ZAROJELENTES: Szakmai beszamol6

Célkitiizesek

A doktori iskolat atfogo palyazati projekt 6 kutatasi iranyt foglal 6ssze:

1/ A neurodegenerativ betegsegek kdzos pathomechanizmusanak kutatasa; racionalis

gyogyszertervezes

1.1. B-szekretdz és kalpain inhibitorok tervezése és szintézise.

1.2. p-amiloid (Ap) peptidek aggregacioja. B-szerkezetrombolok (BSB) tervezése és

szintézise.

1.3. AP peptid aggregatumok kdlcsonhatasa membranfehérjékkel; az Alzheimer-kor

pathomechanizmusa. Funkcionalis AB-antagonistak tervezése és szintézise.
2/ A sejtmembranon athaladd peptid vektorok szintézise, tervezése.
3/ A galektin-1 alkalmazésa Uj immunoterépiaban.
4/ Az allergias betegségek molekuléris hattere.
5/ Uj opioid peptidek tervezése, szintézise és radiojelzése.
6/ Peptid nukleinsavak szintézise es biologiai hatasanak vizsgalata.
Mivel a 3 éves kutatasi idészak alatt a szakirodalomban tobb Uj felfedezésrél publikéltak

mas kutatocsoportok, az eredeti terveket néhany ponton moédositanunk kellett. Ezekre a

valtoztatasokra mindig utaltunk a beszamolo6 szévegében.



Részletes szakmai beszamolé

1.1. Enzim inhibitorok tervezése és szintézise

Az amiloid proteinb6l (APP) B- és y-szekretaz enzimek hataséra keletkezik a neurotoxikus
AB 1-42. Mindkét enzim aszpartil-protedz eés inhibitoraik az Alzheimer-kor potencidlis
gyogyszerei. A B-szekretaz (BACE) inhibitorokat laboratériumunkban szamitogépes
szimulacioval terveztik (a BACE 3D szerkezete Rtg-diffrakcios analizisekbol ismert). Négy Uj
vegylletet allitottunk el6, ezek bioldgiai tesztelését a Richter Gedeon Rt. kutat6i végezték el. A
BACE-gatlok tovabbi tervezését és szintézisét lezartuk, a meglévé inhibitorok bioldgiai
vizsgalatat végigvittik. Az U0j vegylletek kozul nem taldltunk kiemelkedéen jO hatasu

enzimgatlot, igy ezt a kutatasi irnyt lezartuk.

1.2. p-amiloid (AB) peptidek aggregacidja. p-szerkezetrombolok

Az a konszenzus alakult ki a szakirodalomban, hogy a B-amiloid legtoxikusabb aggregacios
forméja a mozgékony, diffuzibilis oligomer, és kevesbé a fibrillum. A B-amiloid aggregacidja
oligomer—protofibrillum—fibrillum irdnyban egy hosszu, koncentraciotol fiiggd folyamat. A
kovetkezé viszgalati modszereket alkalmaztuk:dinamikus fényszorasi vizsgalatok (QLS), CD és
FT-IR, Thioflavin-T adszorpciojanak spektrofluorometrias mérése, NMR vizsgalatok és
transzmisszids elektronmikroszkopia. Valamennyi vizsgalat azt igazolta, hogy az Ap 1-42 vizes
oldatban 1-10 mikromdlos koncentraciéban szobahén igen gyorsan aggregdl. Az Ap 1-42
kizarolag tiszta trifluorecetsavban van monomer allapotban, még a trifluoretanol, hexafluor-
izopropanol és a DMSO oldatdban is tartalmaz oligomereket. Ha a szerves olddszeres Ap 1-42
oldathoz vizet adunk, azonnal megindul a protofibrillumok és fibrillumok képzése, ez a B-
szerkezetek novekvo aranyaval kimutathato.

A B-amiloid kutatasok legnagyobb probléméja az AB-oligomerek elballitasa és egyértelmii
jellemzése (molekulatdmeg, konformécio, stb.). Sikeriilt Kiso és Sohma publikacioja alapjan egy
olyan AP 1-42 peptidet el6allitanunk, amelyik a 26. helyen egy Ser-észterkotést tartalmaz és csak
a pH béazikussa tételével (pH 7.0 folott) O—N acilezéssel alakul at a normaélis, peptidkotest



tartalmazo AB 1-42 monomerré. igy az Ap 42 aggregacios folyamata jol kézben tarthatd és az
oligomer aggregacié mindig meghatarozhato.

