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BEVEZETES

Az immunrendszer a szervezet védelmi rendszere. A kiilvildgbdl a
szervezetbe jutd, vagy azon belill képz6dd antigénekkel szemben
ellenanyagot termel (humordlis immunvdlasz) és/vagy immunocitit képez
(celluldris immunvdlasz). Az immunvdlaszban elsédlegesen részt vevo
sejtek a limfocitdk. Legfontosabb képviseldik a T- ill. B-sejtek. A T-
sejtek a celluldris immunreakciékban betoltott szerepiik mellett az
immunvdlasz szabdlyozoi €s a B-sejteket ellenanyag termelésre serkentik.
A B-sejtek ellenanyag-termeld plazmasejtekké differencidlédnak. Az
immunvdlaszt kivdlté antigének ¢és az ezekre reagdld sejtek az
immunrendszer két oldaldt képviselik. Megismerésiik kézelebb vihet
benniinket e nagyon sokréti és bonyolult folyamat szabdlyozdsdnak
lehetdségéhez. Célkitlizésliink ezért informdcidgyijtés volt részben az
antigénekkel, részben a T-sejtekkel kapcsolatban.

Az antigének tanulmdnyozdsdhoz vélasztott modelleken, az influenza
€s a HIV-1 virus esetében meg kivdntuk vizsgdlni egyes virusfehérjék
immunvdlaszban betoltott szerepét. A vizsgdlatok egy része annak
felderitését célozta, hogyan befolydsolja az epitépok konformdcidja az
immunvdlaszban betoltott szerepet. Az influenza esetében a kisérleteket
ki kivdntuk terjeszteni a H1 szerotipus mellett a H2 és H3 szerotipusokra
is.

A limfocitdk mikodését szamos sejtfelszini receptor szabdlyozza,
tobbek kozott a T-sejt antigén-receptor komplex. Munkdnk sordn a CD3
komplex ¢ és ( alegységét kivdntuk tanulmdnyozni, monoklondlis

ellenanyagok segitségével, részben az antigén felismerés, részben a
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jelatvitel szempontjdbél. Ehhez kiilonb6z6 tipusu, antigén tulajdonsdgu
anyagok elddllitdsdra volt sziikség. Kémiai célkitlizésiinknek megfeleléen
torekvésiink arra irdnyult, hogy a hagyomanyosakndl kedvezdobb hatdsu,
egyértelmiibb szerkezeti antigéneket szintetizdljunk.

A szervezetben a peptidek, fehérjék egy része poszttranszldcids
dtalakuldson megy keresztiil. A foszforildciénak, defoszforildciénak
nagyon fontos szerepe van a reguldciéban, igy az immunvdlasz jeldtviteli
folyamataiban is. A virusok burokfehérjéi gyakran glikozildltak, egyes
peptidhormonok csak szulfdtészterként aktivak. A nativ fehérjét és ennek
moédosult formdjat az immunrendszer is eltér6 mddon ismeri fel.
Célkitlizéseink kozott szerepelt szulfit- illetve foszfatészter képzési €s
glikozilezési médszerek kidolgozdsa mellett az igy 4talakitott peptidek
szintézisére alkalmas polimer elddllitdsa is.

A kopenyfehérjék fragmensei szerepének, a receptor-funkcidknak a
tanulmdnyozdsa és a poszttranszldcids dtalakitdsok kivitelezése szintetikus
vakcindk tervezéséhez vihet kGzelebb benniinket. Az ismeretek birtokdban
lehetdség nyilhat Uj diagnosztikus eljdrdsok kidolgozdsdra is az emlitett

virusfertdzésekkel kapcsolatban.



ELMELETI RESZ

I. AZ IMMUNVALASZ TANULMANYOZASA AZ
ANTIGENEK OLDALAROL

Az elsd kozlemény szintetikus peptidek felhaszndldsdrdl virusok
elleni immunizdldsban 1982-ben jelent meg a Nature-ben [1]. Ettdl
kezdve a szintetikus peptidek immunolégiai felhaszndldsa rohamos
fejlodésnek indult. Az els6é virus, amely ellen peptid antigénekkel
részleges védettséget lehetett elérni, a szdj- és koromfdjds egyik
virustorzse volt. Azéta mdr sziilettek eredmények a hepatitis B, a
citomegalovirus, a veszettség, az influenza és legijabban a HIV-1 virus
egyes szintetikus fehérje fragmenseinek felhaszndldsdval.

A vakcindldsi stratégidk - fejlodésiik ellenére - nem minden virus
ellen alkalmazhaték j6 eredménnyel. Ilyen az influenza virus és az AIDS-
et okoz6 HIV-1. Bdr a két kiilonb6zs térzsbe tartozé virusban a genetikai
mechanizmusok és a virusfehérjék szerkezete lényegesen eltér egymadstol,
a burokfehérjék "érési" folyamatdban hasonl6 lépések vesznek részt [2,
3]. Ilyen példdul az influenza virus hemagglutinin illetve a HIV-1
burokfehérjéjében a membrdnfiiziéért felelds molekula szakasz hasonld
enzimatikus hasitds révén torténd aktivdloddsa [4, 5]. Vizsgdlataink ezen
enzimatikus hasitdsnak kitett szakaszok immunfelismerésben betoltott

szerepének tisztdzdsdra irdnyultak. A HIV-1 esetében a kisérleti

eredmények Uj diagnosztikus mddszer kidolgozdsdt is eldsegithetik.



