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BEVEZETES

A szervezet altal idegennek felismert anyagok, az antigének elleni
immunvalasz nagyszdmi sejt és fehérjemolekula szabalyozott egyiittmikodését
jelenti. Azimmunvélasz egyik része, az tin. szerzett immunitas antigénspecifikus, igy
a tudomdnyos kutatisok elsGsorban ennek megismerésére iranyulnak. Sejtes elemei
kozill a T-sejtek, oldhaté faktorai koziil pedig a B-sejtek altal termelt antitestek
jatsszék a fG szerepet.

A T-sejtek antigénfelismerd része a T-sejt antigén receptor (TCR). Két
tipusa létezik. A legtobb T-sejt felszinén TCR-2 taldlhaté, amely egy o és B
polipeptidlanc diszulfid hiddal &sszekotott heterodimerje. A TCR-1 hasonlé
szerkezetl, de y és & lancokat tartalmaz. Mindkét receptor egy ezektdl eltéré
polipeptidlancokbdl (y, 8, €, £, n és ®) felépiilé egységgel, a CD3 komplexszel
asszocidlva fordul el6 a sejtek felszinén. A CD3 komplex az antigén megkotGdés
utani jelatvitelért felel6s. E folyamat kémiai alapja a y és & lancokban talalhat6
szerin, valamint a { és n lancokban 1évé tirozin oldallancok foszforilacidja, ill.
defoszforilacidja.

Vizsgalataink ezek koziill a { lanc jelatvitelben betdltott szerepének
tanulményozésara iranyultak.

Korunk egyik népbetegsége az influenza. Az influenza virus legfontosabb
felszini antigénje, az immunfelismerés f6 célpontja a haemagglutinin nevi
membranfehérje. Biolégiai szerepe sokréti: felelds a gazdasejt receptorahoz vald
kotodésért, kozremiikddésével jatszodik le a virus és a gazdasejt endoszomalis
membrinjinak fuzidja. A haemagglutinin (HA) molekula prekurzor
polipeptidlincként szintetizalédik a gazdasejtben, majd az érési folyamat soran HA 1



és HA2 alegységekre hasad. A hasadds a 329-es poziciéban 1évé arginin utdn
jatszodik le és gazdasejt protedzok végzik. A hasadds alapvetd fontossagu a virus
fert6z6képessége szempontjabol: kévetkezményeként megvaltozik a HA molekula
konformdci6ja, ami HA trimerek wjraképzddését €s az un. fuzids peptid szabadda
valasat indukalja. Ez a HA2 alegység N-terminélis 14 aminosavabél 4116 peptid
felelés a virus és a gazdasejt endoszomadlis membrénjanak flzidjaért. A fizié
eredményeként a virus nukleinsav 4llomanya bekerill a gazdasejt citoplazmadjaba,
elinditva ezzel a fertézés folyamatét és a virus szaporoddsat.

Vizsgalataink a 329-es arginin kérnyezetére, a hasadas antitest felismerésre

gyakorolt hatdsara, a konforméacidvéltozds szerepére iranyultak.

EREDMENYEK

I. A jelatvitel vizsgalata a TCR/CD3 komplex { lanca esetében

A Clanc affinitastisztitisdhoz szilkséges monoklondlis ellenanyag
termeléséhez szamitdgépes program segitségével kivalasztottuk a C-lanc varhatéan
legkedvezdébb tulajdonsdgu epitdpjat. Ezt és két hosszabbitott véltozatat szilard
fazison, Boc-kémidval elGallitottuk. A peptideket fehérje hordozéhoz (marha szérum
albumin) kapcsoltuk. Mivel a konjugatumok ellen nyulakban termel6détt ellenanyag
egyik esetben sem ismerte fel a nativ {-lancot, ezért elagaz6 szerkezet( antigéneket
allitottunk el az egyik emlitett peptidb6l. Az elsGként szintetizdlt oktamer MAP
hasonlé hatési volt a peptid-fehérje konjugdtumokhoz. A térgétlast, amely felels
lehet a kedvez6tlen hatasért, tetramer MAP eléallitdsaval probaltuk csokkenteni.
Eldgazo szerkezeti antigéniinkbe beépitettitk az influenza virus haemagglutinin



membréanfehérjéje egy szakaszat, a HA alegységei kapcsolédasandl taldlhaté tn.
fuzios peptidet. E peptidrdl ismeretes, hogy jé T-sejt epitop és hidroféb tulajdonséga
révén konforméci6 stabilizalé hatdssal rendelkezik. Az igy szintetizilt antigén ellen
termelt ellenanyag 50%-nal nagyobb gétlé hatdst mutatott {-peptid mint inhibitor
alkalmazasa esetén.

