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1. Bevezetés

A székfoglalo eldadas — rendhagyd modon — egy sajatos
utazas egyes allomasait villantja fel. Ez az utazas az ELTE
TTK Trefort-kertben, tudomanyos diakkori hallgatoként
a Szerves Kémiai Tanszéken kezdodott (1975) és a Kar
koltozésével (1989) mar az ELTE lagymanyosi kampuszan
folytatodott/folytatodik. A “peptid-ut” egyes allomasait
jelzik a MTA-ELTE Peptidkémiai kutatocsoportban, a
Szerves Kémiai Tanszéken és kiilfoldi laboratériumokban
(Praga 1978, Philadelphia 1983-84, Nottingham 1988-89,
majd Kumamoto 1991-92, Kalkutta 1995, London 1997,
Konstanz 1999 ¢és Osaka 1999-00) elért eredményeket
bemutatd a tudomanyos kozlemények (http://vm.mtmt.hu),
a tudomanyos fokozatok (1980, 1986, 1993). Mindezek
kivald mesterek, elkotelezett munkatarsak, diakok €s kutatd
partnerek hatékony, multidiszciplinaris egytittmikodését
dicsérik.

A peptidkémiai targyt kutatdsok ma mar egyre inkabb
lehetdvé teszik, hogy e vegyiiletek segitségével
megérthessiik egyes fehérjék miikodését, e molekulak
és sejtek kozotti kolcsonhatasok természetét, szerkezeti
feltételeit. E felismerések alapjan lehetdség nyilik arra, hogy
az orvosi - terapias és/vagy diagnosztikai — gyakorlatban
is alkalmazhato vegyiiletek (biologikumok) megjelenjenck
a gyogyaszatban. A kovetkezOkben a kutatdcsoport két
tertileten elért eredményeit tekintem at — a teljesség igénye
nélkiil.

A fehérjék immunvalasz kivaltasaért felelos szakaszainak
(antigéndeterminansok, epitopok) azonositasa jelentds
mértékben segiti a mesterséges vakcindk, illetve az
immunrendszerben mikodd felismerésen (pl. ellenanyag —
antigén, sejt — antigén) alapuld szintetikus diagnosztikumok
kutatasat.'>? A fehérjék antigén-szerkezetének ismertében
felvetddik az elméleti probléma: hogyan lehet olyan kémiai
struktirdkat megtervezni ¢s létrehozni, amelyeket az
immunrendszer akar természetesnél is ,.kedvezobb” modon
ismer fel. A kutatds soran olyan molekulakat, peptideket
és peptid-konjugatumokat kivanunk kialakitani, amelyek
alkalmasak lehetnek biztonsagos és hatékony vakcinaként
mukddni, megfeleld erdsségili és specificitdsti immunvalaszt
indukalnak, és védelmet alakithatnak ki példaul bizonyos
tumoros megbetegedések, virus- vagy parazitafertdzéssel
szemben. E peptid-szarmazékok — szerkezetiiktol fiiggéen
— alkalmasak lehetnek egyes betegségek (példaul herpesz
szimplex virus, tumor, autoimmun betegségek, allergia)
korai kimutatasara, és/vagy a kezelés hatékonysaganak
monitorozasara. *>¢

A kutatds masik irdnya azt vizsgélja, milyen feltételek
teljesiilése sziikséges ahhoz, hogy egy hatéanyag (pl.

gyogyszer) molekula az érintett (cél)sejtbe jusson ugy,
hogy egyidejlileg ne veszélyeztesse az egészséges sejteket.
A molekulaszerkezet ¢és a “célbajuttatd” sajatsag kozotti
Osszefliggések feltarasa soran egyfeldl meg kell ismerni a
célsejt (pl. tumorsejt, vagy fertdzott sejt) és az egészséges
sejtek kozotti szerkezeti, miikodésbeli kiilonbségeket.
Masfeldl olyan 4j molekulakat kell tervezni, szintetizalni,
amelyek jellemzéen a célsejteken fejtik ki hatasukat. Ilyenek
lehetnek azok a biokonjugatumok, amelyek — egyszerii
esetben — két alkotorészbdl allnak: az egyik komponens
olyan peptid vagy fehérje, amely képes kotddni a ,,célsejt”
felszinén elhelyezked6, membranba agyazddott, kizarolag
vagy dontd mértékben a célsejtre jellemzd struktirakhoz.
A masik alkotorész a sejt elpusztitasara — kis mennyiségben
is — képes hatoanyag. A kutatds célja e két alkotorész
,megtalalasa”, kivalasztasa ¢s annak kikisérletezése,
hogy az egymashoz kapcsolds (konjugalas) soran mely
molekularészt lehet a masikhoz ugy kapcsolni, hogy
egyik partner se veszitse el funkcidjat (célfelismerés vs
sejtpusztitas).”s:°

2. Elagazo lancu polipeptidek

A kutatas els6 szakaszaban egy olyan polipeptid moleklula
csalad kialakitasara torekedtiink, amelynek segitségével
egyrészt tanulmanyozni lehet a primer struktura (aminosav
sorrend, aminosav Osszetétel) és a térbeli elrendezddés
(oldatbeli konformacid) kozotti osszefliggéseket, masrészt a
kémiai szerkezet befolyasold hatasat funkcionalis, relevans
biologiai sajatsagokra.

