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MTA-ELTE PEPTIDKEMIAI KUTATÓCSOPOnT

MEpztHReDSZKy KÁt-iraÁru, az MTA rendes

7717 Budapest, Pázrnány Péter sétány 7/A
Tel,: (1) 209 05 55

Fax: (1) 372 26 2a

E-mail: medzy@ludens.eite.hu

A csoport kutatási tevékenysége három részből á1I. Az IMMUNOKEMIAI KuTATÁ-

sox egyik kulcskérdése, a fehérjék ellenanyagváIasz kiváltásáért felelŐs szaka-

szainák, illetve a sejtes immunválasz léttejöttééri felelős régióinak (T-sejt ePitÓ-

pok) azonosítása. E vizsgálataik során szátrrLos eredeti megfigYelést tettek

mikrobiális fehérjé! valamint humán tumorral összefuggő proteinek epttőpszer-

kezetének meghatározása terén. Az elmúit néhány évben olyan metodikai arze-

nált építettek ki, amely iehetővé teszi elméleti (predikciós) módszerek, valamint

szinteiikus peptideken aiapuló kísérleti megközelítések hatékony kombinációját.

Fontos kortilmény, hogy a fehérjék epitópszerkezetének ismerete az orvosbiolÓ-

gia (p1. tumoreilónes peptid-vakcinák) és diagnosztikai (p1. tbc-fertőzés specifi-

k.rs, ki-.rtutása) gyakorlat számára is hasznosítható adatokat nyújt, E térna az

EU kiemelt kutatási irányzatai kőzé tartozik. E kérdések megválaszolására -
korábbi eredményeik alapján _ modellként három fehérjét váiasztottak ki.

1. 1. Ellenanyag G-sejt)-epitópok azonosítása mucin proteineken. Céhtk az ern|Ő,

illetve vastagbél karcinomával kapcsolatos MUC1/MUC2 íehérlén ellenanyag-

epitópok azónosítása, valamint ezek peptidvariánsainak szintézise. Fredikciós

módszerekkel valószínúsítették, majd CD- és FT-IR-vizsgálatokkal és MUC2 spe-

cifikus monoklonális ellenanyag segítségével bizonyították, hogy a MUC2 gli-

koprotein egyik immunodomináns B-sejt epitópja a fehérje azon szakaszán

heiyezkedik Ó1, amelyik bétakanyar szerkezetet vesz fel. Meghatározták a mini-

máiis és optirnális epitóp szerkezetét, erre vonatkozőan modellt javasoltak. Tisz-

tázták az immobilir,att é, az oldatbeli epitóp ellenanyag felismerésének jellemző

sajátságait és felhívták a figyelmet arra, hogy a két megközelítés egymástól elté-

rő eredményre vezet.
Kémiai szintézissel előállítottak olyan toxin-kiméra molekulákat (13-34 ami-

nosavrész), amelyekben a 2 diszulfid híddal rögzített szerkezet adott szakaszán

a MUC1 epitópot tartalrnazza.
t, z. ruueiculin fehérjék T-sejt epitópjainak azonosítása. CéIuk a tbc-fertőzésre

jellemző T_sejt epitópok lokalizálása, továbbá annak vizsgáIata, hogy a) mi a

minimális szerkezeti feltétele az epitőp sajátságnak; b) milyen szerkezeti vá|toz-

iatásokkal lehet eljutni a legegyszerűbb, de optimális T-sejt váIasz kiváltására

képes peptid-antigénhe z) c) Iehet-e az aktívnak bizonyult peptid hatását - -u|-
romolekulához történő kapcsolás révén - növelni. Szintetikus pePtidek segítsé-

gével bizonyították, hogy a) a dedukciós módszerrel levezetett T-sejt epitópok
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önmagukban nem viselkednek epitópként; b) kiegészitésükkel meghatározható
a mrnimális funkcionális epitóp szekvenciája, c) a dedukált epitóp nem natív
régiókkal kiegészíthető úgy,hogy az funkcionális epitóp legyen. Elsőként az ito-
dalomban előállítottak olyan mesterséges peptid-antigént, amely a natív epitóp-
nál hatékonyabb T-sejt váIaszt indukált egerekben.