Az dltalunk kifejlesztett, fiiziés peptid tartalmu tetramer konstrukciot
késGbbi kisérleteinkben is sikeresen alkalmaztuk. Felhasznalasaval harom MAP-et
szintetizaltunk a p56'™, p59"" és ZAP 70 kinazokat reprezentalé peptidekkel. Az
eldgazo szerkezet(i antigénjeink ellen nyulakban termelt antitestek a p56' és a ZAP
70 esetében nemcsak az immunizalé MAP-et, hanem a nativ fehérje lancot is
felismerték.

A (-lanc foszforildcidjanak tanulméinyozdsahoz 7 rovid peptidet
szintetizaltunk a fehérje tirozinjainak kornyezetébdl. A szintéziseket szilard fazison,
Boc-kémidval végeztikk. ElGallitottuk ezek foszforilélt valtozatait is. Ez utdbbi
esetben szilard fazisi szintézist és Fmoc-kémiat alkalmaztunk. A szabad oldallanci
Fmoc-Tyr-OH beépitése utén a fenolos hidroxil-csoportot di-terc.butil-N,N-dietil-
foszforamidittel foszfitilaltuk, majd terc.butil-hidrogén-peroxiddal oxidaltuk. Ezutan
az N-termindlis résszel befejeztitk a peptid szintézisét.

A médszert mi alkalmaztuk el8szor oldat fazisban. Ez olyan peptid esetén
valosithaté meg, amely a tirozin fenolos OH-jan kiviil nem rendelkezik mas reaktiv
funkcids csoporttal. Elgszor a kész peptid szabad N-terminalisat Boc-csoporttal
védtilk, majd a foszfatalast a szilard fazisival analég médon végeztiik.

CD és FT-IR spektroszkopidval tanulményoztuk a foszforilacié hatasat a
peptidek konforméciojara. A vizsgalatok a B-szerkezetek aranydnak novekedését
mutattak.

Immunolégiai vizsgalatok kimutattik, hogy a syk csalddba tartozé ZAP 70



nem képes foszforilalni egyik tirozint sem. A két src csalddba tartozé kindz, a p56'*
és a p59%" azon hat peptidet foszforilalta, amelyekben a tirozin konzervativ ITAM
motivumban fordul el6. (Ez két kozeli Y..L vagy Y..I elemet jelent.) Egyik sem
foszforilalta az ezen a motivumon kiviil elhelyezked6 Tyr®'-et. A foszforilicié
intenzitasa a két kindz esetén eltérd volt. Tovabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a CD45
transzmembran tirozin foszfatdz képes defoszforilalni az emlitett foszfopeptideket.
Ezek alapjan elmondhat6, hogy a {-lanc foszforiliciéjaért a p56' és a p59™,
defoszforilacidjaért pedig a CD45 lehet a felelds.

Uj eljarast dolgoztunk ki egy savérzékeny, igy foszfopeptidek szintézisére
is hasznélhat6 polimer, a Rink-féle 4-(2',4'-dimetoxifenil-hidroximetil)-fenoximetil-
polisztirol eldallitdsara. Modszeriink lényege, hogy elszor a kész linkert allitjuk elé
és ezt kapcsoljuk polimerre. Optimalizaltuk a szintézis lépései kozt szerepld redukcié
reakcidkoriilményeit, és az eredeti eljrds szerinti driga cézium-karbonatot a

megfelelS kdlium-séval helyettesitettiik.