Sikertlt olyan pB-amiloid mintat eléallitanunk, mely jelentés mennyisegt AR(1-42) oligomert
tartalmaz. Az elGallitott oligomer-mintak aggregaciojat szobahémersékleten 20 6rés folyamatos
méréssel kovettiik. Megvizsgéltuk, hogy az oligomer-mintdhoz LPFFD-OH pentapeptidet 1:5
molaranyban adagolva valtozik-e az aggregacio kinetikaja. A DLS-, illetve TEM-méresek szerint
az oligomerek aggregacidjat nem befolyasolja a hozzéadott pentapeptid; mindkét esetben hasonlo
méreti s morfologiaju aggregadtumok keletkeznek: 4-7 nm atméroji és 30-100 nm hosszusagu
protofibrillumok, illetve protofibrillumgombolyagok. A pentapeptid hozzaadasa meggyorsitotta
az AP 1-42 aggregaciojat. Az LPFFD OH és szarmazeékai tehat hatasukat tekintve nem -
szerkezetrombolok (BSB-k). A fizioldgias pH-hoz képest a savas pH csokkenti az oldhatdsagot,
mig a lugos pH kedvez az oldodasnak. Annak ellenére, hogy az un. BSB-hatast nem sikerlt
igazolnunk, Uj peptidomimetikumokat terveztink a neurotoxikus aggregatumok hatasanak
kivédésére. Osszesen 75 peptidet és peptidomimetikumot terveztink és szintetizaltunk a
neurotoxikus peptid aggregatumok (elsésorban az AP 1-42)hatdsanak kivedésére. Ezek a
vegylletek potencialis gyogyszerek, ezért az 6sszes eddigi vegyiletliinkre szabadalmi védelmet
kértnk.

Igazoltuk, hogy az un. vezérvegyulet (lead) mellett 3 Gj peptidomimetikum is kivaléan véd az Ap
1-42 neurotoxikus hatésai ellen. Ezek a vegyiletek az Alzheimer-kor potencialis gyogyszerei.
Ezek a vegylletek megkotédnek az AP 1-42 aggregadtumok felszinén és beépilnek a
fibrillumokba, ez altal meggéatoljak a kolcsonhatast a membranfehérjékkel. Ezek gydgyszerré

torténo fejlesztese (ADME és toxicitas vizsgalatok, safety pharmacology) folyamatban van.

1.3. A peptid aggregatumok kdlcsonhatasa membranfehérjékkel; az Alzheimer-kor

pathomechanizmusa. Funkciondlis Ag-antagonistak tervezése és szintézise.

a/ Megvizsgéltuk a B-amiloid 1-42 (AB 1-42) aggregatumok neurotoxikus hatésanak
id6gorbéjét, differenciélt neuroblasztoma (SH-SY5Y sejtek) tenyészeten és patkany agy primer
neuron kulturdban. Mindkét kisérletsorozat azt bizonyitotta, hogy az Ap 1-42 aggregatumok,

nagy erével kotédnek a sejtmembranokhoz. 20 perc utan a neurotoxikus hatasok irreverzibilisse



valnak. Specifikus antitestek alkalmazasaval igazoltuk, hogy ennyi id6 alatt az Ap 1-42 aktivalja

a GSK-3 B enzimet és megindul a tau-fehérje hiperfoszforilacidja, ez a valtozas mar irreverzibilis.

b/ Hipotézislink szerint a jovében azok a cink-keldtorok lehetnek az Alzheimer-kor jo
gy6gyszerei, amelyek normalizéljak az agyban a Zn®* koncentraciot. A vezikularis cink (egyiitt
urulve a glutaminsaval) neuromodulator szerepet tolt be. A cink metabolizmuséanak zavara, a nem
megfeleld Zn** szint az agy adott teriiletein a neurodegenerativ betegségek inicialasanak egyik
riziké faktora lehet. Mérni tudjuk a hippokampalis Zn®* (irités kinetikajat 96-lyukd fluoro-plate-
readerrel. Az excitatoros aminosavak, pl. glutamat tartésan megnovelték a Zn** szintet a neuron
citoplazméajaban. Talaltunk olyan Zn®* kelatorokat, amelyek normalizaltak a Zn** -szintet mind a
citoplazmaban, mind az extracelluléaris térben, ezek az utdbbiak az Alzheimer-kor potencidlis
gy6gyszerei. (A Zn?* ionok til magas koncentracidja az idegsejtek kozotti résben veszélyes
lehet, mivel igen gyorsan aggregélja és kicsapja az Ap 1-42-t. Ennek ellensulyozéséra szolgalnak

a Zn-kelatoraink).
c/ Funkcionalis Ag-antagonistak tervezése proteomikai adatok alapjan.

A fehérjék szelektiv kdlcsonhatasa természetes reagalo partnereikkel a fehérjék megfelel
feltekeredettségének (folding) koszonhets. Az, hogy a fehérjék nem képesek megfelelé
feltekeredettségi allapotba jutni, ill. abban maradni, szdmos patoldgias allapotot eredményez. Az
un. ,,konformacios betegségek”-et bizonyos asszociatumokat képzo, B-red6zott réteg szerkezeti
(oligomer, ill. fibrillum), rosszul feltekeredett, Gn. amiloid-tipusu fehérjék felhalmoz6dasa
okozza. Az Alzheimer betegség is ebbe a patoldgias csoportba tartozik, melynek soran az Ap(1-
42 ) peptid képez fibrillumokat, ill. plakkokat, mig a Parkinson-kér esetében az a-synuclein, a Il.
Tipusu diabetes esetében az amylin fehérje kéros konformacioja a betegség feltételezett oka.
Munkank soran azokat a fehérje-feherje kdlcsonhatasokat kivantuk tanulmanyozni, melyek a mar
koros allapotban 1évo feherjék és agyi membran-feherjék kozott kialakulhatnak. Munkank célja
néhany amiloid-tipusu fehérjével (a fibrillaris AB(1-42), a NAC (a-synuclein fragmentum), és az
amylin) kolcsonhatasba lép6 membranfehérjék azonositasa volt. Mind a harom amiloid-tipusu
fehérje esetében hasonld vizsgélati modszert alkalmaztunk: elészor a fehérjeket ,0regitéssel”

