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Fehérjék antigénszerkezete: epitop peptidek, peptid epitopok
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1. Bevezetés

Az immunrendszer f6 feladata, hogy kiilonbséget
tegyen sajat és nem sajat struktardk kozott. Kiilonbozo
korokozok (virusok, baktériumok, parazitdk) felismerésén
¢és hatéstalanitasan til az immunrendszer a megvaltozott
sajat struktarakat (pl. a tumor sejtek felszinén megvaltozott
szerkezettel megjelend fehérjék) is idegenként, antigénként
ismerheti fel. Gyakori azonban, hogy egyrészt nem patogén
idegen anyagok, masrészt sajat fehérjék, glikoproteinek,
nukleoproteinek ellen jon létre immunvalasz, az elébbi
esetben allergiar6l, az wutébbi esetben autoimmun
betegségekrdl beszélhetiink.

Az antigéneket immunoglobulin tipust fehérjék, az
ellenanyagok ismerik fel; a felismerés igen specifikus
masodlagos kotéseken alapul. Az ellenanyag kotodésért
a fehérjének egy igen kis része, az igynevezett epitdp a
felelds, amely lehet egy rovid (4-6 aminosav hosszusagt)
folytonos fehérjeszakasz (linearis epitop), a fehérje
feltekeredésébdl adodo stabil masodlagos szerkezetii
folytonos szakasz (folytonos, konformacids epitop),
illetve a fehérje szekvencidlisan tavoli, de feltekeredés
kovetkeztében a fehérjefelszinen térben kozel elhelyezkedd
szakaszaibdl is allhat (nem folytonos konformacios epitop).
Az ellenanyagok altal felismert epitopok altaldban a fehérjék
hidrofil felszinén helyezkednek el, gyakran vesznek fel -
kanyar szerkezetet, vagy talalhatok B-kanyar kozelében.

Kutatécsoportunkban —  tobbek  kozott —  rakos
megbetegedésekkel ~ és  autoimmun  betegségekkel

kapcsolatban is foglalkozunk fehérjék epitopszerkezetének
tanulméanyozasaval. E kutatisok célja kettés: 1. Uj
torvényszertiségek feltarasa, amelyek segithetik
megvilagitani, miért viselkednek a fehérjék bizonyos
szakaszai epitopként, azaz milyen szerkezeti (pl. szekvencia,
konformacio) ¢és biokémiai (pl. poszt-transzlacios
modosulasok, sejtbeli lokalizacid) tényezOkre vezethetd
vissza az epitop-funkcido megjelenése. 2. A nativ epitopok
szerkezeti modositasaval olyan peptidek, peptidszarmazékok
eloallitasa, amelyek szintetikus antigénként alkalmasak
lehetnek mesterséges vakcinak, immundiagnosztikumok
kialakitasara.

Fehérjék epitopszerkezetének meghatarozasahoz
altalanosan elterjedt megkdzelités a szekvencia lefedése
atlapol6 peptidekkel, ,tlthegy” modszerrel, melynek soran
polipropilén tiik funkcionalizalt felszinén torténik a parallel
peptidszintézis. Az oldallanc véddécsoportokat lehasitjuk
a peptidekrdl, de a peptidek tovabbra is kovalens kotéssel
kapcsolodnak a tii felszinéhez. Az ellenanyag kotddési
vizsgalatokat modositott ELISA-val ezeken a peptideken
valositjuk meg. Amennyiben a finomabb epitopszerkezet
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felderitése a cél, az elso epitoptérképezés alapjan kivalasztott
peptideket  klasszikus ~ peptidkémiai  modszerekkel
egyedi, oldhaté formaban is elkészitjiik tovabbi kotodési
vizsgalatokra.

2. A MUC2 mucin glikoprotein epitopszerkezete

A nagymolekulatdomegii mucin glikoproteineket a belsd
szervek, testcsatorndk, mirigyek hamsejtjei termelik,
szerepik a hamszovet nedvesitése ¢és védelme. Ezen
hamszovetekbdl kiindulé rosszindulatt megbetegedések
esetén a mucinok taltermelddhetnek, illetve gyakran
hianyosan glikozilalodnak, ezaltal az immunrendszer
szamara hozzaférhet6vé valhat a fehérjegerinc, amelyre a
szervezet, mint addig ismeretlen antigénre, immunvalaszt
adhat. Az igy megjelend peptidepitopoknak diagnosztikai és
terapias jelentdségiik lehet.