A, AZ INFLUENZA VIRUS

Az influenza virus kopenyfehérjéjének kulcsfontossdgui szakasza a
hemagglutininnak (HA) nevezett glikoproteid. T-sejtek dltali felismerését
az utébbi idoben alaposan tanulmdnyoztdk [6, 7, 8]. A hemagglutinin
Osszefliggd lancként szintetizdlédik, majd egy endopeptiddz hatdsdra két
alegységre (HA1 és HA2) hasad [9]. Az alegységek a 329-es pozicidban
16v5, a HA1 C-termindlisdt képviseld argininen keresztiil kapcsolédnak
egymdshoz [10]. A hasitds a virus fert6z6képessége szempontjdbol
nélkiilozhetetlen. Az ennek eredményeként létrejovdé konformdcio
vdltozds kovetkeztében vdlik szabaddd a virus és gazdasejt
membrdnfiziéjdért felelés un. fiziés peptid, a HA2 alegység N-
termindlis része [11], a membrdn fiizié katalizdtora [12].

A hemagglutinin immunfelismerésben betoltott  szerepének
tanulmdnyozdsa érdekében szdmos peptidet dllitottunk eld a hasitdsi hely

kornyezetéboOl. A szintetizdlt peptidek a kdvetkezdk voltak:

VTGLRNIPSIQS H1/HA1,,, 556
VTGLRNIPSIQSR H1/HA1l,,, 5,
GLRNIPSIQS H1/HA1;,9 355
LRNIPSIQS H1/HA1l,,, 5,4
LRNIPSIQSR H1/HA13, 359
GLFGAIAGFIEG H1/HA2, ,,
RGLFGAIAGFIEGR H1/HA1,,,-HA2,,
VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG H1/HAl,,,-HA2,,

VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG H1/HA1,,,(D-Arg’®)-HA2,,
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A peptidek szintézise a R. B. Merrifield dltal 1963-ban publikdlt
szildrd fdzisu médszer segitségével tortént [13]. Hordozéként dltaldban
p-metil-benzhidril-amin polimert haszndltunk [14, 15], igy az elddllitott
peptidek C-termindlisa savamid. Az «-aminocsoportokat t-butil-oxi-
karbonil (Boc), az oldalldnc funkcidkat a kovetkezd csoportokkal védtiik:

- Asp, Glu : ciklohexil-észter-

- Arg : tozil-

- Ser, Thr : benzil-éter-

- Lys : 2-Cl-benzil-oxi-karbonil-

- Tyr : 2-Br-benzil-oxi-karbonil-

- Cys : p-metil-benzil-

- His : benzil-oxi-karbonil-csoport.
A kapcsoldsokat diciklohexil-karbodiimides aktivdldssal végeztiik dikl6r-
metdnban, dimetil-formamidban, vagy ezen oldészerek elegyében. Az
aminosav beépiilést ninhidrin teszttel ellendriztik [16]. Az Asn, Gln és
Arg esetében az aminosavakbdl in situ 1-hidroxi-benztriazol észtereket
képeztiink a mellékreakcidk elkeriilése érdekében. A semlegesitést 10 %
trietil-amin / diklér-metdn eleggyel végeztiikk. A Boc-véddcsoportot 50 %
trifluor-ecetsav / diklér-metdn eleggyel tdvolitottuk el. A peptideket a
hordozérél folyékony hidrogén-fluoriddal, 0 °C-on, a benne szerepld
aminosavaktél fiiggéen 30-45 percig hasitottuk. A szolubilizdlds
ecetsavval tortént. Leoldds utdn az anyagokat liofilizdltuk. Ezt kovette a
tisztasdg-ellendrzés €s tisztitds forditott fizisi HPLC-vel, C;-as
oszlopokon, az amid-csoport elnyelési maximumadnak kodzelében (220-230

nm-en), az aldbbi eluensekkel:



A - 0,1 % trifluor-ecetsav
B - 80 % acetonitril, 0,1 % trifluor-ecetsav.
A termékeket szerkezetét aminosavanalizissel, tomegspektrometridval

igazoltuk.

1. tdbldzat. Az influenza virus HA kapcsolddasi részét reprezentdlé szintetikus

peptidek tomegspektrometrids vizsgélati eredményei

szdmitott MS taldlt MS

H1/HAL,,; 556 1438,8" 1439,9
H1/HAL,,,.5; 1083,25 1083,8
H1/HA1,,, 1 1026,2 1026,9
H1/HAl,,, 5,0 1182,39 1182,3
H1/HA2, ,, 1151,3 1151,5
H1/HA,,,-HA2,, 1463,7 1463,2
H1/HA1L,,,-HA2,, 2574,0° 2574,3
H1/HAL,,,(D-Arg)*®-HA2,, 2572,97 2573,6

#:. monoizotépos MS  *: a C-termindlis karboxilcsoport, a tobbi peptidnél savamid

A H1/HA1;,;-HA2, peptiden, amely a hemagglutinin alegységeinek
kapcsoldddsi részét tartalmazza, két potencidlis epitdpot jésoltak [17, 18].
Annak ellendrzése érdekében, hogy a peptid képes-e T-sejt vdlasz
kivéltdsdra, in vitro proliferdcids és az interleukin-termelés detektdldsdra