Az altalunk valasztott, polimer tipusi polipeptidekben a
polilizin gerinchez kiilonbozé felépitésii, rovid peptid-
oldallancok kapcsoldédnak (1. &bra). Az oldallancvégi
aminosavak megvalasztasaval létre lehetett hozni, olyan
vegyiileteket, amelyek — monomerenként — egy vagy két
pozitiv toltést (AK vagy KAK), egy pozitiv és egy negativ
toltést (EAK), egy vagy két negativ toltést (Ac-EAK
vagy Succ-EAK) hordoznak és ennek megfelelden rendre
polikationként, amfoter vegyiiletként illetve polianionként
viselkednek vizes kozegben. 11112

Ezen 1) vegyiiletcsalad szintézisét, kémiai jellemzését
kovetden bizonyitottuk az enzimatikus lebonthatosagot.
CD spektroszkdpiai vizsgalatok alapjan észrevételeztiik,
hogy a lancvégi aminosavak minemiisége — a t6ltés mellett
— meghatarozé az oldatbeli térszerkezetre nézve: alifés,
aromas oldallincu aminosavak (pl. Leu, Phe) jelenléte
a terminalison rendezett polypeptid konformaciét hoz
létre, mig az amfoter Glu azonos pozicioban rendezetlen
térszerkezetet eredményez — azonos koriilmények kozott
(2. 4ébra). Az oldallancvégi aminosav minemiisége

*A dolgozat Hudecz Ferenc az MTA levelez6 tagja 2011. szeptember 21.-¢n tartott akadémiai székfogal6 eléadasanak alapjan sszeallitva.
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1. Abra. Elagazo lancu, polilizin gerincii polipeptidek sematikus szerkezete, ahol A = Ala, K = Lys, E = Glu, S = Ser.

(pl.  hidrofobicitasa) ¢és a molekula toltésviszonyai
meghatarozoak a polipeptid foszfolipid modelmembranon
kifejtett aktivitdsaban, az atjarhatdosagban. Egereken
végzett kisérletek bizonyitottak a toltés kiemelt szerepét a
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Biodisztribucié

keringésben toltott iddre illetve biodisztribucidra nézve. A
lancvégi aminosavak konfiguracioja ugyancsak jelentsen
befolyasolja a vegyiilet immunvalaszt kivaltdo képességét.
Ugyanakkor ezen polipeptid csalad tagjai nem mutattak
citotoxikus hatast in vitro. 131416
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2. Abra. Elagazo lancu, polilizin gerincii polipeptidek tulajdonsagai, a primer szerkezet és az oldatbeli térszerkezet (CD spectrum), az biodisztribuci6 (jelenlét
a vérkeringésben), az in vitro citotoxicitds HeLa sejteken és az immunogenitas Balb/c egereken kozotti dsszefiiggés. A = Ala, K = Lys, E = Glu, S = Ser, F =

Phe, L=Leu.
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3. Fehérjék antigénszerkezete, peptid epitépok
azonositasa

A fehérjék, glikoproteinek immunvalaszt  kivaltd
képességének, valamint a specifikus immunfelismerés

(ellenanyag- illetve T-sejt receptor-kotddés) molekularis
szintli értelmezéséhez jelentés mértékben jarultak hozza
azok a fehérjekémiai, elvalasztas-modszertani eredmények,
amelyek lehetové tették az immunvalaszért felelés human
citomegalovirus fehérjék azonositasat, izolalasat és az
aminosav sorrend megismerését (3. abra). ' 18
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3. Abra. Immunogén sajatsagu virus burok fehérje antigénszerkezete valésziniisitésének gondolatmenete.

Az 1980-as évek elején széleskori kutatasok indultak meg
annak tisztdzasara, hogy a fehérjéken beliil mely szakaszok
jatszhatnak meghatarozoé szerepet a specifikus immunvalasz
kivaltasaban. A fehérjék “epitop-térképének” (antigén
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(4. abra).
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4. Abra. Immunogén sajatsagi fehérje valoszinisitett antigen-szerkezetének (epit6p “térképének™) kisérletes bizonyitasara kidolgozott, peptid-alapu

stratégiak.
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Funkcionalis (biologiai) szempontbdl e szakaszok (epitopok,
antigéndeterminansok) kétfélék lehetnek: azegyik csoportban
tartoznak azok a 8-13 aminosavbol allo fehérjerészletek,
amelyeket a T-sejtek ismernek fel, mégpedig a fehérje
enzimatikus feldarabolddasat kovetden (T-sejt epitopok).
A masik csoportba sorolhatok azok a fehérjeszegmensek,
amelyek az ellenanyag molekulakhoz kétddnek (ellenanyag-
vagy B-sejt epitopok). Szerkezeti szempontbol az epitopok,
lehetnek “szekvencialis” (egymdasutani aminosavrészek altal
meghatarozott) illetve topografias (térben egymashoz kozeli
aminosavrészek altal meghatarozott) antigéndeterminansok.
Erdemes megjegyezni, hogy a T-sejt epitopok az eldbbi
csoportba tartoznak, mig a B-sejt epitdpok lehetnek ilyenek
¢s olyanok is. Munkank soran az ,,atfed6” és/vagy ,,csokkend
hosszusagu” peptid-stratégia egyiittes alkalmazasaval, és az
altalunk kidolgozott ,,kombinatorikus kémiai” megkdozelités
segitségével 202! (4. 4abra) az elmult évtizedek soran
hozzajarultunk a herpesz szimplex virus egyik burokfehérje,
22 a tumoros elvaltozas kimutatasaban fontos szerepet jatszo
mucin-1?* és mucin-2* fehérjék, illetve a M. tuberculosis
baktérium egyes proteinjeinek  antigénszerkezetének
meghatarozasahoz. %

