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A fehérje—ciklodextrin kolcsonhatas terapias
és diagnosztikai jelentosége
SZENTE Lajos

CycloLab Ciklodextrin Kutato-fejleszté Kft. Illatos ut 7, 1097 Budapest

1. Bevezetés

A ciklodextrinek gytirii alakt szénhidratmolekulak, melyek
harom méretben (6, 7 ¢és 8 tagu alfa-, béta- ¢és
gamma-ciklodextrin) megtalalhatok a természetben is. A
novekvo igények miatt ma mar tobb tizezer tonnat gyartanak
évente a természetes ciklodextrinekbdl, és egyre nagyobb
mennyiséget a legfontosabb szarmazékokbol, igy a
hidroxipropil-, random metil- ¢és szulfobutil-béta-
ciklodextrinb6l (HPBCD, RAMEB és SBEBCD) is.

Az elmult csaknem 40 év alatt a ciklodextrin (CD)
technoldgia a korszeri ipar szinte minden teriiletén talalt
gyakorlati alkalmazast. A ciklodextrin-tartalmu termékekbol
jelenleg tobb mint 60 human gydgyszer, 10 dllatgydgyaszati
készitmény és tobb szaz élelmiszeripari-, kozmetikai- és
haztartas-vegyipari termék talalhato a piacon.

E termékek kozos sajatsaga, hogy benniik a ciklodextrinek,
csupan segédanyagok, kapszulazd agensek, a termékek
mindségének javitdsara, egyes alkotdinak stabilizaldsara,
vizoldékonysaguk, felszivodasuk, biologiai hasznosulasuk
fokozasara szolgalnak. Napjainkig a ciklodextrinek altal
kapszulazott hatéanyagok nagy része természetes és
szintetikus kismolekula volt, ezek molekulatomege a
200-700 Dalton kozotti tartomanyba esett.

A korszeri Dbiotechnologiai eljarasokkal sejt- ¢és
szovetkultirakban termelt bioldgiai hatéanyagok mind
molekularis méretiik, mind molekulatomegiik tekintetében
jelentdsen eltérnek a fent emlitett kis molekulas
hatdéanyagoktol. A terapias hatasu fehérjék molekulatomege
mar a 2000-300.000 Dalton tartomanyba esik. Ezen
érzékeny makromolekulak sajatos, olykor
kiszamithatatlanul véaltozo térszerkezete, molekulafelszini
polaritasi viszonyaik miatt a ciklodextrinekkel torténd
egyszeri ,»host-guest” (gazda-vendég) tipusu
kolesonhatasuk  tanulmanyozasa a szokasos analitikai
madszerekkel nehezen végezhetd. Nem meglepd tehat, hogy
a ciklodextrinek irodalma, a napjainkig kozolt kb. 4500
fehérje-peptid targyu kozlemény ellenére, a ciklodextrinek
hatasa tekintetében nem mutat egységes képet. Szamos —
olykor egymasnak ellentmondd — eredmény miatt is nehéz
altalanos kovetkeztetéseket levonni a ciklodextrin-fehérje
kolecsonhatas nyujtotta  lehetéségekr6l. Ennek egyik
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feltételezhetd oka, mely az irodalom tiizetes atnézésekor
dertil ki, hogy tobb, egyébként szinvonalas kozleményben, a
szerzok az alkalmazott ciklodextrinek tipusat nem kellden
definialtak. Egyes szerzok pl. béta-ciklodextrinnek nevezik
a szarmazékolatlan béta-ciklodextrint (helyesen), éppugy,
mint a metil-béta-ciklodextrint, a szulfobutiléter-béta-
ciklodextrint és a 2-hidroxipropil-béta-ciklodextrint is. A
ciklodextrinek és fehérjék kolcsonhatasaval kapcsolatos
kozzétett eredmények tehat nem pontosan kothetdk egy
bizonyos cilodextrin tipus hatasdhoz. Egy masik, technikai
jellegli ok az, hogy a fehérjék stablitasvizsgalata soran a
stresszelésre/terhelésre alkalmazott modszerek jellegétdl
figgben hol a ciklodextrinek, hol a detergens jellegli
stabilizalo adalékok hatékonyak!.

