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MATEMATIKAI ES TERMESZETTUDOMANYOK

MTA-ELTE PEPTIDKEMIAI KUTATOCSOPORT

MEDZIHRADSZKY KALMAN, az MTA rendes tagja

1117 Budapest, Pazmany Péter sétany 1/A
Tel.: (1) 209 05 55
Fax: (1) 372 26 20
E-mail: medzy@ludens.elte hu

A csoport kutatasi tevékenysége harom részbdl all. Az IMMUNOKEMIAI KUTATA-
SOK egyik kulcskérdése, a fehérjék ellenanyagvalasz kivaltasaert felel8s szaka-
szainak, illetve a sejtes immunvalasz létrejottéért felel8s régidinak (T-sejt epito-
pok) azonositdsa. E vizsgalataik sordn szamos eredeti megfigyelést tettek
mikrobialis fehérjék, valamint human tumorral Gsszefiiggd proteinek epitopszer-
kezetének meghatérozasa terén. Az elmdlt néhany évben olyan metodikai arze-
nalt épitettek ki, amely lehet6veé teszi elméleti (predikcids) moédszerek, valamint
szintetikus peptideken alapulé kisérleti megkozelitések hatékony kombinéacidjat.
Fontos koriilmény, hogy a fehérjék epitopszerkezetének ismerete az orvosbiol6-
gia (pl. tumorellenes peptid-vakcindk) és diagnosztikai (pl. tbe-fertézés specifi-
kus kimutatésa) gyakorlat szaméra is hasznosithaté adatokat nyujt. E tema az
EU kiemelt kutatasi iranyzatai kozé tartozik. E kérdések megvalaszolasara —
korabbi eredményeik alapjan — modellként hédrom fehérjét valasztottak ki.

1. 1. Ellenanyag (B-sejt)-epitépok azonositdsa mucin p'rbteineken. Céluk az emls,
illetve vastagbél karcinoméval kapcsolatos MUC1/MUC2 fehérjén ellenanyag-
epitépok azonositdsa, valamint ezek peptidvaridnsainak szintézise. Predikcios
médszerekkel valészinGsitették, majd CD- és FI-IR-vizsgélatokkal és MUC2 spe-
cifikus monoklonalis ellenanyag segitségével bizonyitottdk, hogy a MUC2 gli-
koprotein egyik immunodominans B-sejt epitopja a fehérje azon szakaszan
helyezkedik el, amelyik bétakanyar szerkezetet vesz fel. Meghataroztak a mini-
malis és optimalis epitép szerkezetét, erre vonatkozéan modellt javasoltak. Tisz-
taztak az immobilizalt és az oldatbeli epitép ellenanyag felismerésének jellemz6
sajatsagait és felhivtak a figyelmet arra, hogy a két megkozelités egymastol elteé-
r§ eredményre vezet.

Kémiai szintézissel eldallitottak olyan toxin-kiméra molekuldkat (13-34 ami-
nosavrész), amelyekben a 2 diszulfid hiddal rogzitett szerkezet adott szakaszan
a MUCI epitépot tartalmazza.

1. 2. Tuberculin fehérjék T-sejt epitopjainak azonositdsa. Céluk a tbe-fertGzesre
jellemzd T-sejt epitopok lokalizdlasa, tovdbba annak vizsgalata, hogy 4) mi a
minimalis szerkezeti feltétele az epitép sajatsagnak; b) milyen szerkezeti valtoz-
tatdsokkal lehet eljutni a legegyszertibb, de optimalis T-sejt vélasz kivaltasara
képes peptid-antigénhez; c) lehet-e az aktivnak bizonyult peptid hatasat — mak-
romolekuldhoz térténd kapesolds révén — novelni. Szintetikus peptidek segitsé-
gével bizonyitottak, hogy a) a dedukciés modszerrel levezetett T-sejt epitépok
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onmagukban nem viselkednek epitépként; b) kiegészitésiikkel meghatdrozhato
a minimalis funkciondlis epitép szekvencidja, c) a dedukalt epitép nem nativ
régidkkal kiegészithetd tigy, hogy az funkciondlis epitép legyen. Elséként az iro-
dalomban elééllitottak olyan mesterséges peptid-antigént, amely a nativ epitdp-
nal hatékonyabb T-sejt valaszt indukalt egerekben.