U; felismerésük, hogy a funkcionális T-sejt epitóp peptid képes megőrizni
hatékonyságát szintetikus makromolekulához történt kovalens kapcsolás után is.
Ennek nagy jelentősége lehet egy korszerú, peptidalapú M, tuberculosis diagnosz-
tikum kifejlesztésében. Eiőállítottak olyan mesterséges peptid-antigéneket, ame-
lyekben a poiipeptid gerinchez kétféle, M. tuberculosls fehér;e eredetú T-sejt epi,
tóp kapcsolódik. Immunizálást követően megállapítoiták, hogy immunizált
egerekben mindkét epitópra specifikus T-sejt válasz jön létre.

1. 3. Herpes simplex airus D glikoprotein: aírusellenes immlLnaáIasz szerkezeti fel-
tételei. CéIuk a vírusspecifikus immunrlálasz íokozása olyan szintetikus antigé-
nek előállításával és jellemzésével, amelyek térben rőgzitett formában tartalmaz-
zák a neutralizáló ellenanyagválasz kiváltáséért felelős epitópot. Kémiai
szintézissel előállítottak olyarr lineáris és monociklusos 1aktám kötést tartalmazó
peptideket, valamint a-konotoxin kimérákat, amelyekben a D glikoproteinből
származó epitóp van jelen. Tanulmányozták e vegyületek térszerkezetét és ellen-
anyag-kötődését,

A nÁxxEHaoTERÁpIÁVAL összpr,üccő KUTATÁSAIK központi kérdése a tumorspe-
cifikus hatás elérése, Kutatásaik célja olyan összefuggések feltárása, amelyek hosz,
szabb távon a daganatterápia hatékonyságát javíthatják. Ezért foglalkoztak a

metasztázjs képződésben szerepet játszó kollagenáz eruin-inhibitorok és szárma-
zékaik szintézisével (2. i.). ,,Célfelismerő" strukturák és citosztatikumok kombiná-
ciója alkalmas lehet arra, hogy a tumorgátló szer a fumorban vag,y annak közvetien
kömyezetében fejtse ki hatását. Kutatásaik közvetlen célja olyan vegyületek szin-
tézise, amelyekben a hordozói funkciót ellátó peptidhez kovalens kötéssel kapcso-
lódik a fumorellenes ágens. Ezétt e7őál]itottak peptidhormont (2. 2.), illetve poli-
peptid típusú makromolekulát (2. 3.) tartalmazó koniugátumokat.

2. 1. Kollagenáz enzim inhibitorok szintézise és jellemzése. Lineáris és gyűríibe
zárt kollagénfragmenseket és analógokat, valamint melfalán tartalmú szátrnazé-
kokat szintetizáltak. A gyűtűs vegyületek segítségével tisztázták a másodlagos
szerkezet szerepét á kollagenáz katalizálta hidrohzisben. A térszerkezett és enzirn-
aktivitási vizsgálatokból arra következteitek, hogy a IV. típusú kollagenáz ese-

tében a flexibilis lineáris forma a kedvező az enzim számára. Tanulmányozták
melfalán tartalmú kollagénfragmensek hatását a kollagenáz enzímet termelő
daganatsejtek szaporodásának gátlására, A potenciális kollagenáz inhibitorok új

családját alakították ki kelátképző sajátságú oligopeptid szátmazékok szintézi-
sével. Tanulmányozták e vegyületek fémionokkal (cink, ftz) képzett komplexe-
inek stabilitását, összetételét,

2. 2, Tumorellenes szer - peptidhormon konjugátumok szintézise és jellemzése. Az
irodalomban az eisők között aikalmaztak szintetikus peptideket az MSH-recep-
tor és a hormonhatás vizsgálatáta. Újabban az MSH fragmenseiből, vaiamint
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melfalánt, illetve D-aminosavat tartalmazó analógjaikból makrociklusos vegyü-
leteket szintetizáltak és tanulmányozták kötődésüket, citosztatikus hatásukat
humán melanomasejteken. Megállapították, hogy a ciklopeptidek egy része pro-
longált biológiai hatással rendelkezik. Előállítottak olyan új vegyületeket, ame-
lyekben a-difluormetil-ornitin kapcsolódik melanotropin fragmenshez. Sejtosz-
tódást gátló hatásukat melanotropin-receptort tartalrnaző és receptorhiányos
sejtvonalakon vizsgálták. Megállapították, hogy a peptid-konjugátum egy nagy-
ságrenddel hatékonyabb, mint a tumorgátlő szer önmagában. E kutatásaikhoz
kapcsolódva megfigyelték, hogy az N-terminálison a,a-diszubsztituált aminosa-
vat tartalmazó,peptideket az aminopeptidáz M - a várakozással ellentétben -
hasította. Modellvegyúletek segítségével tisztázták e jelenség hátterét.