4. Epitép peptidek, szintetikus immunogének, antigének

Az elézéekben leirt elméleti-predikcids stratégia és kisérletes
megkozelitések segitségével azonositott fehérjeszakaszok
(epitopok) szekvencidja alapjan — elsdsorban szilard
fazist szintézissel — oligopeptideket, ezek szarmazékait és
konjugatumait allitottunk eld.

Ezekkel a szisztematikusan modositott szerkezetli peptid
epitop vegyiiletekkel (pl. gytriibe zart, sokszorozott, vagy
a lebegd szakaszokkal atalakitott) tisztazni kivantuk, hogy
az immunfelismerés hatékonysaganak (ellenanyag-kotodés,
MHC- illetve T-sejt receptor kotddés illetve immunvélasz
kivaltasa) megodrzése /javitasa mellett, milyen lehet6ség
nyilik mas, relevans tulajdonsagok (pl. védelem a gyors
enzimatikus lebomlas ellen) kialakitasara. E kisérletekhez
topografias vagy szekvencidlis ellenanyag (B — sejt) illetve

szekvencialis T-sejt epitop peptideket valasztottunk (5.
abra).

topogrdfids epitdp szekvencidlis epitép

JRigzitett” térszerkezet i
- ciklopeptidek Lebegd" régidk 5?::?:;:2::;&
- .scaffold” kimérdk - konjugdlds

5. Abra. Szekvencidlis és topografids ellenanyag (B-sejt), valamint T-sejt
epitopot tartalmazd peptidek szerkezete modositasanak lehetoségei.

A herpesz szimplex (l-es tipus) D glikoprotein
fehérje (HSV gD-1) N-terminalis szakaszan lokalizalt
‘LKMADPNRFRGKDL*  szakasz B-sejt epitopként
viselkedik és — rontgen krisztallografiai adatok alapjan
- béta-kanyar masodlagos szerkezetet vesz fel receptor
kotédése soran. Ezen megfigyelések alapjan elkészitettiik
e szekvencianak megfeleld peptidet, valamint a 11-es és
20-as pozicioban szerepld aminosavak megfeleld cseréjével
kialakitott, kétféle ciklusba =zart valtozatat. A linearis
peptidhez képest a ciklusos peptidek ellenanyagkotodése
harom nagysagrenddel csokkent.

Ugyanakkor ciklusosos szerkezet 1étrehozasaval kedvezden
lehetett befolydsolni az epitop peptid enzimatikus
lebomlésat lizoszoma preparatumban. A fenti fehérje egy
masik részén azonositott epitop szakaszt tartalmazé peptid
(**LLEDPVGTVA?7) ciklusos szarmazékai a ciklust
1étrehozo kovalens kotés minemiiségétol fiiggden joval
nagyobb stabilitast mutattak, mint a linearis valtozat: tioéter
> amid > diszulfid kotés (6. abra).”’
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6. Abra. A HSV gD-1 fehérjén azonositott epitdp szakaszt tartalmazo peptid (*LLEDPVGTVA2) tioéter, amid vagy diszulfid kotésii ciklusos szarmazékai.
A linedris és a ciklusos szarmazékok stabilitasa patkany lizoszoéma preparatumban.
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A linearis B-sejt epitdp peptidek illetve a T-sejt epitopot
tartalmazé peptidek sokszorozasa elényosen befolyasolhatja
az ellenanyag % illetve T-sejt ** felismerést. A HSV gD-
1 fehérje epitopot tartalmazé °LKMADPNRFRGKDL?*
peptid és  makromolekularis  hordozohoz  kapcsolt
szarmazékai (konjugatumok) ellenanyagkotodése jelentosen

207
0Dy,

KLH

eltért egymastol. A hordozod szerkezetétdl fluiggden -
azonos szubsztitucié fok mellett — a kotdédés mértéke egy
nagysagrenddel javult (pl. szekvencialis oligopeptid vagy
elagazo lanct Leu tartalmu polipeptid alkalmazéasakor) vagy
akar két nagysagrenddel csokkent (pl. KLH fehérje hordozd
esetén). 8%

¢ (pmol peptid/100 ;L)

Az epitdp ,térszerkezete” a
konjugdtumban (SOC és T20)
és a kristdlyban.

7. Abra. A HSV gD-1 fehérjén azonositott epitop szakaszt tartalmazo peptid (*LLEDPVGTVA7) tioéter, amid vagy diszulfid kétésii ciklusos szarmazékai.
A linedris és a ciklusos szarmazékok stabilitasa patkany lizoszoéma preparatumban.