fibrillaris allapotba hoztuk, majd membréanfehérjékben ddsitott agyi szimaptoszoma -



prepardtummal inkubaltuk. Megfelel6 id6 elteltével a fibrillaris fehérje-precipititumhoz nem
kotodott anyagokat eltavolitottuk, majd a koprecipitélt fehérjéket proteomikai mddszerrel
azonositottuk. Ennek soran a fehérjéket redukcio és alkilezés utan tripszinnel emésztettik és a
képzodott peptidkeveréket LC/MS/MS-sel analizaltuk. A kapott adatokbdl a kotodott fehérjéket
bioinformatikai eszkdzokkel hataroztuk meg.

A fibrillaris AB(1-42) felszinérol 88 fehérjét azonositottunk, melyek kozil 40 mutatott specifikus
kotodést. Ezek kozul 20 bizonyult membrénfehérjének. A specifikusan kotodott fehérjeket 6

csoportba soroltuk:

1, az Alzheimer korral méar kapcsolatba hozott fehérjek,
2, a citoszkeletéaris szervezédésben résztvevo fehérjék,
3, idegsejt adhézios molekulék,

4, méas neuronélis membranfehérjék,

5, neuronspecifikus fehérjék,

6. mitokondrialis fehérjék.

Tovabbi kisérleteinkben széleskoriien vizsgaltuk a specifikusan kotédo glicerinaldehid-
foszfat dehidrogenaz (GAPDH) kdlcsdnhatasait AB(1-42)-vel.

Az amylin és a szinaptoszoma membrén-preparatumok kélcsonhatadsaban 26 specifikusan kotédo
fehérjét, mig a NAC esetében 15 specifikusan koprecipitélt fehérjét tudtunk azonositani.

Az amiloid fibrillumokhoz kotédé fehérjék azonositasa lehetévé teszi az  un.
»konformacios betegségek” mechanizmusanak jobb megertését, valamint (j terapiak kidolgozasat
is.

Eredményeinket felhasznalva munkank folytatasaban az amiloid betegséggel szembeni Uj
neuroprotektiv vegylletek eléallitdsat celoztuk meg. Kordbbi adatok alapjan bizonyos kis
molekuldju peptidek az AB(1-42)-hdz kapcsolédva megakadalyozzdk a fibrillumok képzodését
(beta-sheet-breaker peptidek). Feltételezéslink szerint a proteomikai mddszerekkel azonositott,
amiloid fibrillumokhoz kot6dé fehérjékben lehetnek olyan kozos, ill. hasonld peptidszekvenciak,
amelyek a kotés kialakitasaért felelések. Ha léteznek ilyen kdz0s szekvenciak, akkor ezek a kis
peptidek nagy valdsziniiséggel jol kétédnek az amiloid fehérjékhez, s meg tudjak akadalyozni

azok aggregaciojat. A kozos szekvenciak felderitéesere az SzTE Mesterséges Intelligencia



tanszékének két munkatarsaval szamitogépes programot fejlesztettink ki (PeptideSearch). A

szoftver az algoritmikus megkdzelitést (successive approximation) alkalmazva meghatérozta az

ADb(1-42)-h6z specifikusan kotodé 20 membranfehérjében azokat a

rész-szekvenciakat

(pentapeptidek), melyekben az egyes aminosavak eléfordulasi gyakorisaga a legnagyobb:

Pozicio 1 2 3 4 5
AA | Gyakorisag % | AA | Gyakorisdg % | AA | Gyakorisag% | AA | Gyakorisdg% | AA | Gyakorisag %
35.6 25.3 19.7 28.9 23.7
L 7.9 S 10.2 S 10.6 S 9.2 S 12
Kontroll S 7 E 8 A 8.3 L 9.1 A 8.6
T 6.5 T 6.9 L 7.7 \ 6.8 L 7.4
R 5.8 L 6.4 T 7.3 A 5.8 \% 6.1
Q 4.9 R 6.2 \% 6.6 G 5 E 5.3
B © [ 9 [ 0 [ 100 [ 20
E 10 K 5 A 15 A 0 \% 20
AB—kots K 10 S 5 E 10 R 0 A 15
T 10 A 0 R 5 N 0 Q 15
A 5 R 0 G 5 D 0 S 10
N 5 N 0 L 5 C 0 R 5

gyakorisdgu aminosavakat.)