irdnyul6 vizsgdlatok torténtek BALB/c egereken. Ezek bizonyitottdk az
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emlitett peptiden T-sejt epitépok jelenlétét. Proliferdcios kisérletekben a
H1/HA1;,,3, fragmens potencidlis T-sejt epitopnak bizonyult. Tovdbbi
vizsgdlatok eredményei alapjdn ennek C-termindlisdn hosszabbitott, 25
aminosavbdl dll6 formdja (H1/HA1;,,-HA2,,) is j6 epitép annak ellenére,
hogy a hidroféb C-termindlis rész az eredetileg helikdlis konformaciét
nydjtottd alakitja. Ez utdébbival, illetve D-argininnel mddositott
vdltozatdval és a HI1/HAl;,,;,, peptiddel elvégzett dézisfiiggdségi
vizsgdlatok azt mutattdk, hogy a rovidebb, valamint a C-termindlison
hosszabbitott fragmensek T-sejt aktivdlé hatdsa kézel azonos. A 25
aminosavbdl 4116 epitépok felismerése tovabbi enzimes ("tripszin-szer(i
enzim") hasitds nélkiil is végbemegy. Erre abbdl lehet kovetkeztetni,
hogy enzim inhibitorok nem képesek gdtolni a folyamatot sem a
természetes, sem a D-arginint tartalmazé vdltozatndl. Fiziol6gids
korilmények kozott a 329-es pozicidban 1évdé  arginint egy
karboxipeptiddz lehasitja [10, 19], igy vdrhaté, hogy jelenléte nem
sziikséges a T-sejtek dltali felismeréshez. A H1/HAl,,;4,3 fragmens
bizonyitotta a feltevést. A HI/HAl;,055, @ HI/HAl;y 055 €s a
H1/HAl,,, 5, inaktivak, tehdt a 13 aminosavas potencidlis epitép N-
termindlisdn nem rovidithetd a T-sejt aktivdlé hatds elvesztése nélkiil.
[20]

A virusfert6zésben létfontossdgi konformdcivdltozds, amely a
hemagglutinin alegységekre torténé hasaddsakor kovetkezik be,
figyelmiinket az epitdpként szerepld peptidek térszerkezetének
tanulmdnyozdsdra irdnyitotta. A CD spektroszkdpidval, trifluoretanolban
elvégzett vizsgdlatok legmagasabb (35-40%) hélixtartalmat a H1/HA1;,,-
HA2,; és HI/HA1;,,-HA2,, peptidek esetében mutattak. A HA1 alegység
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C-termindlis részét reprezentdld6 H1/HAl,,;,, peptidnél ez az érték
mindéssze 10%-nak addédott. Ezzel Osszhangban bizonyos predikcids
moddszerek és FT-IR vizsgdlatok inkdbb (-turn képzddést jeleztek az
utébbi epitdpnal.

Tam 1988-ban 1jj tipusui, antigén tulajdonsdgu, eldgaz6 struktirdkat
vezetett be az immunolégiai kutatisokba [22], amelyeket sikeresen
alkalmaztak a szdj- és koromfdjds [23], illetve a hepatitis virus [24],
valamint a maldridt okoz6é Plasmodium esetében is [24, 25, 26, 27]. A
MAP (multiple antigenic peptide) szerkezetek szdmos eldonnyel
rendelkeznek a hagyomdnyos, fehérje hordozékhoz kotott antigénekkel
szemben:

- az epitépot lényegesen nagyobb szdzalékban tartalmazzdk,

- egyértelmiibb, kémiailag jobban jellemezhet6, reprodukdlhatébb
molekuldk,

- kikiisz6bolik a fehérje hordoz6 sajit immunreakcidit,

- lehetdséget biztositanak B- és T-sejt epitdpokkal egyiittesen
torténd immunizdldsra,

- segitségiikkel egyéb mdédositdsok (pl. a lipofil karakter fokozdsa)
is elérhetok.

A mdédszer alapelveibdl kiindulva az aldbbi MAP szerkezeteket

szintetizdltuk [28, 29]:
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VTGLRNIPSIQSR\

K
VTGLRNIPSIQSR” '\
K—RGLFGAIAGFIEGR MAP-1

VTGLRNIPSIQSR__
K
VTGLRNIPSIQSR™

VTGLRNIPSIQSR-__
K
VTGLRNIPSIQSR”™ "\
K—G MAP-2
VTGLRNIPSIQSR._ /
K

VTGLRNIPSIQSR™

VTGLRNIPSIQSR-__
K
VTGLRNIPSIQSR™ \ 0
K— (NH-CH-C),-NH, MAP-3
VTGLRNIPSIQSR-__ (CH,),3
K H,
VTGLRNIPSIQSR™

A peptideket az I/A fejezetben leirt szildrd fazisu szintézis
mddszerével dllitottuk el6. A hordozérdl tortént hasitds utdn a nyers
termékeket HPLC-vel tisztitottuk, ezekben az esetekben C,-es
oszlopokon.

A MAP-1 a hemagglutinin alegységei kapcsoléddsi helyén lokalizalt
T-sejt epitopokat egyiittesen tartalmazza. Az ezzel eldkezelt BALB/c
egerek 22-60 %-ban védetté vdltak letdlis dézisu influenza virussal

szemben. Azonos koriilmények kozott a H1/HA1;5,5.35 peptid maximum
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40%-os védettséget tudott eldidézni. (A kontrollcsoportban nem volt
tuléls.) [28, 29]

Mivel irodalmi adatok szerint [30, 31] az immunvadlasz fokozhaté a
peptid lipoproteid-szeri moédositdsdval, ezért szintetizdltuk a MAP-3
szerkezetet.

Az eddig leirtak a H1 influenza szerotipusra vonatkoztak. Hatékony
vakcindk tervezéséhez nem elegendd egyetlen tipus ismerete, mert a virus
varidbilitdsa miatt ez csak az esetek kis hdnyaddban idézne eld
védettséget. Ezért a vizsgdlatokat ki kivdntuk terjeszteni a H2 és H3
Peptideket szintetizdltuk a hemagglutinin HA1

szerotipusokra is.

alegységének C-termindlis régi6jabol.