A M. tuberculosis fertdzés/érintettség kimutatasara hasznalt
PPD proteinkeverékhez hasonldan a baktérium 38 kDa
illetve 16 kDa fehérje is tartalmaz tobb T-sejt epitop régiot.
Ha az altalunk tanulményozott szakaszoknak megfeleld
epitop peptideket (rendre **DQVHFQPLPPAVVKLSDALI
36 jlletve *'SEFAYGSFVRTVSLPVGADE!"?) ugyanazzal a
polipeptiddel konjugéljuk és PPD+ személyek limfocitainak
T-sejt valaszat tanulmanyozzuk, azt vehetjiik észre, hogy a
“szabad” peptiddel szemben a konjugalt vegyiilet jelentds
immunvalaszt valt ki és ezaltal jelzi az érintettséget. *!

Az azonos epitdp peptidek szamanak (,,kdpiaszam™)
novelése egy vegyiileten beliil a specifikus immunvalasz
hatékonysagat is eredményezheti. Halalos dézisi HSV
virussal fertdzott egerek tulélése jelentésen nott attdl
fuggben, hogy az elézetes immunizalashoz szabad
vagy konjugalt epitdp peptidet illetve a konjugalashoz
milyen hordozét valasztottunk (7. abra). A vakcinacid
az AK elagazo lanci polipeptiddel konjugalt epitdp
— akar az egyik CLKMADPNRFRGKDL?), akar a masik
(**LLEDPVGTVA*") peptid esetében — az allatok 50 %-at
megmentette a pusztulastol. >

Az epitdp peptidek szerkezetét ciklizalas és sokszorozas
mellett az epitop sajatsagért (specifikus kotddés) felelds
epitop ,,mag” N- és C-terminalisan elhelyezkedd ,,lebegd”
régiok kicserélésével szintén at lehet alakitani. Ezzel a
»mag” szakasz ellenanyag kotodése B-sejt epitdp esetében
(vagy MHC- illetve T-sejt receptor kétddése a T-sejt epitop
esetében) megvaltoztathato. 3* Kisérleteink bizonyitottak,

hogy a ,lebegd szakaszok” tugy is kialakithatéak, hogy
az optimalis kotddés megtartasa mellett a peptid epitop
rezisztens legyen mind a szérum, mind pedig a lizoszomalis
enzimek hidrolizist segité katalitikus aktivitasaval
szemben. Ha példaul a mucin-2 glikoprotein egyil B-
sejt epitopjat tartalmazé peptidben (TPTPTGTQTPT) a
»magot” (PTGTQ) korilvevd L-aminosavak egy részét
D-konfiguracioju izomerre cseréljikk (tpTPTGTOQtpt, ahol a
kisbetli a D-izomert jelenti), akkor olyan analég peptidhez
jutunk, amely megtartotta teljes ellenanyag kotédését €s
nem bomlik le testfolyadékokban (8.4bra). 3* Az értelmezést
segiti a két peptid (oldatbeli) szerkezetének Osszevetése
NMR spektroszkopiaval. **

Az illusztracidként bemutatott példak jelzik, hogy a peptid
epitopok szerkezetének modositasaval (pl. gytiriibe zaras,
sokszorozas, a lebegd szakaszok atalakitasa) novelni
lehet az immunfelismerés hatékonysagat, valamint az
immunvalasz kivaltd képességet. Ezzel egyidejlileg ki
lehet alakitani olyan sajatsagokat, amelyek alkalmassa
tehetik e peptideket, peptid-biokonjugatumokat tumoros
(emlo, vastagbél karcinoma), fert6z0 (herpesz simplex
virus, M. tuberculosis), valamint autoimmun (rheumatoid
arthritis, Crohn szindroma) betegségek korai kimutatasara,
a kezelés eredményességének monitorozasara €s esetenként
vakcinacioval torténd megeldzésére. Kutatasaink az
“érdeklodés-vezérelt” alapkutatdsok csoportjaba tartoznak.
Adataink azonban —reményeink szerint is — hozzajarulhatnak
a korszeri diagnosztika ¢és/vagy terapia eszkoztaranak
bovitéséhez.

118 évfolyam, 1. szam, 2012.
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8. Abra. A lineéris B-sejt epitop peptidek sokszorozasa elonydsen befolyasolhatja az immunvalasz kivalto képességet. Haldlos dozist HSV virussal fertozott
egerek tulélése szabad vagy konjugalt epitdp peptiddel CLKMADPNRFRGKDL? vagy **LLEDPVGTVA?7) tortént immunizalds utan: az eldgazd lancu
polipeptid hordozo hatasa. A= Ala, K =Lys, L = Leu.

Ellenanyag kotddés Enzim stabilitds
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9. Abra. A mucin-2 glikoproteinen azonositott epitop szakaszt tartalmazo peptid (TPTPTGTQTPT) szerkezetének modositasa, az NMR szerkezetek
Gsszevtése: az epitdp ,,magot” (PTGTQ) koriilvevd L-aminosavak egy részének D-konfiguracidji izomerre cserélése a teljes ellenanyag kotodés
megmaradasa mellette enzim rezisztens analogot eredményezett.