Uj felismerésiik, hogy a funkcionélis T-sejt epitop peptid képes megdrizni
hatékonysagat szintetikus makromolekuldhoz tortént kovalens kapcsolas utan is.
Ennek nagy jelent&sége lehet egy korszerd, peptidalapa M. tuberculosis diagnosz-
tikum kifejlesztésében. ElSallitottak olyan mesterséges peptid-antigéneket, ame-
lyekben a polipeptid gerinchez kétféle, M. tuberculosis fehérje eredetd T-sejt epi-
top kapcsolddik. Immunizélast kovetSen megéllapitottdk, hogy immunizélt
egerekben mindkét epitépra specifikus T-sejt valasz jon létre.

1. 3. Herpes simplex virus D glikoprotein: virusellenes immunvdlasz szerkezeti fel-
tételei. Céluk a virusspecifikus immunvalasz fokozédsa olyan szintetikus antigé-
nek el&éllitasaval és jellemzésével, amelyek térben rogzitett forméban tartalmaz-
zak a neutralizdlo ellenanyagvélasz kivéltaséért felelés epitopot. Kémiai
szintézissel el@éllitottak olyan linedris és monociklusos laktam kotést tartalmazo
peptideket, valamint a-konotoxin kimérdkat, amelyekben a D glikoproteinbdl
szarmazd epitép van jelen. Tanulmdnyoztak e vegyiiletek térszerkezetét és ellen-
anyag-kotddését.

A RAKKEMOTERAPIAVAL OSSZEFUGGO KUTATASAIK kozponti kérdése a tumorspe-
cifikus hatds elérése. Kutatdsaik célja olyan oOsszefiiggések feltardsa, amelyek hosz-
szabb tavon a daganatterdpia hatékonysigat javithatjdk. Ezért foglalkoztak a
metasztazis képz8désben szerepet jatsz6 kollagenaz enzim-inhibitorok és szérma-
zékaik szintézisével (2. 1.). ,Célfelismerd” struktirék és citosztatikumok kombina-
cidja alkalmas lehet arra, hogy a tumorgatlé szer a tumorban vagy annak kdzvetlen
kornyezetében fejtse ki hatdsat. Kutatdsaik kozvetlen célja olyan vegyiiletek szin-
tézise, amelyekben a hordozdi funkciét ellaté peptidhez kovalens kotéssel kapcso-
loédik a tumorellenes dgens. Ezért el@allitottak peptidhormont (2. 2.), illetve poli-
peptid tipusit makromolekulat (2. 3.) tartalmazé konjugatumokat.

2. 1. Kollagendz enzim inhibitorok szintézise és jellemzése. Linedris és gyfirtibe
zart kollagénfragmenseket és analégokat, valamint melfaldn tartalmi szdrmazé-
kokat szintetizaltak. A gytirds vegyliletek segitségével tisztaztdk a mdsodlagos
szerkezet szerepét a kollagendz katalizalta hidrolizisben. A térszerkezeti és enzim-
aktivitasi vizsgdlatokbdl arra kovetkeztettek, hogy a IV. tipust kollagenaz ese-
tében a flexibilis linedris forma a kedvez8 az enzim szamara. Tanulméanyoztak
melfaldn tartalmui kollagénfragmensek hatasat a kollagenaz enzimet termeld
daganatsejtek szaporodadsanak gatlasira. A potencialis kollagendz inhibitorok uj
csalddjat alakitottak ki keldtképzé sajétsagii oligopeptid szarmazékok szintézi-
sével. Tanulményoztdk e vegyiiletek fémionokkal (cink, réz) képzett komplexe-
inek stabilitdsat, Osszetételét.

2. 2. Tumorellenes szer — peptidhormon konjugdtumok szintézise és jellemzése. Az
irodalomban az els6k kozott alkalmaztak szintetikus peptideket az MSH-recep-
tor és a hormonhatds vizsgéalatdra. Ujabban az MSH fragmenseibdl, valamint
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melfaldnt, illetve D-aminosavat tartalmazé analdgjaikbol makrocikluses vegyii-
leteket szintetizdltak és tanulmanyoztak kotSdésiiket, citosztatikus hatdsukat
human melanomasejteken. Megallapitottak, hogy a ciklopeptidek egy része pro-
longalt biol6giai hatéssal rendelkezik. Eldallitottak olyan j vegyiileteket, ame-
lyekben a-difluormetil-ornitin kapcsolédik melanotropin fragmenshez. Sejtosz-
todast gatld hatdsukat melanotropin-receptort tartalmazé és receptorhianyos
sejtvonalakon vizsgaltak. Megdéllapitottak, hogy a peptid-konjugatum egy nagy-
sagrenddel hatékonyabb, mint a tumorgétlé szer 6nmagéban. E kutatdsaikhoz
kapcsolédva megfigyelték, hogy az N-terminalison «,a-diszubsztitudlt aminosa-
vat tartalmazo peptideket az aminopeptiddz M — a vérakozéssal ellentétben —
hasitotta. Modellvegyiiletek segitségével tisztaztdk e jelenség hatterét.