2. tdbldzat. A H2 és H3 influenza virus szerotipusok vizsgdlatdhoz szintetizdlt

peptidek

‘ HI1 szerotipus ’ H2 szerotipus

H3 szerotipus

VTGLRNIPSIQSR || ATGLRNVPQIESR | LATGMRNVPEKQTR
H1/HA1,,, .35 H2/HA1,;, 5,5 H3/HA1,,¢ 35
GLRNIPSIQS GLRNVPQIES GMRNVPEKQT
H1/HA1;,4 5,5 H2/HA1;,4 354 H3/HA1;,9 355
LRNOPSIQS LRNVPQIES MRNVPEKQT
H1/HA1,,)5,5 H2/HA1,, 3,5 H3/HA1,,, 5,5
LRNIPSIQSR LRNVPQIESR MRNVPEKQTR
H1/HA1;5.35 H2/HA1,;, 35 H3/HA15,, 35
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A peptideket az I/A fejezetben leirt médszerrel szintetizdltuk,
tisztitottuk.
Jellemzésiik aminosav analizissel €s tomegspektrometridval tortént.

3. tdbldzat. A H2 és H3 influenza virus szerotipusok fiizids régidjat reprezentdld

peptidek tomegspektrometrids vizsgdlati eredményei

peptid J szdmitott MS “ talalt MS
H2/HA1,,, 5, 1439,63 1440,2
H2/HA1;,9.3,5 1111,26 1111,9
H2/HA1,, 3,5 1054,21 1054,9
H2/HA1,, 5, 1210,4 1211,0
H3/HA1,¢ 5y 1599,87 1599,7
H3/HA1;,9.3,5 1158,34 nincs adat
H3/HA1;, 4,5 1101,29 1101,6
H3/HA1,,.5, 1257,47 1258,0

Az immunolégiai és konformdciés vizsgdlatok elkezdddtek. A 2.
tdbldzat els6 sordban 1év6 hdrom peptid térszerkezetét CD és FT-IR
spektroszképidval 6sszehasonlitva kitlint, hogy a H1 szerotipushoz tartozé
szekvencidndl figyelhetd meg a legalacsonyabb «-hélix tartalom, itt
inkdbb B-turn képzés jellemzd. Meglepetésiinkre a leggyengébb T-sejt
epitépnak bizonyult H2 fragmens rendelkezik legmagasabb «-hélix

@« tartalommal, noha kordbbi irodalmi adatok @ 33, 34, 35] szerint a T
-sejtek inkdbb a helikdlis szakaszokat ismerik fel. [36]
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B, A HIV-1 VIRUS

A HIV virus gpl60 burokfehérjéjének érése analégidt mutat az
influenzdéhoz [2, 3]. A klasszikus fiiziés régié a gpl60 hasitdsakor
keletkez6 gp41 9-17 aminosavszekvencidjdhoz koéthetd [37, 38], amelynek
szerepe hasonl6 az influenza HA fiziés peptidjéhez. Ujabb vizsgilatok
szerint a gp160 mdsik hasitdsi termékén, a gp120 fehérjén is taldlhat6 egy
enzimatikusan érintett hely, amelynek szerepe lehet a membranfiziéban
[4, 5]. Feltételezhetd, hogy az itt torténd enzimatikus hasitds az influenza
HA-hoz hasonl6éan befolydsolja az immunolégiai felismerést.

A 120 kDa-os fehérje V3 loopjdnak vizsgdlatdhoz a kovetkezd
peptideket dllitottuk eld:

CTRPNNNTRKSIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHC

gp 120 V3, 55
NTRKSIRIQRGPGRAF

gp120 V3,5,

GPGRAFVTIGKIGNMRQAHC
gp 120 V35, 536

AFVTIGKIGNMRQAHC

gp 120 V35, 33

A szintéziseket ebben az esetben is az I/A fejezetben leirtak alapjdn
végeztik. A 36 aminosavbdl dll6 peptid elddllitdsa az dtlagosndl
nehezebbnek bizonyult részben hosszisdga, részben szekvencidja miatt.
A hordozérél tortént hasitdsa utdn a levegd oxigénje segitségével

épitettiik ki a ciszteinek k6zott a diszulfidhidat. A tisztitds RP-HPLC-vel,
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C,s-as oszlopon tortént. A peptidek szerkezetét aminosavanalizissel és
tomegspektrometridval igazoltuk. Az immunolégiai vizsgdlatok

folyamatban vannak.

II. A T-SEJT ANTIGEN-RECEPTOR KOMPLEX
VIZSGALATA

Az immunvdlasz sordn a szervezetbe 1épd antigén hatdsdra az
immunsejtek aktivdlédnak, osztédnak €és differencidlédnak. Mindhdrom
folyamat elsG 1épése a sejtfelszini receptorok €s ligandjaik kapcsolédésa.
A ligandko6tés hatdsdra a receptor konformdcidja megvdltozik és az
extracelluldris jelet a sejtbe tovdbbitja. E két folyamat, tehdt az antigén-

felismerés €s a jeldtvitel szabdlyozza a T-sejt vdlaszt.
A, AZ ANTIGEN KOTODESE A RECEPTORHOZ

A T-sejt antigén-receptor komplex minden T-sejt felszinén egy
heterooligomer struktirdbdl épil fel és hat vagy hét kilonbozd
alegységbdl dll [39]. Az alegységek - szerkezetiiket tekintve - hdrom
kiilonb6zd csoportba sorolhaték. Az elsében az immunglobulin
géncsalddhoz tartozé o és S ldnc taldlhaté [40]. Az -8 heterodimerhez
kapcsolddik a CD3 komplex v, 6 €s € ldnca, melyek kéziil az el6bbi kettd
glikozildlt. A harmadik csoportba a { csalddba tartozé dimerek sorolhatok

[41]. Az o és (8 lanc kivételével a T-sejt antigén-receptor komplex tobbi
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alegységének funkcidja nem ismert, bar a { ldncra vonatkozéan kisérleti
adatok ismertek az irodalomban [42, 43].
Kisérleteinkben két sejtfelszini fehérjét, a T-sejt receptor komplex -

és o-ldncdt vizsgdltuk.