(Az eljarast, a peptideket szabadalmaztatni akarjuk, ezért takartuk el a legnagyobb

Ezen el6fordulasi gyakorisagok alapjan pentapeptideket terveztiink, ezeket szilardfazisu
peptidszintézissel allitottuk eld, majd HPLC-vel megtisztitottuk. Az eléallitott 6 peptid kdzl
ketté6 nagyon hatékonynak bizonyult: MTT-tesztben, kivédte az APB(1-42) é&ltal okozott
sejtkarosodast. A két Uj neuroprotektiv peptid fEPSP tesztben (in vitro), valamint in vivo
elektrofizioldgiai tesztben (NMDA altal kivaltott maximalis valasz) is hatékonynak bizonyultak.
A két

peptidomimetikumok tervezését és szintézisét. Eddig 20 vegyiletet szintetizaltunk és 6

vegylletre alapozva megkezdtik kilonféle modositott szarmazekok, illetve
pentapeptidet terveztlnk és elkezdtik az Uj vegyuletcsoport szabadalmaztatasat.
Tobb kutatdcsoport 6sszehangolt munkajaval egy olyan Uj peptid-tevezési eljarast dolgoztunk ki,

mely alkalmas lehet fehérjékhez torténd ,,ragados” szekvenciak kifejlesztéseére.
2/ A sejtmembranon athaladé peptid vektorok szintézise, tervezese.
A sejtmembranon athalado penetratin szarmazékokat allitottunk elé és vizsgaltunk.

Bizonyitottuk, hogy a peptid-konformacio (alfa-helix vagy B-red6zott réteg) nem jatszik donté

szerepet a peptidek membrénon torténé penetraciojdban. Tobb analdgot szintetizaltunk és



vizsgéltunk, a 12-aminosavat tartalmazé analdg éppen olyan jé membranpenetracios
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint az eredeti 16 aminosavas penetratin. Maga a penetratin is
rendelkezik 0nallo élettani hatasokkal és mint nuklearis lokalizacids szignal szerepel. A
penetratin és a hozza kapcsolt NF-kappaB oligopeptid bioldgiai-élettani  kiserletekben
(patkanykisérletek) jol védett a kolecisztokinin-indukalta hasnyalmirigy-gyulladas ellen, igy egy
Uj gyogyszerfejlesztés alapjaul szolgalhat.

Azonositottuk a kationos sejtpenetralo peptidek sejtbejutasat segit6 sejtfelszini molekulat.
Kifejlesztettlink olyan antivirdlis peptideket, melyek a méar emlitett sejtfelszini molekulahoz
specifikusan kotédve gatoljak a szintén kationos sejtkoté doménnel rendelkez6 virusok (HCV,
HIV stb.) sejtbejutdsdt. A daganatos sejtek membranfehérjéinek 6sszetételében bekdvetkezo
specifikus elvaltozasokat kihasznalva olyan sejtpenetrald peptideket allitottunk elé, melyek
képesek bizonyos daganatos sejteket szelektiven megcélozni.

Sikeresen lezartuk a kationos sejtpenetralé peptidek (SPP-K) sejtbe jutdsanak vizsgalatat.
Az SPP-k proteogikanokkal kialakitott sejtfelszini kdlcsdnhatasaira utald egyre névekvé szamu
sajat es irodalmi adat figyelembe vetelével kutatécsoportunk azt kezdte el vizsgalni, hogy mi a
proteoglikdnok szerepe az SPP cellularis internalizacidjaban. Kutatdcsoportunk igy talalt ra a
heparan szulfat proteoglikdnok egy konzervalt csaladjanak képvisel6jére, a syndecan-4-re, mely
valtozatos térszerkezetii, polianionos PG oldallancaival nagyszdmu ligand receptoraul szolgal.
Kisérleteink megmutattak, hogy a syndecan-4, megkotve az SPP-ket, egy PKC-a altal medialt
endocitikus folyamat soran internalizalodik, a sejtbe transzportalva az extracellularis domenjéhez
kotodo SPP-ket. A sejtbe jutott syndecan 4 a hozzakotott ligandokkal végul a sejtmagba jut és a
sejtmag elkulonilt reszein feldusul. A syndecan-4 transzporter tulajdonségait potenciélis terapias
beavatkozasokra torténé felhasznaldsra a kutatocsoport az ,Intracellular Targeting of
Molecules” cimen, 2007. julius 12-én benydjtott nemzetkdzi szabadalmi bejelentéssel védte le. A
PCT/1B2007/052787 szamon bejegyzett nemzetkdzi szabadalmi bejelentés 2008. januar 24-én
valt publikussa, és a World Intellectual Property Organization honlapjarol elérheté:
http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp? LANGUAGE=ENG&KEY=08/010162&ELEMENT_ SET=F.