5. Célbajuttatas fehérje- vagy peptid-konjugiatumokkal (,»Zauberkugeln”, ,,magikus goly6”) Carl Maria von Weber

»A blivés vadasz”,,,Der Freischiitz’) cimii operajabol
Hatoanyagok ,,célsejte juttatasanak™ koncepcidjat Paul kolcsonodzte. Napjainkra ezen elv a gydgyszerkutatas
Ehrlich fogalmazta meg (Nobel dij, 1908).* A kifejezést egyik stratégiai fontossdgu iranyava valt. Amennyiben
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a kivalasztott vegyiilet csak a ,beteg” sejtbe jut,
csokkenthetové valik a mellékhatasok stlyossaga, mértéke
és kisebb lehet a terapias ddzis, valamint javithato a terapias

hatékonysag. Ehrlich rajzai mai is relevansak, holott
keletkezésiik idején semmilyen olyan kisérleti adat nem
allt rendelkezésre, amely megalapozta volna az abrazolt
receptor-ligandum kolcsonhatast (10. abra).

H&5
; 845
| . ]
| -"'"---_._._.___.___\ «7.35
= s
791T/36
T T T

Hé5 791T/36

10. Abra. P. Ehrlich elképzelése sejtfelszini receptorhoz valo kotédésrél. Tumorspecifikus monoklonalis ellenanyagok (H65, 791T/36) izoelektromos pontja,
daunomicin konjugatumaik specifikus kotddése tumorsejt felszini strukturdhoz: a szubsztitucio mértékének hatésa.

A fehérjék illetve peptidek, amelyekhez kovalens kotéssel
kapcsolddik hatéanyag és/vagy riporter (pl. fluoréfor,
radioaktiv ligandum) molekula két csoportba oszthatok: az
egyikben a hordozé (pl. monoklonalis ellenanyag, hormon,
MHC ligandum/T-sejt epitop) rendelkezik a célsejtet
felismerd szerkezettel. Ez alkalmassd teszi arra, hogy
sejtfelszini strukturdkhoz (pl. hormon receptor, ligandum
akceptor, enzim kotohely) specifikusan kotédjon. A masik
hordozdi csoportba tartoznak azok a fehérjék és peptidek,
amelyek nem rendelkeznek sejtfelismerd —szerkezeti
egységgel (vagy ez még nem ismert), de sejtbe torténd
felvételik — valamilyen oknal fogva — egyes sejttipusok
részérél kedvezményezett, s igy a hozzajuk kapcsolt
molekula (,,cargo”) e sejtekben nagyobb koncentracidban
lehet jelen (11. abra).

Kutatasaink (szintézis, szerkezeti és fukcionalis jellemzés)
parhuzamosan folytak/folynak fehérje (mono- és poliklonalis
ellenanyag), oligopeptid (pl. sejtpenetrald peptidek, MHC
ligandum/T-sejt epitop), valamint polipeptid (elagazo lancu
és szekvencialis polipeptid) hordozokkal. K6zos sajatsaga
ezen kisérleteknek, hogy a ,,cargo” jellemzden tumorellenes
(antraciklin, f6lsav-antagonista, hormon — antagonista *’,
vinka alkaloid, ferrocén szdrmazék) vagy antimikrobidlis
(izoniazid %, metotrexat) hatasu szer illetve riporter
molekula (fluoreszcein, oxazolon szarmazék *, kelator %)
sajatsagu vegyiilet.!316:41

A daunomicin (Dau) kovalens kapcsolasa sejtfelszini
struktarakat szelektiven felismer6 monoklonalis

ellenanyaghoz (H65, 791T/36) javithatja a konjugdtum
tumorellenes hatasat (10. abra). A fehérjék Lys oldallancain
az amino-csoportokhoz konjugalt Dau molekulak szamanak
novelése — ami eldnyds lehetne a hatds szempontjabodl
— ronthatja a sejtfelszini strukturdkhoz torténd kotodés
mértékét (lasd 791T/36 ellenanyag, 10. abra), a konjugatum
szelektivitasa csokken.

Felismerd egység

-

e
-

IGEN * -
S o NEM
Pratein 7 I N
-Monoklondlis ellenanyag | . T | \‘
~Integrin \ fraein [ Peptid
| -Fibrinogén | ept )
\ -Albumin {i = Eenetratin
. | - Oligoarginin
| Peptid /
/ - Hormon i
_.-Jr - Enzim szubszirét o _
Szintetikus polimer
Peptid * \‘_.
-HSV gb s
-polio fragmens Biodegraddbilis Mem-biodegroddbilis
-MHC ligandum -Poli-ce-aminosav -HPMA

-Eldgazélénci polipeptid -DIVEMA

-Szekvencidlis polipeptid
11. Abra. Fehérje, peptid illetve polimer hordozok csoportjai a
célfelismerés” alapjan.

