H BIOTEKNOLOGI

DNA-protein-konjugater fil
uadvikling af multifunktionelle
lcegemidler

DNA's forudsigelige baseparring ger det muligt at samle designede
strukturer p& nanoskala, hvor den kendte dobbelthelix fungerer
som molekylcer lim. Konstruktioner bestdende af proteiner og
terapeutiske molekyler kan samles med DNA, hvilket potentielt kan
bruges til at samle flere funktioner i et medikament-kompleks og fil
udvikling af personlig medicin.
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Figur 1. Anvendelser af protein-konjugater. A. Radioaktivt mcerkede antistoffer til brug i PET-skanninger til at visualisere omréder med
cancerceller. B. Protein-toksin-konjugater kan bruges fil at gge effekten af behandlingen, men samtidigt beholde selektiviteten overfor
sygdomsramte celler. C. Antistof-enzym-konjugat kan bruges til detektion af et antigen i f.eks. ELISA. Her binder antistof-enzym-kon-
jugatet til antigenet, hvilket fanger enzymet ved overfladen, og tilstedevcerelsen kan detekteres ved omdannelse af et substrat fil et
farvestof. D. Ideen om et personligt multifunktionelt loegemiddel holdt sammen af DNA. Der veelges et antal elementer fra et bibliotek af
medicinsk relevante organiske og bioorganiske molekyler, som forbindes ved hjcelp af DNA og gives til patienten. Formdélet er at tilbyde
en effektiv malrettet behandling med fcerre bivirkninger.

Af Mikkel B. Skovsgaard', Michael R. Mortensen', Proteiner er naturens arbejdsheste og har et hav af forskel-
Thorbjgrn B. Nielsen'? og Kurt V. Gothelf! lige virkemader. I levende organismer syntetiserer proteiner
saledes sma organiske metabolitter eller stgrre biomolekyler,

! Center for Multifunctional Biomolecular Drug Design, . . ; v
iNANO, Kemisk Institut, Aarhus Universitet de modtager og viderebringer signaler, de faciliterer den

livsngdvendige transport af saltioner over cellemembraner og
medierer immunforsvarets genkendelse af skadelige stoffer og
organismer.

For at tilfgje yderligere diagnostiske og terapeutiske egen-
skaber til proteiner har man koblet dem kovalent (konjugeret)
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med molekyler med interessante egen-
skaber sasom et radioaktivt nuklid eller
et toksin, figur 1A og 1B [1,2]. Alterna-
tivt har man fusioneret flere forskellige
proteiner og derved dannet komplekser,
som kombinerer egenskaberne fra
proteinerne. Disse protein-protein-kon-
jugater kan blandt andet bruges inden
for diagnostik.

Eksempelvis kan et antistof, der bin-
der det stof (antistoffets antigen), man
gnsker at detektere, fusioneres med
et enzym, der giver et visuelt resultat,
hvis stoffet er til stede, figur 1C. Inden
for medicin benyttes antistoffer som
behandlingsform mod blandt andet for-
skellige typer af cancer. Antistofferne
i sig selv kan finde cancercellerne ved
binding til antigener pa cancercellens
overflade. Herefter genkender resten
af immunforsvaret, at antistofferne er
bundet og immuncellerne aktiveres
overfor cancercellen. Desvarre er og
bliver nogle typer cancer resistente
overfor antistoffernes virkning, og
her kan et antistof-toksin-konjugat i
nogle tilfelde vere lgsningen. Ved at
kombinere toksin og antistof fas béde,
at antistoffet kan genkende cancercel-
lerne, og derved en specificitet som
toksinet alene ikke har, samt en gget
toksisk effekt. Cancercellerne bliver
med andre ord bade pavirket af im-
munforsvaret og legemidlet [3]. Da
cancercellerne bliver drabt via to helt
separate veje mindskes risikoen for, at
resistens udvikles betydeligt.