A vastagbéltumorokban megvaltozott szerkezeti MUC2
mucin glikoprotein ismétldd6 szakaszanak epitop-szerkezetét
vizsgaltuk két MUC?2 fehérjegerinc specifikus monoklonalis
ellenanyaggal (MAb 994 és 996). A fehérje ismétlédo
szakaszabol szarmazo N- és C-terminalison roviditett
peptidek segitségével meghataroztuk a MADb 996 ellenanyag
minimalis ("PTGTQ*) ¢és optimalis (“TPTPTGTQ?)
epitopjat.! A MAb 994 ellenanyag epitopjanak a 2 TQTPT*
peptidszakasz bizonyult,> ugyanakkor szdmos TXTXT
szekvencia motivummal rendelkezé peptid is kotddott a
fehérjegerinc specifikus ellenanyaghoz.? Osztasos-keveréses
eljarassal  késziilt  kombinatorikus  peptidkonyvtarak
segitségével deritettiik fel az *X’ aminosavak szerepét
az ellenanyag-kotédésben, a peptidtarakat kiilonféle
nagyérzékenységli tomeg-spektrometrids modszerekkel
jellemeztiik.* A MAb 996 ellenanyag *PTGTQ?* epitopjan
beliil az egyes aminosavrészek ellenanyag kotodésben
jatszott szerepét tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a
GTQ szakasz aminosavai csak hasonlé méretii és karakter(i
aminosavakkal helyettesithet6k, mig a "Thr az ellenanyag
kotoédés szamottevd csokkenése nélkiil cserélhetd a prolin
kivételével barmely aminosavra.® Potencialis tumorellenes
vakcina kialakitasa céljabol az epitop N- és C-termindlis
,lebegd” szakaszait szisztematikusan D-aminosavakkal
helyettesitve kompetitiv ELISA, valamint human szérumban
¢és lizoszoma prepardtumban végzett stabilitds vizsgalatok
segitségével megallapitottuk, hogy a TPTPTGTQTPT*
peptid C- és N- terminalisan két-két aminosav D-aminosavra
val6 cseréje nem befolyasolja a peptid specifikus kotodését
az ellenanyaghoz, viszont nagymértékben noveli stabilitasat
kiilonféle proteazokkal szemben.

Az epitopok pontos szerkezetének, fehérjén beliili
helyzetének megismerése segitséget nyujthat egyrészt olyan
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peptidek, peptiszarmazékok tervezéséhez, szintézisc¢hez,
amelyek szintetikus célantigének segithetik a tumorspecifikus
ellenanyagvalasz — ezéltal a megbetegedés — megjelenésének
korai kimutatasat, a betegség lefolydsanak és a kezelés
hatékonysaganak kovetését. Ezen kiviill megnyithatjdk az
utat olyan szintetikus immunogének tervezése ¢s eldallitasa
elétt, amelyek tumorellenes vakcinaként az aktiv specifikus
immunterapia céljaira hasznosithato.

3. Autoimmun betegségek — autoimmun fehérjék
epitopszerkezetének térképezése

Sajat fehérjéket felismerd autoellenanyagokat az egészséges
immunrendszer is termel, ezek az ugynevezett fiziologias
ellenanyagok azonban kis affinitdssal kotddnek a
fehérjékhez, és jelenlétiik nem jar a felismert fehérje elleni,
azt megsemmisité immunvalasszal. Altalaban a genetikailag
erésen konzervalt fehérjék ellen figyelhetdk meg
autoantitestek, ezek a fehérjék alkotjadk az immunrendszer
szdmara a szervezet bels§ lenyomatat, az immunologiai
toleranciat lehetévé tevd ,,immunoldgiai homunculus”-t.

