P(YY)
CF-KCaemCacm)YSL-NH,  P(CacmCacm) CF-YSLGYYNPT-NH,  P(short)_P(YY)

CF-KCSYSL-NH,, P(CS) CF-TAKLYPGYANYS-NH, scr_P(AA_YY)
CF-KSCYSL-NH, P(SC) CF-GYYNPTKAAYSL-NH, cP(YY)_(AA)
CF-KSSYSL-NH, P(SS)
CF-KAAYSL-NH, P(AA)

Szilardfazisu peptidszintézis, CF-jeldlés

Acm: acetamido-metil véddcsoport



CelkitUzesek

mldtumor sejtkulturdk HER2 expresszios szintjének
meghatdrozdsa

= CF-konjugdlt peptidek in vitro sejtfelvéeteli vizsgalata
= HER2 specifikus peptidek kivalasztasa
= Expresszios szint « sejtfelvétel mértéke

Lokalizacid meghatdarozdsa konfokdlis mikroszkoppal

= Specificitas vizsgdlata jeldletlen peptidek segitsegével
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Az elsd peptid-szett vizsgdlata
— KCCYSL-variansok
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Sejtfelvételi vizsgalat dramldsi citométerrel, MDA-MB-453 sejtek, 100 uM, 1 éra
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A peptidek lokalizacidojanak vizsgdlato
— tripszinezési ido novelése
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A peptidek lokalizacidjanak vizsgdlato
— mikroszkopos felvételek

s CF

% HER2
g Sejtmag
S

« Kezelés: 25 uM, 90 perc

« Zeiss LSM 710 konfokdlis
mikroszkop

« HER2 jeldlése anti-HER2
antitesttel (TRITC-jeldlt
masodlagos antitest)

« vonalas mérték: 10 um

cP(SC)_P(YY)

scr_P(AA_YY)




kDa 1 2 3
S 250
—

s—— 150
w— 100

S 50

W

MDA -MB-
435 Brain

— — C—

6000

5000

(2}

8 8
[=] o
(=] =]
Il 1

Fluoreszcencia intenzitas
S
[=]
(=]
1

1000

-~

Fluoreszcencia intenzitas

MDA-MB-453 ==

antI_HERZ 1: MDA-MB-453
2: MDA-MB-435 Br
anti-aktin 3 MCF7
4: HCC1143
wa:  MCF-7
5000
4000
3000
2000
1000 4 E =
JH
Q\Y9 Q@G\ Q((\\ ((l\ _t\\ Q((\\ vy./(\\
®/ @0/ 0&/ Q\
& & & g

Fluoreszcencia intenzitas

Fluoreszcencia intenzitas

Sejtfelvételi vizsgalatok az olocsonyobbon
expresszalo sejteken

14000 il
ot
4 :
L

13000
12000 =

3000

2000

1000 -

0 -
o) ) ) \) N \)
Q\Yy Q@ Q\.‘é 6‘ .(\ Qg\ vg:/é
& \"’0 & &
g & &

6000

5000 -

4000

3000

2000

1000




CF
Specificitas vizsgalat — gaflas .
jeloletlen peptidekkel

cP(SC)_P(YY)

0
CF-jelolt peptidek Jeloletlen peptidekkel elokezelve
MDA-MB-453 sejtek :
Aramldsi citométer: 30 perc + 3 6ra inkubdcio
Konfokdalis mikroszkép: 30 perc (65 uM) + 90 perc (12,5 uM),
vonalas mérték: 10 um

[__|P(AA)

6,25 uM 12,5 uM - cP(AA) (YY)
I cP(SC)_(YY)

+ Jeloletlen
cP(AA)_P(YY)

Fluoreszcencia intenzitas

+ Jeldletlen
cP(SC)_P(YY)




Sejtszam
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El6 CF+

CF-KAAYSLGYYNPT-NH,
cP(AA)_P(YY)

MDA-MB-453 sejtek

Aramldsi citométer: 3 6ra inkubdcio, 12,5 uM
Konfokdlis mikroszkép: 90 perc inkubdcio, 25 uM,

vonalas mérték: 10 um.
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Eigenbrot et al., PNAS, 2010

Masodlagos szerkezet predikcid
— helikalitas lehetséges szerepe®
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PEP-FOLD 3.5
(RCSB)

Lamiable et al., Nucleic Acids Res, 2016



Osszefoglalds

A citometriai és konfokdlis mikroszkdpos mérések alapjan
a kombinadlt peptid (CF-KAAYSLGYYNPT-NH,) mutatja a
legmagasabb fluoreszcencia intenzitds értékeket

= A CF-peptidek a sejtek felszinén lokalizalodnak

= A fluoreszcencia intenzitds egyezést mutat a HER2
expresszios szintekkel

= A jeldletlen peptidek csdkkentik a sejtfelszinen
detektalhatod fluoreszcens szigndlt

Lehetséges felhaszndlds a jdvoben:
diagnosztikai (és terapids) célok

\\
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KCCYSL ANALOGOK SZINTEZISE

Rink Amid MBHA gyanta
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2. 5 ekv. 5,6-karboxifluoreszcein
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(0,71 mmol/g)
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GYYNPT ANALOGOK SZINTEZISE

Rink Amid MBHA gyanta (0,71 mmol/g)

Fmoc meo .
Trt tBu

1 3 ekv. Fmoc-Aaa-OH, DIC, HOBt
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1. Fmoc hasitas
2. 5 ekv. 5,6-karboxifluoreszcein (CF), Oxyma Pure, DIC

CF jelzett szarmazékok




ANALOGOK JELLEMZESE

CF-KCCYSL-NH, 29,9 1072,6 / 1072,8
CF-KAAYSL-NH, 28,8 1008,7 / 1008,4
CF-KCGCYSL-NH, 29,4 1129,7 / 1129,8
CF-KCGGCYSL-NH, 31,7 1186,0/ 1186,0
CF-KC(Acm)C(Acm)YSL-NH, 28,8 1214,5/1214,0
CF-KCSYSL-NH, 29,7 1056,6 / 1056,4
CF-KSCYSL-NH, 29,5 1056,6 / 1056,4
CF-KSSYSL-NH, 27,6 1040,7 / 1040,5
CF-GYYNPT-NH, 30,0 1070,6 / 1070,4
CF-KAAYSLGYYNPT-NH, 29,7 1704,8 /1704,4
CF-KAAYSLGWWNPT-NH, 33,1 1750,9/1750,6

aKnauer készulék; Phenomenex Aeris PEPTIDE 3,6 ym XB-C18; 250%4,6 mm
gradiens elucio: 0%-90%B /50 perc

A eluens: 0,1% TFA/desztillalt viz, B eluens: 0,1% TFA/acetonitril+viz (80:20)
aramlasi sebesség: 1 ml/perc; detektalasi hullamhossz: A=220 nm

bBruker Daltonics Esquire 3000+ ioncsapdas ESI-MS

50% acetonitril-viz elegy, 4 pl/perc; pozitiv izemmad, 50-2000 m/z