2. 3. Tumorellenes szer — polimer polipeptid konjugdtumok szintézise és jellemzése.
Szisztematikus kutatds alapjan el&éllitottak és sokoldaltan jellemeztek uj, OH-
tartalmu, elagazé lancu polipeptideket. E vegytiletek az elsS olyan polikationok
a szakirodalomban, amelyek a vérkeringésben hosszabb ideig vannak jelen, igy
alkalmasak lehetnek prolongalt hatasu konjugatumok el@allitasara. A ,solid”
(szilard) tumorokban megfigyelt, nagymolekula-tomeg polimer vegyiiletekre
leirt felhalmozoédasi (,enhanced permeability and retention”) jelenség figyelem-
bevételével korabban el&éllitott danunomicin (Dau) -polipeptid konjugdtumot in
vivo kisérletekben vizsgaltak. Kimutattdk, hogy a vegytlet jelents tumorellenes
hatast valt ki L1210 leukémiés allatokon (100%-os ttlélés: 60 nap). A polipeptid
jelenléte nagymértékben csokkentette a nemkivanatos — Dau altal kivéltott —
mellékhatasokat (toxicitas, immunszuppresszid). Eredményeik alapjan a kutato-
csoportot meghivtdk az EU ,Synthetic Polymers in Drug Delivery Research”
halézat munkajéban val6 résztvételre. E program keretében 7 orszag, 14 labo-
ratériuma polimer alapt therapeutikumok kutatdsdn dolgozik.

A RECEPTORKUTATASSAL a kutatécsoport hosszabb ideje foglalkozik. Szinteti-
kus peptidek és ,riporter”-csoporttal kiegészitett szarmazékaik kiemelkedd sze-
repet jatszanak receptorok lokalizdlasdban, szerkezetiik vizsgdlataban. Nagy
molekuldju fehérje-ligandumok esetében segitségiikkel a receptorkotédésért fe-
lel6s peptidszakasz is sok esetben azonosithat6. Kutatdsaik célja olyan opiatre-
ceptoron hat6 természetes peptidek, szintetikus analdgjaik, valamint szarmazé-
kaik szintézise volt, amelyek alkalmasak receptorspecifikus affinitdsi jelzésre (3. 1.).
Tisztazni kivantdk, hogy a citokinek kozé tartozo interleukin 6 fehérje mely szeg-
mense(i) vesznek részt a receptorkotédésben, valtanak ki biolégiai hatast (3. 2.).

3. 1. Opioid peptidek és szdrmazékaik szintézise. Az endogén opioidok (enke-
falinok, dinorfin-szarmazékok) korabban feltdrt szerkezethatds Osszefliggései
alapjan az egyes opiatreceptor-altipusokra szelektiv agonistdkat és antagonista-
kat allitottak eld. Felfedeztek egy dj, delta specifikus antagonistat. Felismerték
tovabbd, hogy az enkefalinban kulcsfontossdgti N-termindlis tirozin a nitrogén-
mustar karakter(i melfaldnnal helyettesithetS, s ez az analég az opiat-receptor-
hoz irreverzibilisen kotédik. Az opioid receptor feltételezett merkapto csoport-
janak kimutatdsara kétféle, alkilez6 csoportot tartalmazé opioid ligand
szintézisét valdsitottdk meg. Az epoxid tartalmu és maleil csoportot hordozé
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enkefalin szarmazékok mellett elSéllitottak az epoxi-szukcinil varidnsokat is. Az
epoxid-részletet a C-termindlison a megfeleld klérmetil-ketonokbdl alakitottdk
ki. A maleil-csoportot kiépitették az enkefalin tipust vegyiiletek N-terminalisén,
valamint hidrazid csoport kozbeiktatdsaval a C-terminalison is. Ez utébbi
vegyiiletek jelent8s irreverzibilis kotédést mutattak az egyes opioid receptor alti-
pusokon. Az enkefalinok N-terminalisan epoxi-szukcinil csoportot tartalmazo
analég — eldkisérletekben — antagonista hatast valdsziniisit.