Nyt forskningscenter for
multifunktionelle lcegemidler
Indtil videre har medicinsk brug af
protein-konjugater hovedsageligt veret
en kobling mellem to komponenter. Dog
er der et stort potentiale for at udvikle
medicin, der samler tre eller flere protei-
ner og leegemidler til et multifunktionelt
kompleks. Pa den made kan man udnytte
mange af deres egenskaber pa samme
tid, f.eks. kan et trekomponentsystem
besta af et antistof til genkendelse af
specifikke celler koblet med et protein,
der kan fa komplekset ind over celle-
membranen samt et legemiddel til at
bekaempe cellen. Dette vil give mulighed
for ogsa at udnytte leegemidler, der kun
virker indeni cellen og har svert ved at
krydse membranen af sig selv. Ved det
nyetablerede Center for Multifunctional
Biomolecular Drug Design (CEMBID),
som er finansieret med en bevilling pa
60 mio. kr. af Novo Nordisk Fondens
Challenge Programme, vil et hold for-
skere undersgge multifunktionelle kom-
pleksers potentiale som l&egemidler. Det
nye center er etableret pa iNANO ved
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Figur 2. Hovedkategorierne inden for protein-konjugationsmetoder.

| den globale modificeringsmetode udnyttes et aktiveret reagens, der kan reagere med
en nukleofil aminosyre pé proteinoverfladen. Her er det illustreret med en NHS-ester, der
reagerer med lysin. Reaktionen giver en heterogen blanding af produkter.

Den specifikke modificeringsmetode bygger pé& genetisk modificering af proteinet ved at
indscette et hé&ndtag (mearkegren), der efterfglgende kan reagere med den komplemen-
tcere reaktive gruppe (lysegrgn). Derved f&s et homogent produkt.

Dirigeret modificering udnytter, at visse proteiner kan binde til en bestemt gruppe séisom
metal-ioner eller en ligand. Herved bringer den dirigerende gruppe den reaktive del taet
pd& proteinoverfladen i et afgroenset omréde. Her er det illustreret ved et organisk mole-
kyle bestédende aof en dirigerende del (brun), en reaktiv del (bl&), der bliver kigvet under

reaktionen og den gnskede funktionelle gruppe (red). Metoden giver et mere homogent

produkt end den globale og er ikke afhcengig af genetiske modifikationer aof proteinet,
hvilket betyder, at den kan udfgres p& mange naturlige proteiner.

Aarhus Universitet og ledes af professor
Kurt Vesterager Gothelf og involverer
ogsa kollegaerne professor Jgrgen Kjems
og lektor Ken Howard samt professor
Tony LaHoutte fra Vrije Universiteit i
Bruxelles.

Visionen for centeret er at udvikle et
modulert set-up, hvor et stort bibliotek
af proteiner, legemidler, cirkuleringsfor-
bedrende agenter, visualiseringsagenter
m.m. nemt kan samles i komplekse
konjugater ved hj®lp af et modulert
héndtag. Gennem de mange kombina-
tioner, som et sddant bibliotek tillader,
kan et medikament skraddersys til den
enkelte sygdom og i sidste ende til den
enkelte patient. Ideelt vil den personlige
medicin resultere i effektiv behandling
med ferre bivirkninger.

Som tidligere n@vnt bygger metoden
pa, at der opbygges et bibliotek besta-
ende af en bred skare af konjugater med
et modulart handtag. Dette handtag skal
bruges til at ssmmenkoble de forskel-
lige elementer. I CEMBID vil dette blive
gjort ved at koble DNA sammen med

de andre elementer illustreret i figur 1D.
Nar forskellige elementer; leegemidler,
proteiner m.m. har forskellige DNA-
strenge koblet pa, kan man udnytte DNA
som en molekylerlim, der bruges til at
fastggre de andre elementer. Man kan
forestille sig, at man har elementerne lig-
gende hver for sig og derefter kan blande
dem med den sammenstning, der er
passende for den enkelte patient.