Az autoimmun betegségek olyan korképek, amelyekben
a szervezet sajat szoveteit, sejtjeit tdmadod gyulladasos
folyamatok vannak jelen. A betegek szérumabol nagy
affinitdsu, sajat, huméan fehérje elleni autoellenanyagok
mutathatok ki. Az érintett fehérjék lehetnek az immunoldgiai
homunculus alkotéelemei (pl. hésokk-proteinek, citratszintaz
enzim), ilyen esetekben megvaltozott epitdpspecifitast
¢és affinitast ellenanyagok jelennek meg a keringésben.
Feltételezheté, hogy — genetikai faktorokon kiviil
— fert6zések soran hasonld szerkezetli bakteridlis/viralis
fehérjék elleni immunvalasz valthatja ki a valtozast. Mas
esetekben kevésbé konzervalt fehérjék poszttranszlacios
modosulasok hatasara a fehérje megvaltozott szerkezete
valthat ki koros immunvalaszt. Példaul a peptidil-arginin-
deiminaz (PADI) enzimek az arginin — citrullin atalakulast
katalizalva bizonyos fehérjékben (fibrin, filaggrin,
vimentin) megvaltoztatjdk a toltésviszonyokat, amelynek
hatasara valtozhat a térszerkezet. Ez 10 peptidepitopok
megjelenését vonja maga utan, ami 01, patogén ellenanyagok
bioszintéziséhez, az autoimmun betegség megjelenéséhez
vezethet.

Az utdbbi évtizedben Kutatdcsoportunk tobb, autoimmun
betegségekkel kapcsolatos kutatasban is részt vett. Klinikai
partnerekkel egyiittmiikodésben a célkitlizés e betegségekre
jellemz6 fehérjék autoimmun epitdpjainak azonositasa,
felfedezése volt.

3.1. Fizioldgias és patologias autoellenanyagok
konzervalt fehérjék ellen

A hdsokk fehérjék (HSP, chaperonfehérjék, stresszfehérjék)
minden él6  szervezetben el6fordulnak, kiilonféle
stresszhatasokra megndvekedett mennyiségben. Szerepiik
a részlegesen denaturalodott fehérjék  funkcionalis
szerkezetének helyreallitasa, illetve Ujonnan képzodott

fehérjék  feltekeredésének  (folding) eldsegitése. A
citratszintdz  a  citromsavciklusban  1étfontossagu,
konzervalt  mitokondrialis  belsémembran  enzim.

Mind a hésokk fehérjék, mind a citratszintdz része az
immunoloégiai homunculusnak, igy egészséges személyek

szérumabodl is kimutathatok HSP, illetve citratszintaz
specifikus ellenanyagok. Kiilonféle autoimmun eredeti
betegségekben (HSP — autoimmun atherosclerosis,
Crohn betegség, 1. tipust diabetes mellitus; citratszintaz
— primer biliaris cirrézis) megvaltozott mennyiségli és
specificitasu autoellenanyagok termelddnek e fehérjék ellen.
Feltételezések szerint fertdzések utan a bakterialis fehérjék
ellenes immunvalasz hatasara epitopterjedéssel keletkeznek
Uj, patologias autoellenanyagok erre genetikailag hajlamos
egyénekben. A fizioldgias és patologias autoellenanyagok
megkiilonboztetése nemcsak elméleti, hanem klinikai
szempontbol is érdekes kérdés az autoimmun betegségek
diagnozisaban, kezelésében, annak kovetésében, valamint

1. Abra. A human HSP60 hésokkprotein monomerjének térszerkezete.
A diabetes betegek szérum autoellenanyagai a szalagszerkezettel jelolt
fehérjeszakaszokhoz kotodtek.