A szabadalmi bejelentés altal levédett kisérleti munka mellett kutatdcsoportunk tovabb
folytatta a peptidek lehetséges terapias vegyuletként torténé in vivo felhasznalasat, az erre

vonatkozo adatokat egy cikkben publikélta.



3/ A galektin-1 alkalmazésa 0j immunoterapiaban.

A galektin csaldd (emberi B-galaktozid-koto lektinek) tagjai kozul a legmarkansabb
immunszabalyozo6 funkcidval az egyik legkorabban megismert csaladtag, a galektin-1 (Gal-1),
rendelkezik. Rendkivil hatasosan gatolja a gyulladasos és autoimmun betegségek klinikai és
histopatoldgiai tuneteinek kialakuldsat, ezaltal egy U(j immunszuppressziv stratégiat
szolgaltathat a fenti immunkorképek gyogyitasadban. A Gal-1 a tumor metasztatikus hajlaméanak
és agresszivitasanak is kivalé diagnosztikus markere. A Gal-1 funkcidja a malignus sejtekben
részben az adhézios tulajdonsagok megvaltoztatasanak, részben és talan ez a fontosabb, a Gal-1
termel6 rakos sejtek immunprivilégiumanak, és igy a tumorellenes immunvélasz géatlasanak
tulajdonithato.

Jelen ismereteink szerint a Gal-1 immunreguldld hatdsa az aktivalt T-sejtek
apoptozisanak indukcidjan alapul.

Vizsgaltuk a Gal-1 T limfocitakra gyakorolt apoptotikus hatasanak molekularis
mechanizmusat, ennek eredmeényeit publikéltuk

Vizsgalataink soran felvetodott a Gal-1 funkcionalis fehérje szakaszainak azonositasa és
annak lehet6sége, hogy a Gal-1 funkcidjaval rendelkezé szintetikus peptideket készitsunk.

A kovetkez6 Gal-1 szekvenciabdl szarmazo oligopeptideket készitettik el:

1. N terminélis, a dimerizécidban szerepet jatszo 15-mer peptidet: ACGLVASNLNLKPGE

2. Az N terminalishoz kozeles, de a dimerizacioban szerepet nem jatszd 19-mer peptidet:
CLRVRGEVAPDAKSFVLNL

3. Az utobbival atfed6 révid 8-mer peptidet: AKSFVLNL

A szintetikus peptidek teljes Gal-1 szekvenciaban elfoglalt helyét mutatja az alabbi abra:
ACGLVASNLNLKPGECLRVRGEVAPDAKSFVLNLGKDSNNLCLHFNPRFNAHGDANTIV
CNSKDGGAWGTEQREAVFPFQPGSVAEVCITFDQANLTVKLPDGYEFKFPNRLNLEAIN
YMAADGDFKIKCVAFD

A peptidek vizsgalatakor kapott eredmények 0sszefoglalva a kdvetkezok:

1. Mindharom peptid kotédik Jurkat sejtekhez, a koté-receptor (a Gal-1 esetében is) ismeretlen.
2. Az AKNL peptid teljes mértékben, az ACGE peptid részben leszorithatd teljes Gal-1

molekuléval a sejtek felszinérol.



3. A CLNL peptid a sejtekhez valo kotédes utan internalizalodik (hasonldan a teljes Gal-1
molekulahoz). (R Fajka-Boja, A Blaskd, F Kovacs-Solyom, G J. Szebeni, GK T6th, E Monostori.
Endocytosis of galectin-1: a journey to Golgi apparatus mediated by GM1 containing vesicles.
Submitted for publication)

4. A peptidek biologiai hatasat vizsgalva megéllapitottuk, hogy a peptidek egyike sem okoz
onmagaban apoptdzist, de Gal-1-gyel egyutt alkalmazva médositja a Gal-1 citotoxikus hatésat:
Az AKNL ndveli, mig a CLNL és ACGE peptidek csokkentik a Gal-1 T sejtekre gyakorolt
apoptotikus hatasat. (Légradi Adam: Regulation of t cell signaling by galectin-1 and lyso-
phosphatidylcholine. Ph.D thesis)

Tovabbi 0j eredményeink:

- A CLNL peptiddel reagalo monoklonalis ellenanyagot (MoAb) készitettink, az
immunizalashoz KLH-CLRVRGEVAPDAKSFVLNL konjugatumot hasznaltunk. A
specifikus ellenanyagot termelé hibridoma klénokat ELISA tesztben valasztottuk ki a
CLNL peptid és és a teljes gal-1 feherje felismerés alapjan. A CLNL MoAb gatolja a gal-
1 apoptotikus hatésat, ami arra utal, hogy az ellenanyag a gal-1 és specifikus receptora
kozotti kolesonhatést akadalyozza.