A témaban foly6 kutatomunka intenzitdsanak illusztralasara
az 1. Tablazatban a ciklodextrin fehérje/peptid koleson-
hatasrol eddig megjelent kézlemények szama lathato.

keresési kulcsszd publikaciok szama * (2017 juniusi adatok)

protein 4500
peptid 1360
aminosav 2800
enzim 1200
chaperone 155

1. Tablazat A fehérje-ciklodextrin kdlcsonhatas irodalmi statisztikaja
néhany keresési kulcsszo alapjan

Az utdbbi évtizedben a korszerli gydgyszerhatéanyagok kozott
rohamosan nétt a biotechnolégiai eszkdzokkel eldallitott
terapias célti peptidek, fehérjék, kiilonféle antitestek aranya.' A
fehérje-gyodgyszerek piaca az elmult 10 évben Oridsi
novekedést mutatott, mar 2010 es évek elején csak az USA-ban
tobb millidrdos forgalmat josoltak a 2015 évre.?

A fehérje alapu gyogyszerek piacra Kkeriilésének fontos
feltétele, hogy a termékek megfeleld stabilitast mutassanak
tobbnyire vizes oldatokban, azaz a terapias fehérjeszerkezet és
farmakologiai hatds biztosithato legyen. A fehérjék érzékeny
molekulak, szerkezeti és funkcionalis sajatsagaik megorzése a
korszeri gyogyszertechnoldgia komoly kihivasa. A jelen
Osszefoglald kozlemény célja a ciklodextrin-technologia
lehetdségeinek ¢€s korlatainak bemutatasa a fehérjék ill.
biologiai hatéanyagok formuldzasaban.
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2. Mitél kiilonos a ciklodextrin-fehérje kolcsonhatas?

A ciklodextrinekrdl régota ismert, hogy a viznél kevésbé
polaris, és megfeleld geometridju, méretii kismolekuldkkal
nem-kovalens szupramolekuldkat, zarvanykomplexeket
képeznek. Ezekben a  komplexekben az  adott
vendégmolekula egészben vagy részlegesen foglalja el a
ciklodextrin gazdamolekula kb. 1 nm atmérdji apolaris
iiregét.’ A peptidek, fehérjék esetében ez a gazda-vendég
tipusu kolcsonhatas azonban sajatosan jelentkezik, mivel a
vendégmolekuladk mérete sokszorosa a ciklodextrinének.
Egy ciklodextrin-fehérje David-Goliat szerii kdlcsonhatasa
soran nyilvanvaléan nem tdrténik meg a fehérje molekularis
kapszulazasa, hiszen a ciklodextrinek e makromolekulak
bizonyos egységeihez, az aromas aminosavakhoz
asszocialodnak. Egy ilyen, szamitogép segitségével
megjelenitett ., komplexképzddést” mutat be az 1. abra.

A fehérje-ciklodextrin kolcsonhatds molekularis szinten a
ciklodextrin {ireg, és/vagy iiregfelszin, valamint aromas
aminosavak reverzibilis zarvanykomplex-képzddése révén
jon létre 4. (2. abra)

W+

Trp

1. abra David és Goliat: Egy glukoziltranszferaz enzim és a
béta-ciklodextrin kozotti kolesonhatas szamitogépes modellje’®

ass

2. dbra A ciklodextrin-fehérje kélesonhatas sematikus abrézolasa vizes oldatban: az aroméas aminosavak ismert komplexképzok®

A harom gyakorlati jelentéségii alap CD koziil az alfa- és a
béta-ciklodextrin képes nem-kovalens zarvanykomplexek
kialakitasara aminosavakkal. A komplexképzddés mértékét
az asszociacios allandoval (Kass) jellemezzik. A
fehérjealkotd aminosavak koziil az aromas vegyiiletek (a
fenilalanin, a tirozin és a triptofan) zarvanykomplex-képzése
szamottevo (Kass= 100 1/M), az alifas aminosavak kozil a
leucin gyenge komplexet képez (Kass=20 1/M), mig a tobbi
alig kimutathatéam 1ép kdlcsonhatasba (Kass= 3 1/M) vizes
oldatban a ciklodextrinekkel.® Hasonld tendencia érvényes a
kémiailag modositott ciklodextrinek aminosavakkal képzett
komplexeinek stabilitasara is. Anionos vagy kationos
ciklodextrin-szarmazékok aminosav komplexei esetében
nemcsak az iireg és pl. az aromas aminosav-rész, hanem a
ciklodextrin  feliileti toltése és az amino- vagy
karboxil-funkcidok a vendégmolekula oldalardl is szerepet
jatszanak a komplex szerkezet stabilizalasaban.® A 3. abra a

deprotonalt L-tirozin és a kationos kvaterneramino-béta-
ciklodextrin komplexének szerkezetét mutatja be NMR
vizsgalati eredmények alapjan. Jol lathaté, hogy a
zarvanykomplex szerkezetének stabilizalasaban inklazid
mellett elektrosztatikus és H-hidas kapcsolatok is szerepet
jatszanak.