Modifikation af proteiner
Det nzvnte eksempel kraver, at DNA
konjugeres til de proteiner, der skal
samles. I de seneste ar er anvendelsen af
protein-konjugater inden for forskellige
omrader gget og dette har dannet grund-
lag for udviklingen af en bred vifte af
konjugationsreaktioner. De metoder, der
i dag er udviklet til at koble et molekyle
til et protein, kan deles i to yderpunkter:
en global konjugationsmetode og en
specifik konjugationsmetode illustreret i
figur 2.

Den globale metode er den nem-
meste at foretage. Ved denne metode
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Figur 3. Skematisk reproesentation af DTPC-metoden. Den dirigerende streng (red) modificeret med tre NTA-motiver danner et kom-
pleks med kobber(ll)-ioner (gul cirkel). Derefter kan komplekset koordinere til en gruppe af histidiner, der sidder toet p& hinanden pé
det konstante domcene af antistoffet. Den reaktive streng (bl&), modificeret med et aldehyd, hybridiserer med den dirigerende streng.
Det bringer aldehydet tcet pd& en lysin p& proteinoverfladen. Ved tilscetning af NaBH,CN dannes en sekundcer amin gennem reduktiv
aminering. EDTA tilscettes for at bryde metalkomplekset samtidig med, at en komplementcer streng (redbrun) fil den dirigerende streng

filscettes. Herefter kan antistof-DNA-konjugatet oprenses.

konjugeres der til mange forskellige positioner pa proteinet,
og der opnas derfor en blanding af produkter, bade hvad angar
antallet af modifikationer og placeringen af disse. De globale
metoder bygger pa at bruge et reagens, der er selektivt overfor
en eller et par af aminosyretyperne i proteinet. Nar reagenset
tilsettes til proteinet, vil det reagere med de aminosyrer, der
er tilgengelige pa proteinoverfladen. F.eks. vil en NHS-ester
reagere med et udvalg af alle de lysiner, der er tilgengelige
pa proteinoverfladen [4]. Det kan give en meget stor spred-
ning, da f.eks. IgGl-antistoffer har omkring 90 lysiner pa
overfladen. Metoden kan benyttes til de fleste proteiner, men i
nogle tilfelde vil lysiner, der er vesentlige for aktiviteten eller
selektiviteten af proteinet, blive ramt [5].

Den specifikke konjugationsmetode kraever oftest genetisk
manipulation af proteinet for at indsztte en reaktiv gruppe,
der kan modificeres kemisk eller enzymatisk. Da den reaktive
gruppe indszttes pa det genetiske niveau, er der fuld kontrol
over antallet af modifikationer og placeringen af disse, til gen-
gald er det en leengerevarende proces for hvert nyt protein, da
alle nye proteiner skal igennem genetisk modificering efter-
fulgt af optimering af selve udtrykket af proteinet. En af disse
specifikke metoder udnytter, at man ved hjelp af en modificeret
cellelinje kan indsztte unaturlige aminosyrer i et protein [6].
Herved kan man indsatte en aminosyre med en reaktiv gruppe,
som kemoselektivt kan funktionaliseres i en hurtig reaktion,
nar det gnskede element senere kobles pa. Det giver mulig-
hed for at koble proteinet med mange andre elementer, bade
biomolekyler som DNA og sma organiske molekyler saisom
leegemidler.

DNA-dirigeret modifikation

af metalbindende proteiner

Imellem de to ovenfor beskrevne metoder ligger der en anden
type konjugationsmetode, kaldet dirigeret modifikation. Ken-
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detegnet ved disse metoder er, at der dannes en ikke-kovalent
koordination til proteinet, fgr den reelle kovalente binding
bliver dannet. Den reaktive probe, f.eks. en NHS-ester, bruges i
lav koncentration, hvilket mindsker uspecifik kobling. Koor-
dineringen ggr, at proben bringes tat pa proteinoverfladen. Der-
ved gges den lokale koncentration og dermed gges hastigheden
for reaktionen med lysiner tat pa koordineringsstedet. Det ggr
det oftest ogsd nemmere at styre antallet af modifikationer, da
koordinationsstedet bliver mettet, og nye reagenser har derved
sveert ved at finde ind til proteinet.