3.2. Az interleukin 6 (IL-6) citokin biolégiai hatdsért felelds régidinak azonositdsa.
Az utébbi évtizedben ugrésszertien megndétt a citokinekkel és receptoraikkal fog-
lalkozé kutatasok jelent8sége. Ennek a fehérje ,szupercsaladnak” az egyik mul-
tifunkcionalis tagja az IL-6, amely fontos szerepet tolt be a szervezet homeo-
sztazisanak szabalyozasaban. TdltermelSdése Osszefiiggésbe hozhaté egyes
gyulladasos, autoimmun, illetve tumoros megbetegedések kialakuldsaval. Ugyan-
akkor nem tisztazott, a receptorkotédésért (IL-6R) felels régio(k) elhelyezkedé-
se. Céluk szintetikus peptidek és fluorofor szarmazékok segitségével olyan sza-
kaszok lokalizaldsa, amelyek képesek a) kivaltani IL-6-szerd hatast és/vagy b)
kotédni szolubilis IL-6R-hoz. E program keretében el@allitottak olyan oligopep-
tideket (8-25 aminosavrész), amelyek atlapolé médon lefedtek az [L-6 fehérje
N-terminalis részét. ElsSként irtdk le az irodalomban, hogy e peptidek ko6zott
vannak olyanok, amelyek IL—-6 hatdst mutatnak, azaz képesek indukalni akut
fazis fehérjék (fibrinogén és B faktor) szintézisét, valamint indukélni a junB proto-
onkogén aktivalodasat HepG2 sejtvonalon. CD-vizsgalatok alapjén kimutattak,
hogy még bizonyos oktapeptidek is fokozott hajlamot mutatnak a helikalis térszer-
kezet kialakitdsara. A receptorkotédési vizsgélatok céljara el6éllitottak fluorofor tar-
talmu peptidszarmazékokat. Ennek kapcsan j, aminocsoportra kénnyen beépithetd
naftil-oxazolon (naOx) vegyiiletet szintetizaltak. Bebizonyitottdk, hogy e fluoresz-
cens csoport a kapcsolasi reakciét kovetSen stabil a szilard fazisa peptidszintézis
Kkériilményei kozott. Létrehoztak a naOx-aminosavak, valamint fluorofor-peptid
konjugatumok irodalomban mind ez ideig ismeretlen csoportjat. A jelzett peptidek
segitségével kimutattak, hogy bizonyos N-terminalisbdl szarmazo6 peptidek jelentds
mértékben kotédnek a szolubilis IL-6 receptorhoz. E kutatdsok IL-6 agonista/anta-
gonista hatast vegytiletek kifejlesztéséhez vezethetnek.

A kutatécsoport tagjai 1996 és 1998 kozott 42 cikket és 17 konyvrészletet
publikaltak. Ezek koziil 55 jelent meg angol nyelven. A kutatok 61 alkalommal
tartottak eléadast nemzetkdzi, 21 esetben pedig hazai konferencian. Meghivott-
ként el6adtak nemzetkdzi konferencian 6 alkalommal. Eredményeikrdl az MTA
Peptidkémiai és az MTA Bioorganikus Kémiai Munkabizottsdgainak tilésein 45
esetben szamoltak be. A kutatok harom, az ELTE-n akkreditalt PhD-programban
témavezetSként vesznek részt. Négy hallgaté nyert el PhD-fokozatot. Jelenleg
nyolcan folytatjdk tanulmanyaikat. A csoportban 10 hallgaté készitett diploma-,
12 hallgaté pedig tudoményos didkkori dolgozatot az elmult 3 évben. A csoport
tevékenységét a hazai és nemzetkozi tudomanyos egyuttmiikodés jellemezte.

A kollaboraciék sikerét nemzetkozi szervezetek (WHO, Eurépai Kozosség,
Burépai Rékkutaté Tarsasag), valamint kétoldalt programok (ELTE-Free University,
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Briisszel, Magyar-Francia Balaton, Magyar-Spanyol, Magyar-Indiai) segitették.
A kutatdsokat az OTKA, OMFB, Népjéléti Minisztérium és a Mtivel6dési és Kul-
turalis Minisztérium, valamint a WHO, az EU (COST) és az EACR tamogatta.
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