Ez a jelenség azonban jelentdsen fiigg az ellenanyag fehérje
kémiai sajatsagaitol (pl. a Lys aminosavrészek szekvencialis
pozicidjatdl, szamatol, az izoelektromos pont nagysagatol).
Példaul a H65 ellenanyaghoz nagyobb szamban lehetett
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12 Magyar Kémiai Folydirat - El6addsok
— azonos kotéssel — daunomicint konjugalni anélkiil, hogy oldatbeli térszerkezet) vonatkozasaban térjenek el. Ez
jelentdsen csdkkent volna a konjugatum tumorsejthez vald a szisztematikusan megvalasztott molekulakbdl —alld

kotddése (lasd 10. abra). +

Az elagazd lancu polimer polipeptid hordozdok csoportjat

hordozé-csoport lehetdséget adott annak tanulmanyozasara,
hogy a hordozé hogyan befolyasolja a hozzad kovalensen
kapcsolt ,,cargo” tulajdonsagaira? E program keretében

(1. abra) ugy terveztiik, hogy az egyes vegyiiletek szintetizaltunk tobbféle hatéanyagot, riporter molekulat
egymastol meghatarozott tulajdonsagok (pl.  toltés, tartalmazo konjugatumokat (13. abra).
METOTREXAT SHH N
=] COOH |
- k// . DAUNOMICIN
NH, |'/\“~ “wi~ " coon _
Q
N | ch//\"/ = Q OH (n] OCH 4
HN Bt T l \ / ‘;
l’_\
HO :
P-BORONO-PHE T
\\0 OH (8]

Nogoly T
/ \ . _/“_\_ (f \_coon

KARBOXI-FLUORESZCEIN

HO-_ \r;O
,C—0OH
|
0

0

R

L5
=z
b
I
O=0)

Gn-Rh ANTAGONIST
MI-15644

D-Tip-D-Cpa- D-Tip-SF- D-Lys-LRP-D-Ala

DIETILEN-TRIAMIN-PENTAECETSAV

COOH

HOOC COOH

IZONIAZID

12. Abra. Néhany, elagaz6 lanci, polilizin gerincii polipeptidekkel konjugalt hatéanyag (daunomicin, metotrexat, GnRH hormon analég, izoniazid, p-borono-
Phe) és riporter molekula (karboxi-fluoreszcein, dietilén-triamin-pentaecetsav).

Az amfoter sajatsagu, oldallanc végeken Glu aminosavat
tartalmazo eldgazd lanct polipeptiddel konjugalt Dau
(cAD-EAK) L1210 leukémidban szenvedd egereken
végzett allatkisérletekben teljes tulélést eredményezett (12.
abra).!** A kezeletlen vagy csak daunomicinnel illetve a
polipeptid ¢és Dau keverékével kezelt allatok 10-24 napon

beliil elpusztultak. Ezzel szemben, az azonos dézist kezelés,
amelyet az oldallanc végeken Ser aminosavat tartalmazo,
polikationos polipeptidhez — azonos kotéssel — kapcsolt
daunomicinnel (cAD-SAK) végeztiink nem eredményezett
tulélést, az allatok 24 napon beliil elhaltak. E megfigyelés
vilagosan dokumentdlja a hordozé molekula komplex
szerepét a Dau tumorellenes hatasara nézve. *

NH.* Glu (E)
oo NHy &~ tilél6k szdma
olelo}
6 4 — bt = =t t—t—t—+ +
cAD-EAK
(10 mg/kg Dau)
4 v—
00"
coo-  NHy
HN 3 —v
EAK+D
H,C ) cooH \'3‘“-I o +:" .
DJ“ 2 4 —A—A—A—g—A—A K30 mp/kg +.Dime /)
OH
MNH
L kontrol
G L0 | 1 4 v—v—A—A b Ak
oMe 0 QH o EAK
L]
| | OH 0 L 1 L T o T o T o T T ol T I !/_!
3 " 8 10 12 14 16 18 20 22 24 60
1 "3
{ ) idé (nap)

13. Abra. Az amfoter sajatsagu, oldallanc végeken Glu aminosavat tartalmazo elagazo lanct polipeptiddel (EAK) konjugélt daunomicin hatdsa L1210
leukémiaban szenvedo egerek tulélésére. A = Ala, K =Lys, E = Glu, cAD = cis-aconitil-Dau.
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A hatas kiilonbség elemzésére iranyuld kutatasok
eredményei arra utaltak, hogy a kétféle konjugatumbol
(cAD-EAK vs cAD-SAK) — azonos koriilmények kozott
— lényegében azonos kinetika szerint szabadul fel a hatasért
felel6s szabad daunomicin és hasonld mértéki a kiilonb6z6
sejtvonalakon tapasztalt in vitro citoxikus hatas is. Jelentds
kiilonbséget lehetett észlelni ugyanakkor a sejtfelvétel
mértékében sejtkultirdkban in vitro illetve a biodisztribucid
jellemzdiben i.v. kezelés utan (véraramban eltoltott ido,
szoveti megoszlas). Ezek az egybeesések ¢s kiilonbozoségek
megegyeznek a polipeptid hordozok esetében leirtakkal,
azaz a konjugatumok sajatsagaira a hordozé molekularész
markans hatassal van. 454

A Leishmania donovani parazitafertézés elleni szert
(metotrexat, MTX), valamint elagazé lancu, polikationos
sajatsagu polipeptid makromolekulat tartalmazd
konjugatumok hatasanak 6sszehasonlitd vizsgalata szerint a
hordozé polikationos polipeptidek oldallancanak felépitése
fontos szerepet jatszik az allatkisérletekben tapasztalt (in
vivo) fertdzés ellenes hatas 1étrejottében.