2, 3, Tumorellenes szer - polimer polipeptid konjugátumok szintézise és jellemzése,
Szisztematikus kutatás aiapján előállítottak és sokoldalúan jeliemeztek új, CH-
tartalmú, elágaző láncú polipeptideket. E vegyületek az eiső olyan polikationok
a szakirodalomban, amelyek a vérkeringésben hosszabb ideig varrnak jeIen, igy
alkalmasak lehetnek prolongált hatású konjugátumok előállítására. A ,,solid"
(szilárd) tumorokban megfigyelt, nagymolekula-tömeg polimer vegyületekre
leírt felhalmoződási (,,enhanced permeability and retention") jelenség figyelem-
bevételével korábban előállított danunomicin (Dau) -polipeptid konjugátumoi in
vivo kísérletekben vizsgálták. Kimutatták, hogy a vegyüiet jelentős tumorellenes
haiást vált ki L7210leukémiás állatokon (100%-os túlélés; 60 nap). A polipeptid
jelenléte nagymértékben csökkentette a nemkívánatos - Dau által kiváltott -
mellékhatásokat (toxicitás, imrnunszupptessziő). Eredményeik alapján a kutató-
csoportot meghívták az ELJ ,,Synthetic Polymers in Drug Delivery Research"
háLózat rnunkájában valő Észtvételre. E program keretében 7 ország, 14 labo-
ratóriurna polimer alapú therapeutikumok kutatásán dolgozik,

A nrcrpronxuTAússAl a kutatócsoport hosszabb ideje foglalkozik. Szinteti-
kus peptidek és ,,riporter"-csoporttai kiegészített származékaik kiemelkedő sze-
repet játszanak receptorok lokalizálásában, szerkezefiik vizsgáIatában. Nagy
molekulájú fehérje-ligandumok esetében segítségükkel a receptorkótődésért fe-
leiős peptidszakasz is sok esetben azonosítható. Kutatásaik céija oiyan opiáire-
ceptoron ható természetes peptidek, szintetikus analógjaik, valarnint szátrnazé-
kaik szintézise volt, amelyek alkalmasak receptorspecifikus affinitási jelzésre (3. 1.),

Tbztázni kívánták, hogy a citokinek közé tartoző interleukin 6 fehérje mely szeg-
mense(i) vesznek részt a receptorkötődésben, váltanak ki biológiai hatást (3. 2.}.

3. 1. Opioid peptidek és származékaik szintézise. Az endogén opioidok (enke-
falinok, dinorfin-származékok) korábban feltárt szerkezethatás összefüggései
alapján az egyes opiátreceptor-altípusokra szelektív agonistákat és antagonistá-
kat állítottak elő. Felfedeztek egy új, delta specifikus antagonistát. Felismerték
tavábbá, hogy az enkefalinban kulcsfontosságú N-terminális tirozin a nitrogén-
mustár karakterú melíaiárrnal helyettesíthető, s ez az analőg az opiát-receptor-
hoz irreverzibilisen kötődik. Az opioid receptor feltételezett merkapto csoport-
jának kirnutatására kétféle, alkllező csoportot tartalmazó opioid ligand
szintézisét vaiósították meg. Az epoxid tartalmú és maleil csoportot hordozó
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enkefalin szátmazékok mellett előáilították az epoxl-szukcinil variánsokat is, Az
epoxid-részletet a c-terminálison a megfeleló klórmetil-ketonokból alakították

Ú. A maleil_csoportot kiépítették az enkefalin típusú vegyületek N_terminálisán,

valamint hidraiid csoport közbeiktatásáva! a c-terminálison is. Ez utóbbi

vegyületek jelentős irreverzibilis kötődést mutattak az ewes opioid receptor altí-

p.rlátor,. Áz enkefalinok N_terminálisán epoxi-szukcinil csoportot tartalmaző

analóg _ előkísérletekben _ antagonista hatást yalőszirtűsit,

s, z. az interleukin 6 (IL-6) citokin biológiai hatásért felelős régióinak azonosÍtása.