I Kurt Gothelfs forskningsgruppe er en metode, der ud-
nytter koordinering til at modificere protein, kaldet "DNA-
Templated Protein Conjugation” (DTPC) blevet udviklet [7,8].
Metoden bruger to modificerede komplementere DNA-stren-
ge. Den ene streng er modificeret med tre nitrilotrieddikesyre
(NTA) grupper, der kan koordinere en kobber(II)-ion hver,
og strengen fungerer saledes som dirigerende gruppe. Den
reaktive DNA-streng er modificeret med enten en NHS-ester
eller et aldehyd.

Nar de to DNA-strenge blandes, hybridiserer de til hinan-
den, mens NTA-kobber-komplekset koordinerer til det me-
talbindende omrade pa proteinet. Dette bringer den reaktive
gruppe tet pa proteinoverfladen og reaktionen kan forlgbe.
Dette foregar enten ved, at en lysin-sidekaede reagerer med
NHS-esteren og danner en amidbinding, eller at der tilsettes
natrium cyanoborhydrid, og aldehydet reagerer med en lysin-
sidekede gennem reduktiv aminering. Efter endt reaktion til-
settes et metalbindende reagens, sasom etylen-diamin-tetra-
eddikesyre (EDTA) til at bryde metalkomplekset op, samt en
komplementer DNA-streng til den dirigerende DNA-streng.
Resultatet er et protein-DNA-konjugat, der kan oprenses ved
hjelp af den fastgjorte DNA-streng, noget der oftest er meget
vanskeligt, hvis der kun szttes sma modifikationer pa. Disse
konjugater er nu klar til at indga i biblioteket til dannelse af
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multifunktionelle medikamenter. En videreudvikling af me-

toden bliver allerede brugt af en erhvervs-ph.d. i samarbejde
med Novo Nordisk til udviklingen af stgrre protein-komplek-
ser bundet sammen af DNA.

Metalbindende proteiner

Rekombinante proteiner indeholder ofte en polyhistidin-
sekvens, et sakaldt his-tag, for at lette oprensningen efter

endt udtryk. Da dette tag er i stand til at binde og chelatere
NTA-kobber-komplekser kan en lang raekke af kommercielt
tilgeengelige rekombinante proteiner modificeres ved brug

af DTPC-metoden. Udover proteiner med et his-tag er det
anslaet, at 25-50% af alle proteiner kan binde til metal-ioner,
hvilket ggr DTPC s@rdeles anvendeligt til modifikation af na-
turlige proteiner [9]. Antistoffer af typen IgG1 fra mus, kanin
og menneske, besidder en histidin-klynge péa det konstante do-
meane af antistoffet. Denne klynge kan ligeledes udnyttes som
grundlag til at danne metalkomplekser. Derved kan antistof-
DNA-konjugater laves med en hurtig og simpel metode uden
forudgaende genetisk modifikation af antistofferne. Holdet af
forskere bag metoden har vist, at det er muligt at modificere
klinisk relevante antistoffer mod flere typer cancer, og derved
er en af grundstenene for CEMBID allerede lagt [8]. Grun-
det det store potentiale i metoden har forskerne ved Aarhus
Universitet udtaget patent pa metoden og startet virksomhe-
den Affycon. Virksomheden arbejder pa at kommercialisere
teknologien og udvikle kits for at ggre koblingsreaktionen
ligetil og uproblematisk for andre forskere og virksomheder at
benytte.

E-mail:
Kurt Vesterager Gothelf: kvg@chem.au.dk
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