- Affinitds matrix készitése és alkalmazéasa. Az ACGE és CLNL oligopeptideket szilard
hordozéra, PEGA gyongyokre szintetizaltuk es a gal-1 fehérjét Sepharose 4B matrixhoz
kapcsoltuk. Az affinitas hordozokkal Jurkat sejtek lizatumabol izolaltuk a peptidhez és
gal-1-hez kotodo fehérjéket. Az ACGE és CLNL peptidekhez, valamint a teljes gal-1
molekuldhoz 46,5 kDa es11,3-15,8 kDa korli fehérjek kotodtek. Egy 55,8 kDa-os fehérje
csak a CLNL- és gal-1-gyongyokhoz kapcsolodott. A gal-1 affinitds matrix a
felsoroltakon kivil més polipeptidekhez is kdtodott.
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4/ Az allergias betegségek molekularis hatterének vizsgalata, hizosejt aktivaciot gatld

peptidomimetikumok tesztelése, hatasvizsgélata

Kimutattuk, hogy a komplement rendszerbdl szdrmazé C3a peptid gatolja a mukdza-
tipust hizdsejtek IgE-kozvetitett aktivaciojat, degranulaciojat. A gatld hatés létrejottében az 56-
64-es szekvencia szerepe dont6. Célul taztiuk ki az aktiv centrumnak tekintheté Asp-Cys-Cys-
Asn-Tyr-lle-Thr-Glu-Leu-Arg tovabbi térképezését. Az elballitott vegyuletek az Asp beta-
karboxilja és egy ciklikus beta-aminosav segitségével képz6dé nyolctagl gyiiriis szerkezetet
tartalmaznak. A bioldgiai vizsgalatok szerint a ciklohexan-karbonsav részt tartalmazé egyik
izomer aktivabb a eredeti peptidszekvencianal.

Célul tiztuk ki a korabbi vizsgalataink szerint az aktiv centrumnak tekintheté Asp-Cys-
Cys-Asn-Tyr-lle-Thr-Glu-Leu-Arg aktiv konforméacidjanak rogzitésével ill. a metabolizmus utak
gatlasaval olyan, konformécidsan gatolt peptideknek illetéleg peptidomimetikumoknak a
tervezeset és szintézisét, amelyek képesek patologias folyamatok gatlasara. A 2006-ban elsallitott
vegyuletek bonyolult heterociklusos szerkezettel jellemezhetok.

A mddositott peptidek tervezése és szintézise a koOvetkezé eredményekre vezetett. A
nyolctagl gytrti kedvezé téralkatanak feltérképezéséhez elkészitettik a béta alaninbol és L-
aszparaginsavbdl allo oktaciklust tartalmaz6 analdgot, a 2-amino ciklooktankarbonsav két kiilénb6zé
izomerjevel acilezett szarmazekokat valamint az amino oxanorbornan karbonsavat és aszparaginsavat
tartalmazo szarmazékokat. Ez utdbbi alkalmas lehet retro Diels-Alder reakcié utan a kordbbiakhoz
hasonlo, de a megfelelé helyen merev kettdskotést tartalmazo (dehidro béta alanin tartalmd) analog

eldallitasara.
A bioldgiai vizsgalatokhoz a kdvetkez6 anyagokat, modszereket hasznaltuk:
- RBL-2H3 patkény hizdsejtvonalon végzett B-hexdzaminidaz assay,

- Bazofil sejteken végzett citofluorimetrias méres,

- Passive Systemic Anaphylaxis (PSA) vizsgéalata egereken
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A bioldgiai vizsgalatok eredményei a kdvetkezok:
RBL-2H3 sejtek FceRI-medialt aktivacidjanak gatlasa peptidekkel

A vizsgélt peptidek egy része viszonylag erételjes gatlast gyakorol a sejtek
aktivalhatdsagara és a hatasa koncentrécioé fuggo.
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1.1. abra Peptidek és peptidomimetikumok hatasa IgE-vel szenzibilizalt RBL-2H3 sejtek
antigenre adott valaszéra

Human bazofil leukocitak FceRI-medialt aktivacidjanak gatlasa peptidekkel

Vizsgaltuk a peptidek illetve peptidomimetikumok hatasat egészséges donorok veérébol
szarmazo bazofil sejtek in vitro anti-FceRI-gyel torténé aktivalasa soran is. Az dbran azokat a
peptideket illetve peptidomimetikumokat tlintettik fel, amelyek hatasosnak bizonyultak a bazofil
sejtek aktivaciojanak gatlasa soran.
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1.2. abra Kilonbo6zo peptidekkel es peptidomimetikumokkal vald in vitro elékezelés hatésa a
vizsgélt donorok anti-FceRI-gyel stimulalt bazofil sejtjeinek aktivaciojara;
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A peptidek hatasanak vizsgalata in vivo modellrendszerben, PSA modszerrel

Az egereken végzett kisérletek sordn anti-DNP IgE-vel szenzibilizalt Balb/c egerekben
DNP-HSA-val Kivaltott vér-hisztamin koncentracio-valtozasat mértiink. A peptidekkel illetve

peptidomimetikummal torténd elékezelés tobb esetben hatékonyan géatolta az allergids reakcio
kialakulasat.
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1.3. abra A kulénb6z6 peptidek illetve peptidomimetikumok hatésa in vivo rendszerben

A harom kilénbdzo rendszer vizsgalata soran nem pontosan ugyanazok a peptidek illetve
peptidomimetikumok bizonyultak hatdsosnak, ami a vizsgalt rendszerek nagyfoku
kilonbozoésegevel magyarazhatd (harom vizsgalt faj, in vitro-in vivo mérések), mindazonaltal
talaltunk olyan peptideket, amely mindharom vagy legalébb két rendszerben gatlé hatastnak
bizonyultak.