A kezeletlen, a szabad vagy polipeptid + MTX keverékkel
kezelt allatokhoz képest, az MTX — ALK konjugatum,
amelyben a Leu aminosav a polilizin gerinchez kozel
helyezkedik el, a parazitaszam dramai csokkenését
eredményezte (15. abra). *47
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~ T -
§ oo - . a
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& 02—
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kezeletlen MTX ALK MTX+ALK  MTX-ALK
kontroll keverék

14. Abra. A polikation sajatsagi, oldallanctéveknél Leu aminosavat tartalmazé elagazo lancu polipeptiddel (ALK) konjugalt metotrexat (MTX) hatasa

Leishmani donovani parazitaval fertdzott tengeri malac 1ép parazitaszamara.

Az in vivo kisérletek jelentds kiilonbségeket mutattak a
konjugatumok (tumorellenes illetve L. donovani fertézés
ellenes) hatasaban. E jelenségek értelmezésére mind a sejt,
mind pedig a szervezet szintjén tovabbi kutatasi programokat
inditottunk.

Ujabb kisérleteink arra utalnak, hogy a szabad hatéanyag, a
monoklonalis fehérjével vagy az elagazé lancu polipeptiddel
konjugalt szarmazék felvétele a sejtek (pl. szenzitiv illetve
rezisztens tumorsejtek, makrofagok) részérél egymastol
eltérd mechanizmus szerint valdsul meg. A kismolekulak
altalaban diffuzid utjan, a receptor felismerd egységgel
rendelkezé ellenanyag konjugatum receptor medialt
endocitozissal, mig a szintetikus polipeptid konjugatumok
folyadék fazisu endocitozissal jutnak a sejtbe (16. abra).
Kimutattuk azt is, hogy e konjugatum csalad esetében — a
hordozd szerkezete altal meghatarozott mértékben — az A
tipusu scavenger receptor is részt vesz a folyamatban. 464849

A molekulaszerkezet (a hordozo felépitése, a kotéstipus a
hordozé és ,,cargo” molekularész kozott) és a bioldgiai hatasa

makropinocitézis

receptor medidlt
diffuzié F endocitézis
/(@M

endoszoma

folyadék fazisi

5%
ol

&\

)
% ) Y =
S N~ f

15. Abra. Vegyiiletek sejtbejutasanak f6bb modozatai.

kozotti  osszefiiggések feltarasa 1ényegét tekintve a
felfedezo kutatas” igazi célja és orome. Az Osszefiiggések
alapjan eldallitott, a korabbi térekvéseknél hatékonyabbnak
mutatkozo vegyliletek pl. a tumorellenes szert (Dau), vagy
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a Leishmania donovani parazitafert6zés elleni szert (MTX),
valamint polipeptidet tartalmazé konjugatumok pedig 1j
iranyokat jelolhetnek ki vagy 1étez6 iranyokat erdsithetnek
meg a gyogyszerkutatas ezen teriiletein.

6. Kitekintés

A Dbiokonjugatumok kutatasa, idokoézben, az 1990-es
évek elején az érdeklddés eldterébe kertilt. Ennek egyik
oka az volt, hogy az irodalomban hidnyoztak azok a
szintézismodszerek, analitikai eljarasok, amelyekkel jol
definialt szarmazékokhoz, 0j — a komponensek elényds
sajatsagait kombinald - konjugatumokhoz lehetett jutni. E
kutatasok fontossagat jelzi az a tény is, hogy az Amerikai
Kémiai Tarsasag 1990-ben inditott folyoiratot (Bioconjugate
Chemistry). >

A fenti rovid és vazlatos ismetetés jelzi, hogy a teriilet,
mind biomolekuldris kémiai, mind pedig gydgyszer- ¢&s
vakcina-kutatasi vonatkozasban nemzetkozileg fontosnak és
eredetinek tekinthetd.

A biokonjugatumok  kutatdsa terén elért eddigi
eredményeink izgalmasak ¢s biztatéak. E témakorben az
ELTE - Doktori Iskola keretében hét PhD dolgozat, tobb
mint 20 szakdolgozat sziiletett, jelenleg is tobb PhD hallgato
¢s egyetemista dolgozik valamilyen kapcsolddo kutatasban.
Eredményeink elismerésének is tekinthet6, hogy e cikk
szerzOje — felkérésre - 1998-t6l a Bioconjugate Chemistry
»Advisory Board” tagjaként, 2007 ota pedig Associate
Editorként vesz részt a szakteriilet vezetd folyodiratanak
munkajaban.

A biokonjugatumok tjabb generacioit - ideértve a kiillonb6z6
kiméra vegyiileteket is - széles korben hasznaljak alap ¢€s
alkalmazott kutatasokban. Kiemelten intenziv kutatdsok
harom tertileten folynak: a) hatéanyag-peptid konjugatum
terapeutikumok  szintézise a gydgyhatasu vegyiiletek
hatékonysaganak fokozasara, b) mesterséges antigének/
immunogének kutatisa szintetikus vakcindk vagy immun-
diagnosztikumok céljara, c) bioszenzorok, valamint izotop/
fluorofor-konjugatumok kialakitdsa sejtanalitikai célra,
proteomikai kutatasok céljara. 315253

