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1) Autoantigén epitépok azonositdsa

Autoimmun betegségekben olyan autoantitestek és autoreaktiv T-sejtek jelennek meg, amelyek
karositjdk a beteg sajat antigénjeit, szoveteit. A kutatdsok nagy része fehérjeszinten kivanja
azonositani ezen antigéneket, a mi célunk azonban a peptidepitépok megtaldldsa, aminek fontos
diagnosztikus jelentdsége lehet.

1.1) Citrdt szintdz epitopok

A humén citrét szintdz enzimmel nagymértékben (39%) homolég E. coli citrat szintdz enzim
ismert 3 dimenzids szerkezete és epitdppredikcidja alapjan kivalasztottuk a fehérje felszini,
feltehetdleg antigéndetermindns szakaszait. A tlthegyen szintetizdlt atlapolé peptidekkel végzett
modositott ELISA kisérletekben kiilonbségeket detektaltunk az IgG és IgM tipusti autoantitestek
peptidkotddésében.

Az atfedd szintetikus peptidek segitségével vizsgaltuk a citrat-szintdz specifikus IgG és IgM
ellenanyagok jelenlétét szisztémds autoimmun betegségben szenvedok, szivtranszplantalt paciensek és
egészséges kontrol személyek szérumdban. Noha a szérum-ellenanyagok dltal felismert peptidek
nagyrészt azonosak voltak, az autoimmun betegek és a szivtranszplanticidon &tesett paciensek
szérumaban olyan ellenanyagok jelenléte is detektdlhatdé volt, melyek a kontrol szérumokban nem
voltak jelen. (Nydrady et al, 2006; Czomp0ly et al, 2008)

Az orvos/biolégus partnerek a tovabbi epitdptérképezést phage display formdjaban kivantdk
folytatni, igy az egyiittmiikodés megszakadt.

1.2) Autoantigén desmoglein epitopok azonositdsa

Kutatécsoportunk a Semmelweis Egyetem Bor-, Nemikortani és Béronkoldgiai Klinikdjaval uj
egylittmiikodés keretében az autoimmun hdlyagképzddéssel jaré borbetegségekkel (pemphigus
vulgaris (PV), pemphigus foliaceus (PF), bullosus pemphigoid(BP)) kezdett foglalkozni. Ezen
betegségekben a keratinocitdk a hdmon beliil elveszitik egymdssal val6 kapcsolatukat. A kérkép oka
az, hogy a dezmoszomadlis cadherin molekuldk (desmoglein 3 (Dsg3), desmoglein 1 (Dsgl)
pemphigusokban), illetve a hemidezmoszémalis BP180 és BP230 fehérjék (pemphigoidokban) ellen
patogén autoellenanyagok képzddnek, melyek megtdmadjak a fenti adhéziés molekuldkat, amelyek a
keratinocitdkat egymdshoz, illetve a bazalis membranhoz rogzitik.

Célunk az immunoldgiai homunculus részeként jelenlévd, természetes, fiziologids
autoantitestek epitOpspecifitdsdnak megkiilonboztetése az autoimmun betegségekben keletkezd

A pemphigus és a pemphigoid pathogenezisében egyardnt fontos szerepe van az autoreaktiv T-
sejtes immunvélasznak is. E betegségekben a T-sejtek a desmoglein, illetve BP180 fehérjék
extracelluldris doménjein beliil elhelyezkedd epitopokat ismernek fel (MHC kontextusdban), és
kiilonféle citokineket termelnek (pl. interferon-y-t). A T-sejt epitop térképezés peptidek segitségével
hasznos eszkoze a biomedicindlis alkalmazdsoknak, a peptid antigének a T-sejt vélasz detektdldsdban a
rekombindns fehérjékhez hasonlé hatékonysdgot mutatnak, de lényegesen alacsonyabb koltséggel,
gyorsabb eldallitassal.