Az aminosavak ¢s a kiilonféle atmérdjii kiralis ciklodextrin
iregek kozott fellepd komplexképzddés szinte kinalta a
lehetdséget az aminosavak szelektiv dusitasara, az aromas és
alifas aminosavak egymastol torténd elkiilonitésére és ezen
aminosavak enaniomerjeik elvalasztasara. A zarvanykomplex-
képzésen alapuld aminosav enantiomer elvalasztasok mintegy
600 kozlemény targyat képezik. Kiilondsen bevalt az aminosav
szarmazékolt (pl. danzilezett, fluoroforral jelolt) formainak
reszolvalasa ciklodextrinek segitségével.”8

abra
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deprotonalt L-tirozin és a kvaterner-amino-béta-ciklodextrin 1:1
molaranya komplexének szerkezete NMR vizsgalok alapjan.®

Az aminosavak- peptidek, fehérjek ¢és ciklodextrinek
komplexképzodésére jellemz6 és gyakorlatban hasznosithato
elemek:

+ A ciklodextrinek a peptidek/fehérjék hidrofob szakaszaihoz
asszocialodnak.

* A kolcsonhatas reverzibilis, klasszikus inkltzios ,,gazda-
vendég” tipust, melyet elektrosztatikus és H-hidas
kapcsolat is meger6sit.

* A ciklodextrinek oldatban tobbnyire ,dajkafehérje”
funkciot lathatnak el, azaz mesterséges chaperonként
viselkednek.

* A sok komponensii izomerelegy ciklodextrin szarmazékok
molekularis ,kaotropként”  gatolhatjdk a  fehérjék
Onszervezodését és a rendezettség és aggregacio kialakulasat
vizes oldatban.

3. A fehérje-ciklodextrin kolcsonhatas gyakorlati
jelentdsége

3.1. A ciklodextrinek hatasa a fehérjék oldékonysagara
és aggregaciojara

csokkentése, megel6zése a biologiai gyogyszerek gyartasa
¢és készitménnyé fejlesztése szempontjabol egyarant fontos
cél. A Dbiolégiai készitményekben az aggregacio
kovetkeztében a fehérjék transzportja, membranpermeécioja
és igy terapias hatékonysaga is csokken. Emiatt a
hatdéanyagok farmakokinetikdja is megvaltozhat. A fehérje
monomerek Onszervezdédése soran — egy kritikus
aggregatum-méret felett — a fehérjék immunogénné
valhatnak, akar anaphylaxist is okozhatnak. Az oldatbani
fizikai stabilitas csokkenése a készitmények lejarati idejét és
eltarthatosagat csokkentik. A  monoklonalis antitestek
kiilondsen hajlamosak aggregaciora, mert szamos hidrofob
feliilettel rendelkeznek, pH 5.0 - 7.5 kozott a nettod feliileti
toltésiik minimalis, igy a monomer egységek kozott nincs
elektrosztatikus taszitds. A ciklodextrinekkel biztosithato
nem-kovalens, gyenge-kozepes komplexképzodéssel a
fehérjék  Onszervezédése vizes oldatban eldnydsen
befolyasolhat6. A fehérjék zarvany-képzddésen alapuld -

fizikai ¢és kémiai értelemben vett - stabilizdldsa a
technologiai elényok mellett iparjogi szempontbol is
jelentds lehet (,, Compositions of matter” tipusu
¢letciklus-hosszabbités).

A ciklosporin, egy természetben el6fordulo, 1200 Dalton
molekulatomegti, ciklikus peptid, (4. abra) melynek nagy
jelentésége van a szervatiiltetések gyogyszeres tamogatasa,
az immunoszuppresszio terén. A vizben igen rosszul oldodo
hatéanyag formulazésa a gyogyszertechnologia régi, ezidaig
csak részben megoldott kihivasa.

