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Uj vegyiiletek a M. tuberculosis fertozés kezelésére, specifikus
kimutatasara
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1. Bevezetés

A tuberkulozis (TB, glimdékor) a Mycobacterium
tuberculosis (MTB) okozta fertézés kovetkezményeképp
kialakulé korkép, amely megjelenhet barmelyik szervben,
de a tlidotuberkulozis a leggyakoribb. Az okori vilagot
sujto haborik mar terjesztették a ragalyt. A TB tomeges
elterjedését azonban az iparosodas, a nagyvarosok
megjelenése, a tomegszallasok eredményezték. A TB
korokozojat Robert Koch azonositotta 1882-ben. Emberi
fertézés ¢és korképek megjelenéséért atipusos, illetve
kornyezeti mycobacteriumok (M. kansasii, M. avium-
intracellulare) is felel6sek lehetnek. A TB kezelésére az
1943-ban felfedezett sztreptomicint hasznaltdk eldszor,
amit 1952-ben az izoniazid bevezetése kovetett. 1971-
tdl a rifampicint, majd a 80-as évektdl a pirazinamidot is
alkalmaztdk. A MTB leggyakrabban csepp-és porfert6zést
kovetden keriil a szervezetbe, ahol els6sorban az alveolaris
makrofagok, valamint a dendritikus sejtek bekebelezik;
azonban a baktérium fagocitézisa nem vezet minden
esetben a kérokozé eliminaldsadhoz. A MTB szamos ponton
képes gatolni a gazdasejt miikddését, kivédve anyagcsere
termékeinek baktericid hatdsat. A fert6zott gazdasejtekben
az intracellularis M7B un. dormans allapotban hosszi
ideig életképes marad, és évtizedekig megtalalhaté a
szervezetben a betegség kialakulasa nélkiil. Ebben az
esetben latens fert6zottségrol beszéliink, és napjainkban az
Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) felmérése szerint a
Fold lakossaganak egyharmada ide sorolhato. A TB tovabbra
is jelentds népegészségiigy kihivast jelent a F6ld minden
pontjan. Ez a betegség tehetd felelossé az elkeriilhetd
felnéttkori haldlokok 25%-ért; a megbetegedettek 80%-
a gyermekkori vagy a munkavégzés szempontjabol
legproduktivabb 15-59 éves. A WHO eldrejelzése alapjan
2000 és 2020 kozott kozel 1 milliard ember valik Gjonnan
fertézotté, és ezek koziil varhatéan 200 millio egyénben
ez a fertézés klinikai megbetegedéshez vezet majd. A
veszélyeztetett populacioba tartoznak az idések, ujsziilottek,
legyengiilt immunrendszeriek (pl. immunszupresszaltak,
transzplantaltak, autoimmun betegségben szenveddk, HIV
fert6zottek).

A TB felszamolasa a néhany évtizeddel ezeldtti optimista
elképzelések ellenére nem tortént meg, és az Bijabban fellépd
jelenség, a multirezisztens baktériumok megjelenése a
helyzetet tovabb sulyosbitja.!

A TB terjedésének megfelel6 kontrol alatt tartdsaban
nagy jelentdsége van a betegség kezelése, 0j potencialis
hatéanyagok felfedezése és a fert6zottség specifikus és
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korai diagnozisa teriiletén folyd kutatasoknak. Munkéankban
fontos szerepet jatszanak a szintetikus peptidek és a peptid-
biokonjugatumok.

2. Uj antituberkulotikus hatasi vegyiiletek

Uj antituberkulotikus hatasi vegyiileteket definialtunk
in silico médszerek alkalmazéasaval Dr. Grolmusz Vince
kutatécsoportjaban (ELTE Szamitdégéptudomanyi Tanszék)
kifejlesztett dokkold algoritmus (FRIGATE) segitségével.
A Dbaktérium anyagcseréjében létfontossdgu enzimekhez
kotddni képes molekuldkat — e tulajdonsaguk alapjan —
azonositottunk.?® A vegyiiletek hatasat in vitro MTB H37RV
baktérium tenyészeten tanulmanyoztuk, és meghataroztuk
a vegyiletek MIC értékét (MIC: a legkisebb koncentracio,
amely a baktérium in vitro névekedését gatolja). A kisérletek
az Orszagos Koranyi TBC és Pulmonologiai Intézet teriiletén
talalhato Bakteriologiai Laboratoriumban, Dr. Szabd Nora
¢és David Sandor egyiittmiikodésével torténtek.