A ¢-lanc aminosav sorrendje:

MKWKALFTAA ILQAQLPITE AQSFGL7LDPK LCYLLDGILF

szigndl peptid extracell. transzmembrdn
IYGVILTALF LRVKFSRSAE PPAYQQGQNQ LYNELNLGRR
régié —» intracelluldris rész

EEYDVLDKRR GRDPEMGGKPRRKNPQEGLY NELQKDKMAE
AYSEIGMKGE RRRGKGHDGL YQGLSTATKD TYDALHMQAL

PPR

A é-ldnc szekvencidja:

MEHSTFLSGL VLATLLSQVS PFKIPIEELE DRVFVNCNTS
szigndl peptid —» extracelluldris rész
ITWVEGTVGT LLSDITRLDL GKRILDPRGI YRCNGTDIYK

DKESTVQVHY RMSQSCVELD PATVAGIIVT DVIATLLLAL
transzmembrdn régié
GVFCFAGHET GRLSGAATDQALLRNDQVYQPLRDRDDAQY

intracelluldris rész
SHLGGNWARN K

Az elsé 1€pés az immunoldgiailag aktiv régiok megkeresése. Ezt
kiilonb6zd predikciés mdédszerekkel szokds elvégezni [44, 45, 46, 47].

A predikcidk els6sorban a peptidldnc hidrofilicitdsdt, flexibilitds4t, illetve
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mdsodlagos szerkezeti elemek (o-hélixek, G-reddzott rétegek, B-turnok)
képzddését veszik alapul az antigenitdsi index szdmitdsdndl. A legjobbnak
igérkezd epitdpok a magasabb indexti régidékban taldlhaték. A
szdmitégépes modellezést a WISCONSIN programcsomag
felhaszndldsdval végeztiik el.

A ldncok extracelluldris részeib6l immunogén szakaszokat

vdlasztottunk ki. Az aldbbi peptideket szintetizdltuk:

QSFGLLDPKLC T332
PITEAQSFGLLDPKLCY T3¢ 1733
AQSFGLLDPKLCYLLDG T35
TRLDLGKRILDPRGIYR T3655 5,

A {-ldnc a T-sejt receptorban dimerként fordul eld, amelyben a két
ldncot diszulfidhid koti Ossze. Ezért a levegd oxigénjével tOrténd
oxiddcidval elddllitottuk a T3(,,4, é€s a T3{,;,5; peptidek dimerjeit is. A
{-ldncbdl szintetizdlt monomer €s dimer peptideket glutdrdialdehiddel
marha szérum albumin és tireoglobulin hordozékhoz kapcsoltuk pH 6,5-
es foszfiat pufferben. A konjugdtumokat desztilldlt vizzel szemben 24
Ordn dt tart dializissel tisztitottuk, s igy haszndltuk fel. A kovetkezd
peptid-BSA konjugdtumokkal nyulakat immunizdltunk:

BSA - T3{»3

BSA - T3¢,,5, dimer

BSA - T3{,;5; dimer.

A kapott antiszérumok felismert€k az immunizdldsra haszndlt peptid
tireoglobulinhoz konjugdlt formdjdt. Az immunreakcié specifikus voltdt
peptid kompeticiés ELISA kisérletekkel sikeriilt igazolni. Egyik

antiszérum sem ismerte fel viszont a T-sejtekben jelenlévd nativ {-ldncot.
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A T30;55, peptidbdl marha szérum albumin és tireoglobulin
konjugdtumokat készitettiink, majd nyulak immunizildsdra haszndltuk fel,
az el6zbekben leirtak szerint. Ebben az esetben is termelddott specifikus
immunreakciéban ellenanyag, amely felismerte az oligopeptidet és az
immunizdldsra haszndlt konjugdtumot, de nem ismerte fel a nativ ¢-
lancot.

A fenti kisérletek nem kielégitd sikere miatt megprébdlkoztunk
eldgazé szerkezet(i antigének haszndlatdval. A Tam 4ltal leirt szerkezetek
mintdjdra szintetizdltunk két MAP struktirdt a {~ldnc, egyet pedig a 6-

lanc vizsgdlatdhoz:

AQSFGLLDPKLCYLLDG\
AQSFGLLDPKLCYLLDG/ \

AQSFGLLDPKLCYLLDG / \

AQSFGLLDPKLCYLLDG/
MAP-4
AQSFGLLDPKLCYLLDG\

AQSFGLLDPKLCYLLDG/ AN
K
AQSFGLLDPKLCYLLDG~, /

AQSFGLLDPKLCYLLDG/
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AQSFGLLDPKLCYLLDG\

AQSFGLLDPKLCYLLDG/K
~RGLFGAIAGFIEGR  MAP-5
AQSFGLLDPKLCYLLDG~_

AQSFGLLDPKLCYLLDG/K

FKIPIEELEDRVFVNC\K

FKIPIEELEDRVFVNC—
K—RGLFGAIAGFIEGR ~ MAP-6
FKIPIEELEDRVFVNC~__ /
K

FKIPIEELEDRVFVNC—"