Az utóbbi évtizedben uirásszerűen megnőtt a citokinekkel és receptoraikkal fog-

lalkozó kutatások jelenúsége. Ennek a fehérje ,,szlpercsaládnak" az egyik mul-

tiíunkcionális tagja az IL_6, amely fontos szerepet tölt be a szervezet homeo_

sztázisának szaÉályozásában. Túltermelődése összefuggésbe hozható egyes

gyulladásos, autoirnmun, illetve tumoros megbetegedések kialakulásával, Ugy*_
akkor nem tisztázoít, a receptorkötődésért (IL-6R) felelős régió(k) elhelyezkedé_

se. Céluk szintetikus peptidek és fluorofor származékok segítségével oiyan sza-

kaszok lokalizálása, umelyek képesek a) kiváltani IL,6-szerű hatást és/vagy b)

kötődni szolubiiis IL-6R-hoz, E program keretében előállítottak olyan oligopep-

tideket (8_25 aminosavtész), amelyek átlapoló módon iefedték az IL-6 fehérje

N_termináli s részét. Elsőként írták 1e az irodaiomban, hogy e peptidek között

vannak olyanok, amelyek IL-6 hatást mutab:rak, azaz képesek indukálrri akut

Íázis Íehétlék (fibrinogén és B faktor) sztntézisét, valamint indukálni a jrrnB proto-

onkogén áttirratoaa;t HepG2 sejtvonalon, CD-vizsgálatok alapján kimutatták,

ilogyLeg bizonyos oktapepfidek is fokozott hajlamot mutltnlk a helikális térszer-

kezet kialakítására. A recepiorkötődési vizsgálatok céIjáta elŐállÍtottak fluorofor tar,

talmú pepfid származékokat. Errnek kapcsán új, aminocsoportra körnryen beépíthető

naftii-oxazolon (naox) vegyületet szintetizáitak. Bebizonyították, hogy e fluoresz-

cens csoport a kapcsolási ieakciót követően stabii a szllárd fázisú pepttdszÁtézjs

körulményei kozátt. Létrehozták a naox-aminosavak, vaiamint fluorofor_peptid

konjugárumok kodalomban rnind ez ideig ismeretlen csoportját. A jelzeit peptidek

segitságevet kimutatiák, hogy bizonyos N-terminálisból szántaz' peptidek jelentős

mártékLen kötődnek 
" 

u"oúiLsIL-6 receptorhoz. E kutatások IL-ó agonista/artta-

gonista hatású vegyületek kifejlesztéséhez vezethetnek,

A kutatócsoport tagjai 7996 és 1998 közőtt 42 cikket és 17 kÖnlwrészletet

publikáltak. nr"t to".ri-ss jeient meg angol nyelven. A kutatók 61 alkalommal

iartottak előadást nernzetközi" 21 esetben pedig hazai konferencián, Meghívott-

ként előadtak nemzetközi konferencián 6 aikalommal. Eredményeikről az MTA

Peptidkémi ai és az MTA Bioorganikus Kémiai Munkabizottságainak ülésein 45

ur"tb"r, számoltak be. A kutatók háro*, az EtrjfE-n akkreditált PhD-programban

témavezetőként vesznek részt. Négy hallgató nyert el PhD-fokozatot. }elenleg

nyolcan foiytatják tanulmányaikat. A csoportban 10 hallgató készített diploma-,

iá hailgato p"áig trrdo*ányos diákköri dolgozatot az elmúlt,.3 évben. A csoport

tevékeiységét aÁazaí és nemzetközi tudományos együttműködés jellemezte.

A koláborációk sikerét nemzetközi szervezetek (WHo, Európai Közösség,

Európai Rákkutaió Társaság), valamint kétoldaiú programok (ELTE-Free University,
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Brússze| Magyar-Francia Balatory Magyar-Spanyol, Magyar-Ir:rdiai) segítették.

A kutatásokat az OTKA, OMFB, Népjóléti Minisztérium és a Múvelődési és Kul-
turális Minisztérium, valamint a WHO, az EU (COST) és az EACR támogatta.
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