Az 1j kemoterapias szerek azonositasa mellett fontos e
gatlo vegyiiletek célsejtbe (pl. fertdzott makrofag) torténd
juttatasa. A hatdanyagjeldlt sejtbejutdsanak hatékonysaga
novelhetd gazdasejt specifikus hordozé6 molekuldkhoz
torténd kovalens konjugéacioval. A hatéanyagok tobbsége
els6sorban a gazdasejten kiviill csokkenti a mikrobak
szamat, és kismértékben hat az intracellularis (és a
dormans) baktériumokra. Olyan hatéanyagok-konjugatum
konstrukcidkat terveztiink és allitottunk eld, amelyekben
az antituberkulotikumokhoz egy célbajuttatd oligopeptid
kapcsolodik kozvetleniil vagy bifunkcids kozvetité modul
beiktatasdval. E vegyiiletekben célbajuttatd egységként
ismert oligopeptidet (pl. tuftsinszarmazék, granulizin®*7),
illetve elagazo lanch polimer polipeptidet™® alkalmazunk.
Az 1j vegyliletek antituberkulotikus hatasat jellemzé MIC
érteket MTB H37Rv baktériumszuszpenzion, valamint az
intracellularis baktériumot in vitro modellez6 MTB H37Rv
fert6zott MonoMac-6 sejteken hataroztuk meg.

Eloallitottuk az altalunk in silico azonositott, fluoreszcens
sajatsagu, antituberkulotikus hatasa kumaronon tipusu
6-hidroxi-7-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-ilmetil]-2-
[(E)-3-(2-metoxifenil)prop-2-enilidén]benzofuran-3-on
(TBS) vegylilet konjugdlasra alkalmas szarmazékat
glutarsav-anhidrid alkalmazasaval. E vegyiiletet kapcsoltuk
oligotuftsin (OT20) és granulizin peptidhordozdkhoz amid-
kotés kialakitasaval. Meghataroztuk a konjugatumok in vitro
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1. Abra. A MonoMac6 human monocitikus sejtekrol késziilt

mikroszkopos felvételek: (A) a kezeletlen kontrol sejtek fénymikroszkopos
képe, (B) a TBS hatoanyaggal kezelt sejtek nem mutatnak fluoreszcenciat

(C) a TB5-OT20 konjugatum és a (D) TBS-granulizin konjugatum
sejtbejutasat demonstrald fluoreszcens mikroszkopos kép

antituberkulotikus  hatdsat. A sejtbejutas mértékét
fluoreszcencia  mikroszkdp és  aramlasi  citométer
segitségével mértiik. MonoMac-6 human monocita

sejtek a TBS szabad hatdanyagot kis mértékben vették
fel, mig a peptidekkel képzett biokonjugatumokat
nagysagrendekkel nagyobb mértékben* (1. abra). Az
intracellularis baktériumra kifejtett gatlo hatast a fert6zott
MonoMac-6 sejteken bizonyitottuk: a konjugélt hatéanyag
elpusztitotta az intracellularis mikrobdkat (2. &bra).

2. Abra. Az intracellularis MTB H, Rv novekedésének gatlasa, fert6zott
human MonoMac-6 sejteken: (A) kezeletlen kontrol, a baktérium telepek
Lowenstein-Jensen szilard taptalajon, (B) az INH antituberkulotikum
o6nmagaban nem hatéasos, (C) az INH-pal-T5 konjugatum, (D) a TB5-
OT20 konjugatum, valamint (E) a PLGA pal-T5-INH hatasa — a telepek
szamanak jelentds csokkenése a kezeletlen kontrolhoz és az INH-hoz
viszonyitva. A kezelés utan a sejteket 2,5 %-os steril SDS oldattal lizaltuk,
majd a lizatum keriilt kioltasra a szilard taptalajon.