Koszonetnyilvanitas

Az  eclbadasban  bemutatott eredmények tanaraim,
munkatarsaim, a laborban dolgozéd doktori hallgatok,
szakdolgoz6 és tudomanyos diakkorés diakok, valamint
hazai és nemzetkozi egylittmiikodd partnerek sokéves
munkajat tukrozik. Koszonom professzoraim, fSzekerke
Maria tud. tandcsado, fGergely Janos egyetemi tanar,
akadémikus, Kovdcs Janos egyetemi tanar, Kucsman
Arpad egyetemi tanar ¢s Medzihradszky Kalman egyetemi
tanar, akadémikus tamogatasat, tanacsaikat. Koszonom,
hogy a diploma illetve a doktori fokozat megszerzése
utan fDr. Karel Blaha (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Prague), Prof Stanley A. Plotkin (Wistar
Institute, Philadelphia), Prof. Robert W. Baldwin (University
of Nottingham), Professor Hiroshi Maeda (Kumamoto
University), Prof. Yasutsugu Shimonishi (Osaka University)
¢s Dr. Juraj Ivanyi (MRC, London) munkatarsaként sokat

tanulhattam laboratoriumaikban az elmult évek soran.

Koszonom az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport
korabbi ¢és jelenlegi munkatirsainak az élvezetes
egyluittmikodést. Koszonom annak lehetéségét, hogy
szamos elkotelezett PhD hallgaté doktori munkdjanak
megvaldsitasaban témavezetoként kozremiikod-hettem. 346

Ko6szonom azoknak, akik segitették és segitik a napi munkat
a laborokban, az iroddkban.

Ko6szonom, hogy egyiitt dolgozhattam {Dr. Michael R.
Price (University of Nottingham), $Dr. Claudio Vita (CEA,
Sacley), Prof. Asoke Ghose (Bose Institute, Calcutta)
kollégakkal és évtizedek ota egylitt dolgozhatok Prof.
David Andreu (Pompeu Fabra University, Barcelona),
Prof. Michael Pryzbylski (University of Konstanz), Prof.
Francesco Dieli (University of Palermo) ¢és Prof. Shiroh
Futaki (Kyoto University) kutatokkal.

Koszonom  csalddom minden tagjanak, kiilonosen
feleségemnek Gabinak, fiaimnak Gergdnek és Andrisnak,
testvéremnek Istvannak, hogy segitettek a térkép olvasasat,
velem tartottak e kiranduldson, a ,,peptid-uton” itthon és
kiilfoldon.

Koszonomaz MTA, azELTE, az OTKA, valamint a Népjoléti
Minisztérium, Miivel6dési és Kozoktatasi Minisztérium, az
NKTH (és utodaik), tovabba az NKFP, a GVOP, a TéT
alapitvany (Magyar-Spanyol, Magyar-Francia, Magyar-
Indiai, Magyar-Brit, Magyar-Japan, Magyar-Lengyel,
Magyar-Roméan programok), a TEMPUS, a WHO, a 6. és
7. FP programok, a COST, az ANR, az EACR, az EPS, a
Royal Society, ipari partnereink, Richter G. Nyrt, Reanal Rt,
Béres Rt, Softflow kft és a tobbiek évtizedes tamogatasat az
,,utazas” soran.
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specific immune responses against attached hapten. The function
of carrier in these conjugates could be considered as targeting
of epitopes to immunocompetent cell for production of epitope
specific antibody or T—cell responses. Biological molecules have
realized and potential use as targeting carriers of drugs, and/or
reporter molecules. Such conjugates have been developed to alter
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the biodistribution and/or bioavailability of the attached bioactive
molecule, which might result in decreased toxic side effects,
improved stability against normal biodegradation, increased
circulation half-life, delayed plasma and/or tissue clearance,
increased circulation half-life, delayed plasma and/or tissue
clearance improved localisation at desired sites.

In order to increase immunoreactivity (antigenicity and
immunogenicity) of linear peptides belonging to sequential or
continuous topographic B-cell epitope or T-cell epitope classes
several experimental approach has been investigated. Since B-cell
epitope sequences are frequently localised in B-turn or loop regions
of a protein, the corresponding cyclic peptide could be a logical
and perhaps better mimicry of the native secondary structure.
Specific T-cell responses induced by peptides containing minimal
size functional T-cell epitope could be modulated by the alteration

of the flanking regions connected to the N- and/or C-terminal of
the core. Another strategy for increasing the sensitivity of antigen
binding or the immunogenic properties is the multiplication of
copies of the same or defined number of different B- or T-cell
epitopes of microbial or tumour origin. In order to achieve this
covalent epitope-carrier conjugates were prepared using optimal
size oligopeptides representing functional epitopes and protein
or synthetic carriers (e.g. KLH, BSA, branched chain polymeric
polypeptides, multiple antigenic peptides, sequential oligopepide
carrier, oligotuftsin). These approaches are not only to provide a
better understanding of the antigenic structure of proteins, but also
contribute to the development of synthetic antigens as artificial
vaccines or diagnostic reagents. A brief overview presented here
on our results obtained recent years with antibody epitopes from
herpes simplex virus (HSV) glycoprotein D and from mucinl and
mucin2 glycoproteins or with T-cell epitopes from 16 kDa and 38
kDa proteins of M. tuberculosis.
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