Korabbi adatainkra timaszkodva (J.Immunol., 2005, 175: 2801-2806), melyek szerint a PLCy-2
foszforilaciojat is csokkenti bizonyos peptidekkel valo elokezelés, megvizsgaltuk, hogy a kilénb6zo
citokinek expresszidjara hogyan hat a legahtékonyabb gatlé szekvencia. Eredményeink szerint a
DCCNYITR peptid egyarant gatolja az IL-3, IL-4, IL-5, IL-13 és a TNF-a szintéziseét.

A vizsgélt és hatékonynak talalt peptidek a kovetkezék: Aoc-DNYITR DCCNYITR (diszulfidhid

a vicinalis ciszteinek kozott) cisz-Acpc-DNYITR, transz-Achc-DNYITR (RR) transz-Achc-
DNYITR (SS)
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5/ Uj opioid peptidek tervezése, szintézise és radiojelzése.

Az endomorfinok (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH, és Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,) 16 Gj, Pro? helyett
aliciklikus B-aminosavakat (cisz/transz-2-aminociklopentan, ACPC ill. ciklohexan karbonsav,
ACHC) tartalmazé szarmazékat allitottuk el6 SPSS-sel. A B-aminosav konfiguraciojat a
peptidekben savas hidrolizist kovetéen az aminosav keverékbol tetra O-acetil glikopiranozil-
izotiocianat reagenssel valé derivatizalassal, majd analitikai HPLC-vel kirdlis aliciklusos -
aminosav standardokkal valo @sszehasonlitassal hataroztuk meg. A cisz-ACPC//ACHC-t
tartalmaz6 endomorfinok konformaciojdt NMR és molekulamodellezési modszerekkel is
vizsgaltuk. A vegyiletek bioldgiai aktivitasat radioligand kotési és G-fehérje aktivacios
kisérletekkel vizsgaltuk patkany agy homogenatumban. Megallapitottuk, hogy a cisz-(1S,2R)-
konfigurécioju szarmazékok az alapvegyiletekhez hasonld, vagy kismeértékben megndvekedett
affinitassal kot6dé  u-opioid receptor agonistdk, amelyek emellett extrém proteolitikus
stabilitassal rendelkeznek, ezért mind in vivo vizsgalatokhoz, mind a p-receptorok bioaktiv
konformécidjanak vizsgalatara kivald eszkdzok lehetnek Az 1R, 2S konfiguracioju szarmazékok
nagysagrendekkel kisebb affinitastak. A transz-(1S,2S)ACPC/ACHC-t tartalmazé endomorfinok
affintasa jelentésen lecsokkent. [*°S]GTPyS funkcionalis kisérletek a kivalasztott vegyiiletek
agonista/parcialis agonista természetét igazoltak. Vizsgalatainkbol azt a kdvetkeztetést vontuk le,
hogy a konformacio illetve kiralitds meghatdroz6 az endomorfinok biologiai aktivitasa
szempontjabal.

A Dbiologiai vizsgalatokat kovetéen kivalasztottuk a legjelentésebb és proteolitikus
enzimekkel szemben ellendlld analdgokat és azokat radioaktiv formaban is eléallitottuk. A
[PH]Tyr-(1S,2R)ACPC-Phe-Phe-NH, és a [*H]Tyr-(1S,2R)ACHC-Phe-Phe-NH, kotédésének
részletes Kkinetikai, telitési és kompeticios mérésével megallapitottuk, hogy mindkét U]
radioligand nagy affinitassal es szelektivitassal jeloli a patkdny agyi p-opioid receptorokat. A két
Uj radioligand kival6 eszkoz lehet a p-receptorok bioaktiv konformacios vizsgalataban.

Uj triciummal jelzett §-opioid antagonistakat (*H-Tyr-Tic-(2S,3R)BPhe-Phe, Dmt-Tic-
(2S,3R)BPhe-Phe) és nem peptid természetii p-opioid agonistat (metoximetopon) is eléallitottunk
Biokémiai tesztekkel patkany- és egéragyi membranokban részletesen jellemeztiink a [*H]Tyr-

YO T4

Uj ligand az alapvegytletnél nagyobb affintist mutato enzimrezisztens 3-opioid peptid antagonista.
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Receptor autoradiografias kisérletekkel feltérképeztiik az 0j ligand kotohelyeit, amely megfelel a 6-
receptorok ismert regionalis megoszlasdnak patkany és egér agyban. Specifitasat azzal is
igazoltuk, hogy d-receptor knock-out egér agyban nem talaltunk kotédeést. Fajdalomtesztekben az
Gj ligand a hipotetikus -1 opioid receptor altipusra specifikusnak bizonyult, amelyet [*>S]GTPyS
funkcionalis és kotési tesztekkel rekombindns receptorokat expresszalé sejtvonalak
segitségével.vizsgalunk. A radioaktiv ligandjaink kozil néhany (Dmt-Pro-Phe-Phe-NH;, Tyr-
(1S,2R)ACPC/ACHC-Phe-Phe-NH, és metoximetopon) kereskedelmi termékké fejlesztettlink.