A MAP-4 elagazé szerkezetli antigén, amely egyik T-sejt epitépot
oktamerként tartalmazza, az immunizdldsi kisérletekben toxikusnak
bizonyult. A MAP-5 konstrukcié szintézisére azért keriilt sor, mert az
influenza virus hemagglutininrél nyert eredmények (I/A fejezet) alapjan
arra  kovetkeztettink, hogy a HI1/HAl;,,-HA2,; peptid
(RGLFGAIAGFIEGR) sejtaktivdlé szerepet t6lt be az immunvdlasz
sordn. Az igy elGdllitott antigénnel szemben termelddott ellenanyag, de
az antiszérum ebben az esetben sem ismerte fel a nativ {-ldncot.

A MAP-6 konstrukcié a T-sejt receptor 6-ldncdnak 1-16 szakaszabdl
és az el6bb emlitett HI/HA1;,,-HA2,, peptidbol épiil fel. Immunizdldsi
kisérletekben hasonléképpen viselkedett, mint a T3ds5.5, szekvencidbdl
készitett konjugdtumok.

A MAP szerkezetekkel ennél a kisérletsorozatndl nem értiink el jobb

eredményt, mint a hagyomdnyos mdédon elddllitott antigénekkel.
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B, A JELATVITEL

A T-sejt receptoron keresztiil torténd sejtaktivdlédds sordn legaldbb
két kindz-utvonal aktivdlédik, majd a receptor néhdny alegysége
foszforildlédik. A kindzokat az antigénnek a receptorhoz valé kotédése
aktivdlja. Ezt koveti az alegységek megfeleld aminosavainak
foszforildcidja. A kindz-utak megismeréséhez azonositani kell azokat a
kindzokat, amelyek az aktivitdsért felelosek. Jelenleg két enzimet tesznek
felel6ssé az emlitett folyamatokért: a pS56'*-t [48] és a p597"-t [49].
Kisérleteinket ezekkel, illetve a ZAP70 kindzzal folytattuk.
Vizsgdlatukhoz az aldbbi M AP-szerkezeteket szintetizdltuk:

RNGSEVRDPLVTYEGSNPPASPLQDN\
K
RNGSEVRDPLVTYEGSNPPASPLQDN/ \
K~RGLFGAIAGFIEGR
RNGSEVRDPLVTYEGSNPPASPLQDN /
K MAP-7
RNGSEVRDPLVTYEGSNPPASPLQDN/

RYGTDPTPQHYPSFGVTSIP._
RYGTDPTPQHYPSFGVTSIP” \_
K-RGLFGAIAGFIEGR MAP-8
RYGTDPTPQHYPSFGVTSIP, _
K

RYGTDPTPQHYPSFGVTSIP
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ALGADDSYYTARSAG\

ALGADDSYYTARSAG/K\
K—RGLFGAIAGFIEGR ~ MAP-9
ALGADDSYYTARSAG-_
K

ALGADDSYYTARSAG”

ALGADDSYYTARSAG\

K
ALGADDSYYTARSAG— N\
K MAP-10
ALGADDSYYTARSAG~__ /

K
ALGADDSYYTARSAG—

Az antiLCK és az antiZAP70 szérumok magas affinitdssal felismerték
mind az immunizdldsra haszndlt peptid konstrukcidkat, mind a nativ
fehérjéket. Az antiFYN szérumok az immunizdldsra haszndlt
polipeptideket felismerték, de a nativ fehérjét felismerd képességiiket nem
sikeriilt direkt médon bizonyitani.

A jeldtvitelben kozponti szerepet betoltd, mdr emlitett foszforildcid
a T-sejt antigén-receptor komplex {- és +-ldncdt érinti [50]. A
folyamatban tirozin és szerin aminosavak hidroxilcsoportjai vesznek részt
[51]. A tirozin-foszforildcid a receptor stimuldciét kovetden megy végbe.
Eddig nem sikeriilt bizonyitani, hogy a {-ldnc intracelluldris részében
1€vd hét tirozin koziil melyek vesznek részt ebben a folyamatban. Ezért
vizsgdlataink a potencidlis foszforildciés helyek feltérképezését céloztdk.
Oligopeptideket szintetizdltunk az intracelluldris régidban 1évd tirozin

részek kornyezetébol.
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4. tabldzar. Oligopeptidek a T-sejt antigén-receptor komplex {-ldnca intracelluldris

régidjaban 1€vo tirozin részek kornyezetébol

| Joszforildcio helye | peptid szekvencidja peptid kodja
Tyr® PPAYQQG T3{61.67
Tyr™ NQLYNEL T3{0.75
Tyr® REEYDVL || T3%s0.86
Tyr'!° QEGLYNEL T3 106-113
Tyr'2 AEAYSEIG T3{ 110126
Tyr'! DGLYQGL T3$,35.144
Tyr's? KDTYDAL T3$149.155