Egyiittmiikddésben Prof. Fiist Gyorggyel és munkatarsaival
(Semmelweis Egyetem III. sz. Belgyogyaszati Klinika)
a human és a homoléog mikobakteridlis 60 kDa-os
hésokk fehérje (HSP60) specifikus autoellenanyagok
epitopspecifitasat  vizsgaltuk egészséges személyeknél
és kiillonboz6 autoimmun betegségekben. Az érintett
fehérjék  térszerkezetének/hidropatias  tulajdonsagainak
predikcidja alapjan kivalasztott régiokat lefedd, atlapolo
peptidszakaszokat allitottunk tlthegy moddszerrel, amelyek
kotodését modositott ELISA kisérletekben szérummintakkal
vizsgaltuk. Szamos olyan huméan HSP60 peptidszakaszt
azonositottunk, amelyekhez kotddni képes, arra specifikus
ellenanyagokat az egészséges populacio is termel, mikozben
a homolog bakterialis peptidszakaszt felismer6 ellenanyagok
jelenlétét nem tapasztaltuk. Ezen autoellenanyagok jelenléte
tehat nem fertézés kovetkezménye, hanem feltehetéen
altalanos védé-ellenanyagként funkcional.”

Crohn-betegségben  ¢és  korondrids  szivbetegségben
(coronary heart disease, CHD) szenvedd betegek,
valamint egészségesek szérumellenanyag specifitasat

Osszehasonlitva jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk:
megkiilonboztettiink bakterialis HSP specifikus, human
HSP specifikus ¢és keresztreagald peptidszakaszokat.
Crohn-betegség esetén az epitopspecifitds az egészséges
szérumhoz volt hasonlé. Ezzel szemben a bakteridlis
peptideket felismerd ellenanyagok kotédése szignifikansan
nagyobb mértékti volt. Ez Osszhangban van a betegség
esetleges bakteridlis eredetével. Koronarids szivbetegek
(CHD) esetében az ellenanyag felismerés mintazata a
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legtobb human HSP60 peptidszakaszra nézve az egészséges
széruméhoz hasonlitott. Ugyanakkor azonositottunk egy
CHD specifikus epitoprégiot is a human HSP60 fehérjén.
A bakterialis hésokk fehérje specifikus ellenanyagok nem
voltak kimutathatéak, tehat a betegség kialakuldsaban
bakterialis fert6zés valoszinileg nem jatszik szerepet.?®
Az 1. tipusu diabetes mellitusban szenveddé gyermekek
szérumaban két olyan ellenanyag-populaciot azonositottunk,
amely a human HSP60 fehérje egy-egy szakaszat (394-413
€s 435-454) specifikusan felismeri .°

A masodlagos szerkezet predikcidja, valamint a fehérje
haromdimenzidés szerkezetének homologia modellezése
(E. coli citratszintdz) alapjan potencialis epitoprégiokat
lokalizaltunk a human mitokondridlis citratszintaz
enzimen. A kivalasztott, valoszintiisitett régiokat atlapolo
dekapeptidekkel fedtiink le. Prof. Németh Péterrel
és munkatarsaival (Pécsi Tudomanyegyetem, AOK,
Immunoloégiai  és  Biotechnoldgiai Intézet) egyiitt-
miikodésben a tlihegyen eldallitott peptidekkel egészségesek
¢és autoimmun betegek széruméban IgG és IgM autoantitestek
kotodését vizsgaltuk. Az autoimmun betegek és egészségesek
szérumaban kiilonbséget detektaltunk az IgG molekulakhoz
ko6tddd peptidek szekvencidjaban. Kiilondsen nagy eltérés
(novekedés) mutatkozott az IgM fehérjéhez kot6do peptidek
szdmaban, szekvencidjaban és a kotddés erdsségében az
autoimmun betegek csoportjaban.'?

A sajat fehérje ellenes ellenanyagok jelenléte, koncentracioja
és epitopspecifitasa fontos informaciot nyujthat az adott
fehérjével kapcsolatos autoimmun betegség kialakulasarol,
a beteg allapotarél, a kezelés hatékonysagarol. A
felismert epitopok azonositdsa e betegségek specifikus
gyakran alkalmazott altaldnos immunszuppresszidval és
gyulladasgatlassal.

3.2. Citrullinalt fibrin specifikus autoellenanyagok
rheumatoid arthritisben

A rheumatoid arthritis (RA) ismeretlen eredetli, elsésorban a
kéz ¢és a lab kisiziileteit szimmetrikusan érint6, autoimmun
patomechanizmusu, kronikus, progressziv — sokiziileti
gyulladas, mely az iziletek destrukcidja miatt stlyos
mozgaskorlatozottsagot okoz. Genetikus adottsagokon
kiviil hormondlis és kornyezeti tényezOk vezethetnek a
betegség manifesztalodasahoz, illetve a nyugvo betegség
fellobbanasahoz.