7;*41*
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4. abra Egy terapias ciklikus peptid, a ciklosporin A szerkezete

A ciklikus peptid rossz vizoldékonysagat detergensek és
oldoszerek kombinacidjaval, mikro- és nano-diszperziok
eléallitasaval, valamint liposzomalis készitményekkel
(Neoral®, Sandimmun®) sikeriilt fokozni.® A detergens és
koszolvens tipusu adalékok ismert haranya, hogy
parenteralis uton adva az excipiensek szamos kellemetlen
mellékhatat okoznak.'® Japan és finn kutatok ismerték fel
els6ként, hogy a ciklosporin vizoldékonysaga alfa-
ciklodextrinek,  kiilondsen a  2-hidroxipropil-alfa-
ciklodextrin jelenlétében oly mértékben nd, hogy az mar a
terapids hasznalhatésagot is biztositja.!!> 12

A TT-232 jelzési igéretes sztomatosztatin analog
hepta-peptid'3  vizes oldatban fellépd aggregacioja
metil-béta-ciklodextrinnel hatékonyan gatolhatd. Az 5. abra
a hepta-peptid aggregaciojat mutatja pufferben és
dimetil-béta-ciklodextrint tartalmazé pufferben, 6 Oras
keverés utan. A hatékony aggregacio-csokkentés és
vizoldékonysag-fokozas  feltételezett oka, hogy a
heptapeptid szerkezetében a hdrom aromas aminosav
(D-Phe, D-Trp, Tyr) egyideji jelenléte tette lehetévé a
ciklodextrin dokkolasat és egy atmeneti hidrofil molekularis
burok kialakulasat.

A fehérjék és peptidek oldékonysaganak fokozasara és
aggregaciojuk gatlasara ionos ciklodextrinek kiilondsen
alkalmasak. A parenteralis célra mar tobb termékben
engedélyezett  anionos  beta-CD szarmazék, a
szulfobutiléter-béta-CD  segitségével sikeriilt termékké
formulazni egy szintetikus tetrapeptid-epoxi ketont, a
karfilzomibot. (6. abra) Ez a vegyiilet a mieloma egy
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nehezen kezelhetd fajtajanak gyogyitasaban jatszik fontos
szerepet ¢és Kyprolis® néven keriilt forgalomba (Amgen-
Onyx terméke) Az injekcios liofilizalt formulacidban 60 mg
karfilzomib hatéanyagot 3 g szulfobutiléter BCD tart
oldatban, azaz a peptid: ciklodextrin moélarany = 1:16).

Intensity (%)
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5. abra A TT-232 szintetikus hepta-peptid aggregacioja pufferben (feliil)
és dimetil-béta-ciklodextrint tartalmazo pufferben (alul) 6 6ras keverés
utan fotonkorrelacios spektroszkopiaval (CycloLab nem kozolt

eredménye)
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6. abra Kyprolis® injekcio alkotoi: a: karfilzomib pepid,
b: szulfobutiléter-BCD és c: a Kyprolis® termék

A fehérjék aggregacidjanak nemcsak a gyogyszer-
hatékonysag- és stabilitas szempontjabdl van jelentdsége,
hanem egyes betegségek kialakuldsa szempontjabol is.
Talan  legismertebb ilyen patologids  vonatkozasu
fehérjeszerkezeti valtozds ¢és aggregacid az iddskori
neurodegeneracioval és az Alzheimer-korral dsszefliggésbe
hozott jelenség. Nem meglepd, hogy intenziv kutatas folyik
a ciklodextrinek és fehérjék kolcsonhatasanak e tekintetben
torténd terapias felhasznalasat célozva. Az amyloid peptidek
aggregacidjanak gatlasara tobb ciklodextrin-féleséget is
teszteltek.'

A leghatékonyabb in vitro aggregacio gatlast —
koncentracofiiggd modon — a hidroxipropil-béta-CD
(HPBCD) mutatta. (7. abra)

5h 10h 20h

Pure AB

AB:HP-B-CD(1:1)

AB:HP-B-CD(1:2)

AB:HP-B-CD(1:5)

7. abra AFM felvételek amyloid beta- peptid aggregacidjarol HPBCD
jelenlétében 5-10-20 6ras inkubacio utan.'*

A biztatd in vitro eredményt kovetéen a Weil Cornell
egyetem kutatoi igazoltak, hogy a HPBCD szarmazék
amyloid aggregiciot gatlo hatasa in vivo is jelentkezik. !>