Ezen peptidek toltotték be a kindz reakcié szubsztrdtjainak szerepét.
Kindz forrdsként HPBALL sejtekb6l nyert immunoprecipitdtumot
haszndlva a p56'* képes a Tyr* kivételével az Osszes tirozin
foszforildsdra. Legjobb szubsztrdtnak a Tyr'?? és Tyr'>*> bizonyult.
Hasonlé figyelhetd meg a p59%" esetében is, bdr jéval gyengébb
intenzitdssal. Az el6kisérletek azt mutatjdk, hogy a ZAP70 nem képes
foszforildlni egyik peptidet sem. Ha a kindz forrds pS6lck
immunoprecipititum, az eredmények kismértékben eltérnek az
el6z6ektdl, ebben az esetben a Tyr'*! foszforildciGja a legkifejezettebb.
Megdllapithatd, hogy kiilonbozé kindzok eltérd tirozinokat részesitenek
elébnyben. Megfigyeléseink j6 Gsszhangban vannak az eddig publikdlt

kezdeti eredményekkel.
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III. POSZTTRANSZLACIOS MODOSITASOK KEMIAI
SZIMULACIOJA

A peptidek és fehérjék egy része az €16 szervezetben
poszttranszldciés  dtalakuldson megy keresztil. A  szulfatdlds,
foszforilez6dés, glikozildcid a biokémiai folyamatok lényeges mozzanatai.
Vizsgdlatuk az immunvdlasz tanulmdnyozdsa szempontjdbdl is fontos,
mivel az immunrendszer eltér6 médon ismeri fel a nativ és a mddositott
molekul4t.

Noha a rovidebb peptidek szintézise a szildrd fdzisi technika
elterjedése 6ta rutin feladatnak szdmit, az emlitett utélagos dtalakitdsok
ma is kihivdst jelentenek a peptidkémikusok szdmdra. Nemcsak maga a
szintézis vet fel problémdkat. A kapott termékek fokozott
érzékenységiiek, igy stabilitdsuk megdrzéséhez kiméletes korulményeket
kell biztositani. Szildrd fazison torténd elddllitdsuk uj hordozdkat igényel,
olyanokat, amelyekrSl a peptid a szokdsosndl enyhébb kezeléssel

eltavolithato.
A, PEPTID-SZULFATESZTEREK ELOALLITASA

Ismeretesek olyan peptidhormonok, amelyek szulfatészter alakjdban
is megtaldlhat6k az €16 szervezetben. Legtobbszor tirozinon torténik ez
az utdlagos dtalakulds. A sokréti bioldgiai hatdssal rendelkezd

kolecisztokininrdl kimutattdk, hogy nem szulfatdlt szintetikus fragmensei
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a bioldgiai aktivitdsnak csak egy részével rendelkeznek (Johnson, 1970).
Kolecisztokinin-szeri peptideket emldsokon kiviil béka borébdl is
izoldltak (Anastasi és mtsi., 1968). Az igy nyert dekapeptidet
caeruleinnek nevezték el. Az eddigiekkel ellentétben az enkefalinndl a
szulfdtészter csoport lehasaddsa aktivdlja a molekuldt. A 17 aminosavbél
dllé gasztrinndl nem taldltak eltérést a szulfatdlt €s nem szulfatdlt véltozat
kozott.

Az dltalunk vizsgdlt peptideknél, a humdn gasztrinndl és a
caeruleinnél [52] a tirozin hidroxilcsoportja vesz részt a szulfitészter
képzésben. Elsd 1épésben a nem szulfatdlt peptideket dllitottuk el6 szildrd
fazison, az I/A fejezetben leirtak alapjin. A nyers peptideket a
hordozérél hasitottuk, majd szolubilizdltuk é&s liofilizdltuk. A
szulfatdldsndl két médszert haszndltunk.

a, Klor-szulfonsav haszndlata

A nyers peptidet piridin/dimetil-formamid elegyben oldjuk.
Piridin/DMF/kloroform meghatdrozott ardnyu elegyébe -10°C-on klér-
szulfonsavat csepegtetink. A két oldatot egyesitjik és
szobahdmérsékleten 24 6rdn 4t kevertetjiik.

b, Piridinium-acetil-szulfdt alkalmazdsa

A csak sotét ivegben, -20°C-on, vizmentes koriillmények kozott tarolhatod
reagens ecetsavanhidridbdl, kénsavbél és piridinbsl késziil -15°C-on. A
reagenst a peptid oldatdhoz adjuk és néhdny napig szobahdmérsékleten
kevertetjiik. A reakcié lejdtszoddsa utdn a termékeket a reagensektol
elvdlasztjuk. A szulfdtészterek savérzékenységiik miatt csak semleges
koriilmények kozott tarolhaték. Tisztitdisukat RP-HPLC-vel végeztiik. Az

erdsen savas koriilményeket a kromatografdldsndl is elkeriiltiik, 0,5 M,
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pH=6,5 ammodnium-acetdt oldatbdl késziilt eluenseket haszndltunk.
A leirt médszerek alkalmazdsdval sikeriilt nagyobb mennyiségben is

elfogadhaté tisztasdgi peptid-szulfatésztereket elddllitani.
B, GLIKOPEPTIDEK SZINTEZISE

Kisérleteket végeztink az EPGNDDLTLQ peptid-amid
glikozilezésére a 6. helyzeti aszparaginsavon keresztiil.
N-glikozidok szintézisére két it ismeretes:

1. a megfeleléen védett peptidek glikozilezése [53]

2. glikozilezett aminosavak beépitése [54, 55].
Az 1. mddszernél az egyik legnagyobb hibdat az jelenti, hogy a
glikozilezés koriilményei ko6zott a modositandé aszparaginsav -
karboxilcsoportja szukcinimid-szdrmazékot képezhet az Asp C-
termindlisdn 1évé amidcsoporttal. Ezt a mellékreakciét eddig csak abban
az esetben sikeriilt elkeriilni, ha az aszparaginsavat prolin kovette.
Célunk ezen 1. szintézisut tanulmdnyozdsa volt, kiilonds tekintettel az
emlitett mellékreakcidra.