Az RA diagnosztikajdban hangsulyozott szerepet toltenek be
az immunszerologiai laboratoriumi vizsgalatok. Az utobbi
években nagy specifitasu, citrullinalt fehérjéket, illetve
peptideket felismerd autoantitesteket (ACPA) azonositottak
RA-s betegek szérumaban. Nagyfoku specifitdsuk alapjan
feltételezhetd, hogy szerepilk van a rheumatoid arthritis
pathomechanizmuséban.

A rheumatoid arthritis kialakulasban fontos szerepet jatszo,
esetenként Arg helyett Cit-t tartalmazo fibrin fehérje (o- és
B-lanc) antigénszerkezetét tanulmanyozva Dr Guy Serre
professzorral és munkatarsaival (CNRS-Université Toulouse)
folytatott kozos kutatasaink soran harom immundominans
epitoprégiot azonositottunk. A fibrin o- és B-lancabol

szarmazd a36-50 és P60-74 peptidek olyan sorozatat
allitottuk eld, amelyben az arginin helyett esetenként
citrullin szerepel. Az Arg/Cit tartalmt heptapeptidek szérum
ellenanyag kotddésének 0Osszehasonlitd tanulmanyozasa
alapjan jelentds kiilonbséget tapasztaltunk az egészségesek
¢s betegek mintai kozott. Megallapitottuk, hogy az a-
lancbol a Cit-Val-Val-Gln és a Val-GIn-Cit-His-Glu tetra-
és pentapeptidek, mig a B-lancbol a Gly-Tyr-Cit-Ala-Cit
pentapeptid 1j, a betegségre specifikus epitopokként
viselkednek." A citrullin helyett a nativ arginint tartalmazo
peptideket a betegek szérumellenanyagai nem ismerték fel.

Efelismeréslehetovéteheti abetegségkoraidiagnosztizalasan
kiviil a pontos prognozis felallitasat j peptid-konstrukciok
(analogok, szarmazékok, konjugatumok) kifejlesztése
révén. Ugyancsak felvethetd e vegyliletek kiprobalasa
az autoantigén-specifikus B-sejtek elimindlasara, az RA
kezelésére alkalmas, 1) immunmoduldcids stratégiak
kidolgozésara.

Koszonetnyilvanitas

Kutatasainkat az OTKA (68358, 68258, 68120), a GVOP-
3.2.1-2004-04 0005/3.0 és az NKTH-ANR RAPEP 09
programok tamogattak.

Hivatkozasok

1. Uray, K.; Price, M.R.; Hudecz, F. J. Peptide. Sci. 1998, 4,

319-326.

Uray, K.; Hudecz, F. Molecular Diversity 2012, 16, 103-112.

Uray, K.; Price, M.R.; Majer, Zs.; Vass, E.; Hollosi, M.;

Hudecz, F. Arch. Biochem. Biophys. 2003, 410, 254-260.

4. Windberg, E.; Uray, K.; Illyés, E.; Skribanek, Zs.; Price,
M.R.; Sebestyén, F.; Hudecz, F. J. Peptide Sci. 2004, 10, 56-
65.

5. Schlosser, G.; Takats, Z.; Vékey, K.; Pocsfalvi, G.; Malorni,
A.; Windberg, E.; Kiss, A.; Hudecz, F. J. Peptide Sci. 2003, 9,
361-374.

6. Tugyi, R.; Uray, K.; Ivan, D.; Fellinger, E., Perkins, A.;
Hudecz, F. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2005, 102, 413-418.