Kutatasaink soran a jelenleg klinikumban alkalmazott
izoniazid (INH) antituberkulotikum peptidkonjugatumait
is eldallitottuk. Az 1j, irodalomban nem ismert INH-
peptidkonjugatumok eldallitasara két modszert dolgoztunk
ki. Az elsd esetben a hordozd peptid aldehid szarmazékat
oldatban reagaltattuk az izoniaziddal. A masik modszer
esetében eldszor az INH-t reagaltattuk glioxilsavval, majd a
termék redukciojat kovetden kapott izonikotinoilhidrazino-
ecetsav szarmazékot kapcsoltuk a szilard fazison felépitett
oligopeptid N-terminalisdhoz vagy a lizin aminosav
g-aminocsoportjahoz. Az INH-peptidkonjugatumok
mindegyike gatolta a MTB H37Rv baktérium tenyészetek
novekedését az INH MIC értékével kozel megegyezd
koncentracioban.’’ Eredményeink azt igazoltdk, hogy
az oligopeptid hordozd egységhez torténd kapcsolas
a konjugatumban nem befolyasolja az INH in vitro
antituberkulotikus hatasat MTB H37Rv tenyészeten.>>’

A kolloidalis hatéanyag-szallitd/célbajuttatd rendszerek
koziil a biodegradabilis polimerek alkotta nanorészecskéket,
mint gyogyszerhordozokat szintén alkalmazhatjuk. A
leggyakrabban hasznalt, a szervezetben lebomld szintetikus

makromolekula a tejsav/glikolsav kopolimer (PLGA),
amelynek hidrolizise soran a szervezetben megtalalhatd, nem
toxikus kismolekulak (tejsav, glikolsav) keletkeznek. Mivel
az INH hidrofil sajatsdga miatt nem tud adszorbealddni
hidrofob polimeren, olyan INH konjugatumot allitottunk
elé, amelyben az INH-szdrmazék egy palmitinsavval
modositott peptid-hordozohoz (INH-pal-T5) kapcsolddik. E
konjugatum megoszlasi hanyadosa oktanol/viz rendszerben
nyolcszorosa volt az INH-ra jellemz6 értéknek, ami jelzi a
hidrofil sajatsag jelent6s modosulasat. Az INH palmitoilezett
TKPKG tuftsinszarmazékkal képzett konjugatumat PLGA
nanokapszuladkba csomagoltuk (PLGA pal-T5-INH), és Dr.
Kiss Eva csoportjaval (ELTE Kémiai Intézet, Hatarfeliileti-
és Nanoszerkezetek Laboratériuma) egytittmiikodésben,
meghataroztuk a nanorészecskék tulajdonsagait atomerd
mikroszkdp, pasztazo elektron mikroszkdp és dinamikus
fényszordas mérés segitségével. A  nanoprecipitacios
mddszerrel jol reprodukalhatdan allithattuk el6 a 200 nm-nél
kisebb atmérdju részecskéket, a konjugdtum esetében nagy
kapszulazasi hatékonysag (> 90%) mellett. Eredményeink azt
mutattak, hogy a nanorészecskék stabilitasa és méreteloszlasa
megfelel a kolloidalis gyogyszer-hordozokkal szemben
tamasztott kovetelményeknek.® Megallapitottuk, hogy az
INH-konjugédtumot tartalmazé nanorészecskék a fertézott
MonoMac-6 sejteken elpusztitottdk az intracellularis
baktériumokat (2. abra).