3.2. Ciklodextrinek a fehérjék stabilizalasara

Irodalmi adatok szerint a ciklodextrinekkel torténd fehérje
stabilizalas nem altalanosan alkalmazhat6 modszer. A kémiai
értelemben vett fehérje bomlas gatlasara csak bizonyos
ciklodextrinek  alkalmasak, leggyakrabban az  alfa-
ciklodextrint, a hidroxipropil-béta-ciklodextrint, ¢és a
metil-béta-ciklodextrint hasznaljak e célra. Az immunglobulin
G stabilitasat hagyomanyos adalékok (szahardz, poliszorbat
80) és hidroxipropil-béta-CD mellet vizsgaltdk. A magas
hémérsékleten tartott immunfehérje bomlasat a szahardz, és a
detergens is gatolta, de a ciklodextrtin-szarmazék stabilizalo
hatésat egyik adalék sem érte el.'®

Az eritropoetin egy 34 kDa molstlyu glikoprotein, melynek
kémiai stabilizalasara hidroxipropil-béta- és gamma-
ciklodextrineket alkalmaztak.'” A kétféle ciklodextrin-
szarmazék koziil a hét tagu, béta-ciklodextrin szamottevéen
jobb stabilizald hatast mutatott, mint a gamma liregmérett
szarmazek. (2. Tablazat)
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2. Tablazat 57 °C-on térolt eritropoetin formulaciok hatdanyag tartalma
10. és 20. nap utan (%)"”

Stabilizalo adalékok 10 nap utdn 20 nap utan
kontrol 40 24
HSA 0.25% 57 30
HPBCD 5% 68 55
HPBCD 20% 100 88
HPGCD 5% 46 29
HPGCD 20% 78 36

roviditések:

HSA: Human Szérum Albumin,
HPBCD: hidroxipropil-béta-CD,
HPGCD: hidroxipropil-gamma-CD

A fehérjék enzimes bontassal szembeni stabilizalasat a
gyogyszertechnologusok a szdjon at szedhetd fehérje-
készitmények  kifejlesztése  céljabol  vizsgaljak. Az
emésztorendszer fehérjebontd enzimjei mitkddésiikkel gatoljak
oralis biologiai készitmények fejlesztését. A ciklodextrinek e
tekintetben torténd alkalmazédsa sem igér tul sokat. Kezdeti
biztatd eredményeket kozoltek terapias peptidek pl. [D-Trp6,
des-Gly10] LHRH etilamid, vagy deszlorelin kimotripszinnel
szembeni stabilizaldsarol.'® Az eznimesen modositott
ciklodextrinek koziill a maltozil-béta-ciklodextrint talaltak
hatékony stabilizaloszernek, mely a Dbuzerelin-acetat
antiandrogén-hatasu peptidet és a sargatest-képzodést serkentd
(LHRH) hormont védte az alfa-kimotripszin tamadasaval
szemben. '

4. Kiilonleges ciklodextrin-fehérje kolcsonhatasok:
ciklodextrinek és a porusképzo fehérjék

A ciklodextrinek és fehérjék kozotti kolcsonhatas kiilonds
esete, amikor a ciklodextrin maga helyezkedik el egy fehérje
pérusban (csatornaban) és az ott zajlo folyamatokat
jelenlétével Dbefolyasolja. A természetben el6fordulo
porusképzo fehérjék pl. egyes baktérium exotoxinok, egy
sejtmembran  lipid  kettdsrétegébe  agyazddva, ott
onszervezddve, alakitanak nanoméreti csatornat. Ezeken a
pérusokon tobbnyire bakteridlis toxinokat juttatnak a
recipiens sejtbe, igy azokat elpusztitjak.’’ E kiilonleges
fehérje-ciklodextrin  kapcsolatnak és a  molekuldris
,»porussziikitésnek™ két gyakorlati szempontb6l fontos
terapias vonatkozasa van:

« Ujszerli antibiotikus terapia lehetdsége: a baktérium
toxinok sejtbe jutdsanak megakadalyozasa;

* Valdés idejli, automatizalt ¢és koltséghatékony DNS
szekvenalasi diagnosztikai eszkoz fejlesztése.

Ujszerii antibiotikus terapia lehetdsége: Ez esetben nem a
baktériumok elpusztitdisa a cél, hanem a baktrériumok
virulencidjanak és toxintranszportjainak csokkentése,
megakadalyozasa. Aztijszerli antibiotikus terapias elvet a 8.
abra szemlélteti.”!