7. Uray, K.; Hudecz, F.; Fiist, G.; Prohaszka, Z. Int. Immunol.
2003, 75, 1229-1236.

8. Fist, G.; Uray, K.; Bene, L.; Hudecz, F.; Karadi, 1.;
Prohaszka, Z. Cell Stress Chaperons 2012, 17, 215-227.

9. Horvath, L.; Cervenak, L.; Oroszlan, M.; Prohéaszka, Z.; Uray,
K.; Hudecz, F.; Baranyi, E.; Madacsy, L.; Singh, M.; Romics,
L.; Fist, G.; Panczél, P. Immunol. Lett. 2002, 80, 155-162.

10. Nyarady, Z.; Czompoly, T.; Bosze, S.; Nagy, G.; Petrohai, A.;
Pal, J.; Hudecz, F.; Berki, T.; Németh, P. Mol. Immunol. 2006,
43, 830-838.

11. Iobagiu, C.; Magyar, A.; Nogueira, L.; Cornillet, M.; Sebbag,
M.; Arnaud, J.; Hudecz, F.; Serre, G. J. Autoimmun. 2011, 37,
263-272.

W N

New results from the Research of Peptide Chemistry of
the Hungarian Academy of Sciences at E6tvés Lorand
University

This paper provides an outline on the recent results obtained at the
Research Group of Peptide Chemistry of the Hungarian Academy
of Sciences at Eo6tvos Lorand University. Selected examples
illustrate the achievements in relation to a) the design and synthesis
of biologically active peptides and peptide conjugates; b) perform
structure-function studies for therapeutical applications and c)

118. évfolyam, 2-4. szam, 2012.



98 Magyar Kémiai Folyéirat - Kézlemények

the development of immunodiagnostics. The research activities
summarized in this communication are focused on three main
fields:

+ Cancer research: Targeting of antitumour drugs by chemical
conjugation with oligo- and polypeptides possessing recognition
unit to increase tumour cell specificity, lower toxic side effects.
Analysis the antitumour effect of conjugates in vitro and in vivo.
Investigation of the potential mechanism of action.

+ TB research: Identification of linear epitopes suitable for early
diagnosis of Mycobacterium tuberculosis infection. Synthesis
of epitope peptide conjugates with carrier molecules for the
development of immunoassays with various specificities/cross-
reactivities (e.g. HIV). Conjugation of traditional or in silico
selected antitubercular drugs with peptide carrier to increase their
efficacy.

* Immunochemical studies: Design and synthesis of peptide
“superantigens” for diagnostics and/or synthetic vaccine
development. Target proteins: mucin glycoproteins (cancer),
herpes simplex virus glycoprotein D, heat shock proteins, filaggrin,
fibrin (rheumatoid arthritis), beta-amyloid (Alzheimer’s disease).

During the last years the Research Group of Peptide Chemistry
reported novel synthetic conjugation strategies as well as
analytical methods in relation to the preparation and functional
characterization of new bioconjugates. By systematic structure-

function studies new, biologically active conjugates of receptor
binding (GnRH, somatostatin) or cell penetrating oligopeptides
as well as polypeptides with antitumour (anthracyclines, folate
antagonist, vinblastine or ferrocene derivatives) or antitubercular
(e.g. INH, TB5) compound, with enzyme activator/substrate or
epitope peptide. In case of the most active conjugates promising
first studies were performed to understand the mechanism of action
(e.g. intracellular degradation, interaction with DNA, effect on the
tubulin system, identification of the role of ,,scavenger A” receptor,
analysis of the conjugate induced protein expression profile. By
these preliminary studies we have postulated some structural
parameters that are potentially responsible for the biological
activity, immunorecognition (e.g. binding, cellular uptake).

The results of the research projects attracted a number of MSc and
PhD students. 13 PhD theses and > 50 master theses were completed
between 2001 and 2011. The studies are closely connected with
grants obtained from the Hungarian Academy of Sciences (since
1961) to support the research activities of the Research Group of
Peptide Chemistry at E6tvos L. University (recently 174 mFt for
the period of 2012-2016). In addition these studies are relying on
the results of previous and present International collaborations
including bilateral (British-Hungarian, Spanish-Hungarian, Indian-
Hungarian, Italian -Hungarian, French-Hungarian) and multilateral
FP6, WHO and COST Chemistry Actions (e.g. D13/007/00
Working Group and CM 1106 Working Group).
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