II. Az influenza virus haemagglutinin immunolégiai felismerésben betsltott
szerepének tanulmanyozisa

Az influenza virus haemagglutinin hasitasi helyének kornyezetébdl hat
peptidet szintetizdltunk. Egy 25 aminosavbél allé peptid az ép haemagglutinin
molekulat jelképezte (H1IP). ElSallitottuk ennek D-Arg’®-es véltozatat.
Szintetizaltuk a HA2 alegység N-termindlis részét, az n. fiizids peptidet argininnel
és anélkiil az N— és C-terminélisain. Tovabb4 elkészitettiink egy, a HA1 alegység C-
termindlisat reprezentalé peptidet (H1;,7.350).

A peptideket szilard fazisi szintézissel, Boc-kémidval llitottuk eld.



Vizsgalva szintetikus peptidjeink és influenza virussal fert6zstt egérbl nyert
monoklondlis ellenanyag reaktivitasat kideriilt, hogy a HA1 alegység C-terminalis
részén, (a 317-329-es szakaszon), B-sejt epitop talalhat6. Hasonlo vizsgilatok
torténtek peptidjeinkkel termelt antitestekkel is. Ezen antitestek reagaltak H1IP-vel
és D-Arg-analdégjdval, de nem ismerték fel H1,,, 5,o-€t. A kisérletek eredményei T-sejt
epitop jelenlétét mutatjdk a haemagglutinin e szakaszan és azt jelzik, hogy a fiizi6s
peptid létfontossagu az antitest felismeréshez.

CD és FT-IR vizsgilatok valtozd maésodlagos szerkezetet mutattak
peptidjeink esetében. Ez arra utal, hogy a HAI és HA2 alegységek kiilonb6zs
konformaécidt vehetnek fel vizes oldatban, igy célpontjai lehetnek mind B-, mind T-
sejtek altali felismerésnek.

ElGéllitottuk a Hl,,;,, arginin nélkilli véltozatat (Hl;,,4,) is. Nem
tapasztaltunk kiilonbséget a peptidek T-sejtek altali felismerése kézott. Eredményiink
Osszhangban van azzal a ténnyel, hogy a 329-es arginin fiziologids koriillmények
kozott lehasad egy gazdasejtbsl szarmazé karboxipeptidaz hatdséra.

Tovébbi 6t peptidet szintetizdltunk annak érdekében, hogy lokalizaljuk a T-
sejt epitépot a HA1 C-terminélis részén. Ezek a Hl,,,;,; néhiny aminosavval
roviditett valtozatai voltak. Egyikiik sem rendelkezett T-sejt aktivalé hatassal, igy
megillapithaté, hogy a keresett epitép a HA1 alegység 317-328-as szakasza.

Peptidjeink immunogenitdsanak novelése érdekében elGallitottunk két
elagaz6 antigént. A MAP-6 a Hl;,,;,, tetramerje volt, a MAP-7 ett6l abban
kiilénbézott, hogy tartalmazta a fiiziés peptidet is.

A MAP-6 - a Hl,,,4.-cel dsszehasonlitva - megnovekedett reaktivitast
mutatott a mar emlitett, influenza virussal fert6zétt egérb6l nyert monoklonélis
ellenanyaggal szemben. Tilélési kisérletben a MAP-6 20%-kal nagyobb védettséget

idézett el6 a H1IP-nél egerekben, 6tszoros letalis dozist influenza virussal szemben.



(A haldlozasi ardny a MAP-6 esetén 60%, a H1IP-nél 80% volt.)

A fazids peptidet is tartalmazé MAP-7 még kedvezdbb tulajdonsagokkal
rendelkezett. Az ellene termel6dott ellenanyag nemcsak ismételt MAP-7 kezelés utan
volt kimutathaté, hanem ujabb virus timadds utén is megtaldlhaté volt minden
talélében. A MAP-7-tel immunizilt egerek 60%-a teljes védettségre tett szert
6tszords letalis dozisu influenza virussal szemben. Ez az arany a H1;,,.3, esetén 40%
volt.

CD és FT-IR spektroszkopids vizsgalatok mindkét eldgazé polipeptid
esetén alacsony - 20% koriili - a-hélix tartalmat mutattak. Mindkettd felvehet
ezenkivill hidrogén kotésekkel stabilizilt, tiztagi, p-turn-szerli konformécidt is,
melyekben a lizinek a-amid- és e-amino-csoportjai szerepelnek mint hidrogén-kétés

akceptorok ill. donorok.
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