Channel-

forming toxin Channel

blocking

‘o antitoxin

~,

Cytosol

8. abra A lépfene (Anthrax) bacillus fertézoképessége csokken a

bakteridlis toxinok transzportjanak cilodextrin altal torténd gatlasaval.>'

Valés idejii, automatizalt DNS szekvenalasi technika: Az
ujszerd, ciklodextrinnel segitett szekvenalasi elvet Hagan
Bayley és munkatérsai dolgoztak ki.?> 23

Az alfa-hemolizin fehérjeporusan keresztiili iontranszport
tanulmanyozasakor alakult ki az elképzelés, hogy a
fehérjeporusba iiltetett - molekularis felismeréképességgel
rendelkez6 — nanogytiri pl. egy ciklodextrin, lehetévé teszi a
sztkitett poruson athaladé molekulak azonositasat. (9. abra)

cavity of BCD

9. abra Az alfa hemolizin és benne 1il6 ciklodextrin sematikus szerkezete
A: szembdl nézve, B: feliilrél nézve .

A fenti ,,gylirli a pérusban” tipust molekularis elrendezés
alapjan fejlesztett valos ideji DNS szekvenalasi folyamat az
alabbi 1épésekbdl all:

* szigeteld szilikonrétegbe agyazott hemolizin
fehérjeporus, benne a ciklodextrin olvaséfejjel, melyen
folyamatos ionaram halad at;

* a mintaeldkészités: a DNS mintat egy exonukleaz enzim
hasitja bazisokka;

* az enzim altal lehasitott nukleinsav toredék a sziikitett
nanoporuson athaladva az olvasofej CD-hez ér, ott lassul
ill. megall, attol fiiggéen, mekkora affinitdsa van a
ciklodextrinhez, ezzel az iondramot megszakitja (minden
nukleinbazis sajatos, jellemz0 megszakitasi jelet ad).
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Az Oxford Nanopore Technologies nevii vallalat a fenti elven
alapulva mar piacra vitte a Minion nevii termékét, melyet 2014
ota folyamatosan hasznalnak gyors, koltséghatékony DNS
szekvenalasi diagnosztikai célra. (10 abra)

) 4

10. abra MinlON® lap top géphez csatlakoztatva (Oxford Nanopore
Technologies)
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Protein — Cyclodextrin Interaction in Therapy and Diagnostics

The interaction between cyclodextrins (CDs) and proteins has been
known for decades and subject of over 4000 papers. Despite the
large number of literature data often contradictory results are
reported, no generally valid conclusions have been drawn from
these non-covalent molecular interactions. The present paper
attempted to show the possibilities and limits of utility of CD
technology in formulation of proteins.

Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides. Three representatives:
alpha-, beta- and gamma-CDs, consisting of 6, 7 and 8 glucose
units, resp. can be found in the nature. The industry responded to
the growing demand by increasing the production: nowadays CDs
are produced in ten thousands of tons yearly. Even some
derivatives, such as hydroxypropyl, random methylated and
sulfobutyl beta-CD are produced in large quantities.

There are several cyclodextrin-containing products available. More
than 60 human and 10 veterinary drug formulations, hundreds of
products of the food, cosmetic and toiletry industry have been
marketed.

Most of these applications are based on complexation of small
molecules (the molecular weight falls in the range of 200-700
Dalton). In the modern biotechnology, however, the active
compounds are of larger size and larger molecular weight. The
proteins with therapeutic effect are characterized with
2000-300000 Dalton molecular weight. These molecules need
different approach. The main challenge is the stability that is the
preservation of the original structure and functionality in the
pharmaceutical formulation.

Why CD-protein interactions are so peculiar?

It is well-known that CDs form inclusion complexes with
low-polarity small molecules. The guest molecules occupy the
cavity of CDs in these non-covalent supramolecules. The diameter
of the cavity is less than 1 nm. The peptides and proteins, however
are large molecules, much larger than the CDs. This is a
David-Goliath interaction. As shown in Fig. 1 CDs associate to
certain units of proteins only, these are the aromatic amino acids.
The protein-CD interaction is realized through the reversible
inclusion complex formation between the aromatic amino acids,
such as phenylalanine, tyrosine and tryptophane and CDs. (Fig. 2)

Among the three natural CDs alpha- and beta-CD are able to form
inclusion complexes with these aromatic amino acids. The degree
of complex formation is characterized by the complex association
constant (Kass). The aromatic amino acids form complexes with
CDs in a high extent (Kass=100 1/M), leucin in a lower extent
(Kass=20 1/M), while the other aliphatic amino acids show hardly
any interaction with the CDs (Kass= 3 1/M).° Similar trends are
observed for the CD derivatives, too. In the case of anionic and
cationic CD derivatives not only the hydrophobic interactions
between the aromatic moiety of the amino acid and the cavity but
also the surface charge provided by the amino and carboxyl
functions play a role in the stabilization of the complex.