6/ Peptid nukleinsavak szintézise és biologiai hatasanak vizsgélata.

1/ Regioszelektiv ~ szintézist dolgoztunk ki alkil-(guanin-9-il)acetatok eléallitasara
guanozinbol kiindulva. A szintézisek sordn keletkez6 alkil-(guaninil)acetatok 7-es és 9-es
regioizomerjei jellemzésre a korabban altalunk kidolgozott 13C NMR ill. 15N NMR modszerek
mellett egy Uj, tomegspektrometrias eljarast kozoltiink, ami az egyes izemerek eltér6 ionizacios

képességén alapszik. Eljarast dolgoztunk ki diszulfidhiddal 6sszekdtott oligonukleotid-peptid

konjugatumok el6éallitasara.

2/ Uj, konformaciosan gatolt, kiralis azetidin-nukleinsavak (ANS) eléallitasara végzett
vizsgalataink keretében kiralis biciklusos izoxazolidineket allitottunk el6. Sikerult olyan
reakciokorilményeket taldlnunk, amelyben a lehetséges négy diasztereomerbdl csak egyetlen
képzodik a D-gliko ill. a D-galakto sorban. Egyetlen 8-benziloximetil-3,4,5-tribenzoiloxi-9-oxa-
1-azabiciklo[4.2.1]nonén diasztereoizomert nyertiink 2-(benziloxi)acetaldehid és egy metil-alfa-
D-gliikopiranozidbdl szarmazd omega-telitetlen hidroxilamin segitségevel 1,3-dipolaris
cikloaddicioban. Az analdg reakcid metil-D-galaktopiranozidb6l és metil-glioxilatbdl 3 : 1
ardnyban szolgaltatott két diasztereomert. Egy masik megkozelitésben konformécidsan gatolt
alfa, beta-diaminosavakat allitottunk el6 ugyancsak nitronok cikloaddicios reakcioja segitségével.
Egy védett szerinalbdl képzett nitron cikloaddicios reakciojat vizsgaltuk metil-akrilattal. A
keletkezett diaszteromer elegyet elvélasztottuk, tovabbi funkcidscsoport-atalakitasokkal
pirrolidinil-glicineket készitettlink, amelyeket tovabbi PNS-analogok el6allitdsara kivanunk

felhasznalni.
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3/ Eljarast dolgoztunk ki diszulfidhiddal 6sszekdtott oligonukleotid-peptid konjugatumok

eléallitasara.

4/ 3- és b5-szubsztitudlt 6-aminouracilok és nativ nukleobazisok duplex és triplex
szerkezetekben lehetséges hidrogénhid-kotéseit vizsgaltuk elméleti modszerek segitségével. Ot
potencialis duplexet es 0Ot triplexet talaltunk, hét dimerben elagaz6 hidrogénhid-kotéseket

észleltiink, amelyek tovabbi stabilizaciot okoznak.

5/ Egy masik megkozelitésben konformaciosan gatolt o,B-diaminosavakat allitottunk el6
ugyancsak nitronok cikloaddicios reakcidja segitségével. Egy védett szerindlbol képzett nitron
cikloaddicios reakciojat vizsgaltuk metil-akrilattal a Zaragozai Egyetemmmel folytatott
egyuttmiikodésiink kereteben. A keletkezett diaszteromer elegyet elvélasztottuk, a dominans
izoxazolidin diasztereomerb6l pedig tovabbi funkcidscsoport-atalakitasokkal pirrolidinil-

glicineket keszitettlink, amelyeket tovabbi PNS-analdgok eléallitdsara kivanunk felhasznalni.

6/ Peptidek  kapillaris elektroforézissel kombindlt tomegspektrometrids vizsgalatat
megkdnnyit6 eljarast dolgoztunk ki, amelyben brém-tartalma tiazélium- és piridinium-sokkal
jeloltuk meg a peptidek tiol- és aminocsoportjait és a keletkez6 ionos vegylletek fragmentacios

képének a vizsgélataval aminosav-sorrendet tudunk megallapitani.

7/ Savérzékeny foszforamiditek pontos molekulatdmegmérésére (j eljarast dolgoztunk ki,
amelyben a foszforamiditek litium-kloriddal, poli(etilénglikol)lal és mas polimer standardokkal

képzett komplexeit hasznaltunk fel.

8/ Eredményeinket 8 hazai ill. nemzetkdzi konferencidn ismertettiik és 10 publikacionk
jelent meg 2005-2008-ban.