Az I/A fejezetben leirtak alapjdn szintetizdltuk a kdvetkezd peptidet:

Fmoc-Glu(Fm)-Pro-Gly-Asn-Asp(Fm)-Asp-Leu-Thr-Leu-GIn-NH,
A glutaminsav és az 5. aszparaginsav w-karboxilcsoportjait fluorenil-
metil-észterrel védtiikk. Késobb, a térgdtlds csokkentése érdekében, az
Asp® védbcsoportjét allil-észterrel cseréltiik fel:

Fmoc-Glu(Fm)-Pro-Gly-Asn-Asp(All)-Asp-Leu-Thr-Leu-GIn-NH,
Az N-termindlis Fmoc-csoportot ligy épitettiikk be, hogy a szintézis utdn

a gyantdin 1évd peptidet fluorenil-metil-oxi-karbonil-N-hidroxi-
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szukcinimiddel reagdltattuk. A monoszacharid a 2-dezoxi-2-acetamido-D-
gliikézamin volt. Szdmos kapcsoldsi médszert kiprébdltunk: diciklohexil-
amin/1-hidroxi-benztriazol, diciklohexilamin/pentafluor-fenol
kondenzdcié, BOP reagens (benztriazol-1-il-oxi-tris-{dimetil-amino}-
foszfénium hexafluoro-foszfat), HBTU reagens (benztriazol-1-il-1,1,3,3-
tetrametil-urénium hexafluoro-foszfdt). Az elsd hdrom esetben nem, vagy
csak minimdlis mennyiségben képzddott termék. HBTU reagenssel a
kapcsoldsokat ekvivalens mennyiségi diizopropil-etil-amin jelenlétében,
vizmentes dimetil-formamidban végeztik, az irodalomban leirt
maédszerrel [56]. A reakcidkat forditott fazisi HPLC-vel kovettik a
kordbban (I/A fejezet) ismertetett feltételek mellett.

A peptidek reakcidkészsége kozott szdmottevd kiilonbséget nem
tapasztaltunk. A kiinduldsi anyag mindkét esetben kb. egy Ora alatt
elfogyott a reakcidelegybdl, ezt kovetden tovdbbi vdltozdst nem
észleltiink. Nagyobb része a kivant termékké alakult, de szukcinimid-
szdrmazék is képzo6dott. Mennyiségi viszonyukat a kromatogramok
integrdldsdval meghatdrozva kozelitdleg 2:1 ardny adédott a glikopeptid
javdra. Kisérleti eredményeinkbdl levonhaté a kdvetkeztetés, hogy HBTU
reagenssel, diizopropil-etil-amin jelenlétében elddllithaték glikopeptidek

az 1. mdédszer alapjdn.

A 1II fejezet B pontjdban leirt vizsgdlatokhoz célul tlztik ki
foszfatészter-csoport beépitését. Tirozin tartalmi, hét-nyolc aminosavbol
dll6 peptideken végeztiik az dtalakitdsokat. ElSkisérleteink eddig nem
hoztak egyértelmii eredményt. A jovGben tervezziik a megkezdett munka

folytatdsat.



26

C, EGY PEPTIDSZINTEZISRE ALKALMAS HORDOZO UJ
ELOALLITASA

A moédositott peptidek szintézis€éhez sziikséges kiméletesebb
koriilmények dj hordozékat kovetelnek. Egy igéretesnek tind polimer a
Rink 4ltal leirt 4-(2°,4’-dimetoxifenil-hidroximetil)-fenoximetil-polisztirol
[57]. Az igen érzékeny aminosav-hordoz6 kotés miatt az Fmoc
stratégidval elGdllitott peptidek enyhe savas kezeléssel eltdvolithaték a
polimerrdl, igy a savérzékeny funkciék gyakorlatilag nem kdrosodnak.
Szintézisére kidolgoztunk egy dj mddszert [58, 59, 60]. Erre azért volt
szitkkség, mert az eredeti eljdrdst kovetve alacsony boritottsdgi, nem
egyértelmii szerkezetli hordozéhoz jutottunk.

Rink el6szor 2,4-dimetoxi-4’-hidroxi-benzofenont szintetizdlt, ezt
cézium sévd alakitva klérmetil-polisztirolhoz kapcsolta. A linkert a
polimeren redukdlta. A hordozén végzett redukcié spektroszkdpiai
mddszerekkel alig kovethetd, a képzodd melléktermékek szinte egydltaldn
nem mutathaték ki. Ezen feliil a kapott hordozé boritottsdga igen
alacsonynak, mind6ssze 0,1 mmol/g-nak adédott.

A felmeriilt nehézségek miatt uj szintézisutat vdlasztottunk:
elddllitottuk a kész linkert és ezt kapcsoltuk polimerhez. Ehhez a 2,4-
dimetoxi-4’-hidroxi-benzofenon redukciéjdnak koriikményeit
optimalizdltuk. Megdllapitottuk, hogy az irodalomban leirt egy Ordval
szemben 10-15 perc alatt végbemegy a reakcid, utdna melléktermékek
keletkeznek. A cézium sét kdlium séval helyettesitettiik, igy nemcsak

lényegesen olcs6bb elddllitdsi médszerhez, hanem magasabb boritottsdgu
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polimerhez is jutottunk. Hordozdénk szubsztiticiés foka 0,4-0,5 mmol/g-
nak adédott.
A kidolgozott eljards segits€gével nagy mennyiségben is j6
termeléssel, gazdasdgosan dllithatunk eld médositott peptidek szintézisére

alkalmas polimert.


