Fig. 3 shows the structure of tyrosine complexed by quaternary
amino beta-CD as determined by NMR.

The chiral CD cavity offers the possibility of enantiorecognition
utilized for the selective concentration and separation of amino acid
enantiomers described in approx.. 600 scientific papers. Especially the
derivatized (dansylated, labeled with fluorophore) amino acids can be
resolved by using CDs."™*

The main characteristics of the peptide/protein-CD interactions are
as follows:

* CDs associate to the hydrophobic parts of the
peptides/proteins.
* The interaction is reversible, the classical “host-guest”

interaction is reinforced by electrostaticforces and
H-bonding.

¢ CDs function as chaperon.

e CD derivatives are mixtures of isomers, which as
“chaotropic agents” can inhibit the self-organization,
aggregation of proteins in aqueous solutions.

Practical importance of protein-CD interaction

The main objective in the development and production of
biological drugs is the reduction of aggregation in aqueous
solution. The proteins in aggregated form behave differently
compared to their monomeric form, their transport, membrane
permeation and with this also the therapeutic effect are changed.
The large aggregates can be immunogenic and may cause
anaphylaxis. The low stability results in reduced durability and
short expiry period. The complex formation with CDs can control
the self-aggregation. Further advantage may lay in IP rights also.

Cyclosporine is a natural cyclic peptide of 1200 Dalton molecular
weight. (Fig. 4) It is used as an immunosuppressant in organ
transplantations. This drug has poor aqueous solubility which was
improved by combination of solvents and detergents, micro- and
nanodispersions, and liposomes (Neoral®, Sandimmun®). These
formulations, however, have several side-effects.’ Japanese and
Finnish researchers recognized first that the solubility of
cyclosporine can be improved to the therapeutically desired level
by alpha-CD, especially with hydroxypropyl alpha-CD (HPACD).
The aggregation of TT232, a stomatostatin analog heptapeptide,
can be effectively hindered by methyl beta-CD. Fig. 5 shows the
aggregation of the peptide in buffered aqueous solution (top) and in
the presence of dimethyl beta-CD (bottom) after 6 h of stirring. The
enhanced aqueous solubility and reduced aggregation are attributed
to the cyclodextrin complexation of the three aromatic amino acids
(D-Phe, D-Trp, Tyr) creating a provisional hydrophilic molecular
wrapping.

The CDs with ionic functionalities are especially useful for
enhancing the solubility and reducing the aggregation of proteins
and peptides. Carlfilzomib, a synthetic tetrapeptide-epoxy ketone
was formulated by anionic CD derivative, sulfobutylether beta-CD
(SBEBCD) and marketed under the trade name of Kyprolis® (the
product of Amgen-Onyx). (Fig. 6) In the lyophilized formulation
for injection 60 mg carlfilzomib is solubilized by 3 g SBEBCD
corresponding to 1:16 molar ratio.

It is intensively investigated if the aggregation-suppressing effect
of CDs can be utilized in various diseases, such as
neurodegeneration with aging and Alzheimer diseases. Several
CDs were studied for hindering the aggregation of amyloid
peptides.'* HPBCD was the most effective (Fig. 7)

CDs improve the stability of proteins against the effect of heat.
Table 2 shows that HPBCD could effectively preserve the protein
erythropoietin content upon storage at elevated temperature for 10
and 20 days.

Peculiar protein-CD interactions can be observed with the
pore-forming proteins. CDs behave as gatekeepers (Fig. 8 and 9),
which can be utilized for:

¢ hindering the entrance of the bacterial toxins into the cells
(antibiotic effect)

¢ developing real time, automated, cost-effective DNA
sequencing device.(Fig. 10)

As a conclusion the importance of protein-CD interactions are
shown by the fact that currently two marketed products are related
to these interactions:

* An injectable anticancer drug under tradename of
Kyprolis™ by Amgen,

* A real time DNA sequencing device under the name
Minion™ by Oxford Nanopore.
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