3. Szintetikus antigének a M. tuberculosis fert6zés
kimutatasara

A M. tuberculosis fertdzottség kimutatasa radiologiai,
mikroszképos, mikrobiologiai és molekuldris biologiai
vizsgalatokon, illetve ezek kombinaciojan alapszik,
és rendszerint a diagnézis a betegség el6rehaladott
stadiumaban torténik. A szenzitizaltsag (MTB fert6zottség
vagy korabbi BCG vakcindcid) kimutatdsa torténhet in
vitro immunreakcién alapuldé modszerek segitségével is.
A fertézést kovetden a baktérium cellularis immunvalaszt
indukal, és szamos specifikus MTB antigén stimuldlja
a T-sejteket. Az in vitro T-sejt valasz mérésén alapuld
diagnosztikai modszerekhez — alvadéasgatolt  periférias
teljes vért, vagy a vérbdl izolalt monomorfonuklearis
sejteket (peripheral blood monomorphonuclear cells,
PBMC) hasznalnak. A teljes vér vagy a PBMC kultara
stimuldlasat végezhetjiik specifikus MTB immundominans
fehérjékkel, vagy e fehérjékbdl levezethetd szintetikus
oligopeptid antigénekkel. Az antigének altal kivaltott
in vitro immunvalasz jellemzésére a termelt citokinek
leggyakrabban az interferon-gamma (IFN-y), mennyiségét
hatarozzak meg. (pl. IGRA tesztek).” A tesztek specificitasa
és érzékenysége a stimulalashoz hasznalt antigénektol
jelentds mértékben fligg.

Kutatasaink soran célunk olyan, in vitro koriilmények kozott
optimalis T-sejt valaszt kivalto, szintetikus peptid antigének
tervezése ¢és eldallitasa volt, amelyek alkalmasak a MTB
fert6zottség korai és specifikus kimutatasara. E peptidek
¢és konjugatumaik a jovoben a gyakorlatban is bevezethetd
immunodiagnosztikumok lehetnek.

A MTB specifikus immunvalasz kialakitasaban két
immundominans fehérje (38 kDa és 16 kDa (Hsp 16.3)
glikoprotein) jatszik kiemelt szerepet. E fehérjéken
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— atlapol6 oligopeptidekkel (3. abra) — T-sejt epitopokat
lokalizaltunk. Mind a szekretalt 38 kDa, mind a 16 kDa
fehérje, amely a baktérium dormans éllapotdban az egyik
legnagyobb mennyiségben termelddd fehérje, mind pedig
az azonositott szintetikus epitoppeptidek alkalmasak
bizonyultak in vitro T-sejt valasz indukalasara és igy a MTB
fertdzottség igazolasara.'®!?
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3. Abra. A 16 kDa fehérje 91-110 szakasz aminosavszekvencidja alapjan
eléallitott peptidek: (A) a peptidek, valamint az Ala aminosavcseréket
tartalmazo peptidek szekvencija, (B) a HLA és T-sejt receptor kotédésben
kulcsfontossagu aminosavak (vastagitott egybetiis koddal)

Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a minimalis T-sejt
epitopok N- és C-terminalisat kovetd aminosavaknak
(Iebegd régidknak) fontos szerepe van az epitopspecifikus
immunvalasz hatékonysagaban. Azt talaltuk, hogy az
epitop szekvencia, illetve lebegd régiok megfeleld kémiai
manipulalasaval novelhetd az immunvalasz mértéke.” '
Szintetikus peptidek, peptidszarmazékok alkalmazasaval,
valamint alanin aminosavcserékkel meghataroztuk a HLA és
T-sejt receptor kdtddésben szerepet jatszo kulcsfontossagi
aminosavakat is (3. dbra).

Felismertiik azt is, hogy az epitopsajatsagi oligopeptid
makromolekuldval  torténd 10j4 tovabb
novelhet6 az immunvalasz hatékonysaga.'® Megallapitottuk,
hogy a hordozoként kivalasztott elagazd lancu polipeptid
(poli[Lys(Ser-DL-Ala_)] (SAK), poli[Lys(Glu-DL-Ala_)]
(EAK)) vagy tetratuftsin szarmazék (H-[Thr-Lys-Pro-
Lys-Gly],-NH,) felépitése, tulajdonsagai, a peptid és a
makromolekula kdzott kialakitott kotés (pl. tioéter vs. amid),
valamint a hordozé immunogenitasa és az epitdp peptidek
konjugatumbeli orientacidja jelentésen befolyésolja a MTB
specifikus in vitro T-sejt valasz mértékeét.

Kisérleti eredményeink szerint az eldallitott szintetikus
peptid antigének dnmagukban, illetve — fokozott mértékben
— konjugatumaik alkalmasak specifikus in vitro T-sejt
valasz kivaltasara, és igy felhasznalhatoak lehetnek a MTB
fert6zottség, valamint a latens és aktiv TB kimutatasara és
megkiilonboztetésére.
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