A desmoglein fehérjék harmadlagos szerkezete nem ismert, ezért a lehetséges epitéppeptidek
kivélasztasara predikcios médszereket alkalmaztunk, feltételezve, hogy a B-sejt epitopok elsdsorban a
fehérje felszinén, B-kanyar kornyékén elhelyezkedd peptidszakaszok.

A predikciés vizsgalatok eredményei alapjan 45 Dsgl és 47 Dsg3 pentadekapeptidet
készitettiink el, melyek a két fehérje extracellularis doménjének nagy részét lefedik, és egymassal 5
aminosavban atfednek. Kontrollként irrelevans peptideket készitettiink. A desmoglein peptideket 2-3
példanyban ,,tithegyes” szintézissel éllitottuk el6 Fmoc/tBu stratégidaval. Az oldallanc véddcsoportok
lehasitdsa sordn a peptidek kovalensen a tlihegyekhez kapcsolédva maradnak, és igy hasznaljuk a
peptideket médositott ELISA kisérletekben.

Betegek: A Bor-, Nemikortani és Boronkoldgiai Klinikdn ELISA és immunfluoreszcencia
vizsgdlattal diagnosztizalt, Dsgl fehérje pozitiv betegek szérumdit vizsgaltuk, a betegek koziil hat PF-
ban, egy mucocutdn PV-ban szenved (Dsgl és Dsg3 pozitiv) (22-88 év, 3 nd, 4 férfi).



A modositott ELISA mddszerrel a tlihegyekhez kapcsol6dd, atlapolé desmoglein 1 és 3
peptideken vizsgaltuk a betegek szérumdt. A tlihegyeken a peptidek mellett fennmaradé nem-
specifikus kotohelyeket blokkoltuk, majd a betegek higitott szérumdba helyeztiik a tliket. A szérum
ellenanyagok kotddését humén IgG-t felismerd, peroxiddz enzimmel jelzett egér ellenanyaggal, o-
fenilén-diamin/H,0O, detektdlé rendszerrel mutattuk ki. Mind a Dsgl, mind a Dsg3 peptid blokkon
kétszer végeztiik el az ELISA-t. Elkezdtiik a Dsg3 pozitiv PV betegek széruménak vizsgélatat is.

A Dsgl-pozitiv betegek szérum autoantitestjeivel elvégzett ELISA-k alapjan megallapitottuk,
hogy az egészséges kontrollhoz képest a betegszérumok desmoglein specifikus autoellenanyag-
tartalma 4ltaldban magasabb, ezen beliil 6t olyan epitdprégiét taldltunk a Dsgl fehérje extracelluldris
doménjein beliil, amelyeket hét beteg koziil legaldbb 6t szérum-ellenanyagai szignifikdnsan erésebben
ismertek fel (Szabados et al, 2010). A taldlt epitoprégiok koziil harom a Dsgl fehérje 1-400-as
szakaszdn, ezen belill ketté az 1-160-as szakaszon helyezkedik el, amely szakaszokat az irodalom
szerint a legtobb desmoglein specifikus ellenanyag ismer fel. A fehérje N-termindlis doménje felelds
elsésorban a sejtek kozotti adhézidért, igy a patoldgids autoellenanyagok az erre specifikus
ellenanyagok koziil keriilnek ki. A 400-500-as szakaszon talalt két tovabbi epitopszakaszon altaldban
ritkdbb az autoellenanyag felismerés. A Dsg3 pozitiv szérumok esetén szintén taldltunk az
autoantitestek altal felismert epitoprégiokat.

B- és T-sejt desmoglein epitoppeptidek szintézise

Az immobilizalt peptidek ELISA eredményei alapjan megkezdtiilk a taldlt epitoprégiok
szintézisét egyedi peptidek formdjdban, Cys-nel meghosszabbitva, késdbbi, makromolekulds
hordozéhoz, illetve maleimid-funkcionalizalt ELISA lemezhez val6 konjugalés céljabél.

Irodalmi adatok alapjdn elddllitottuk harom Dsg3 T-sejt epitdppeptid roviditett, atlapold
véltozatait (az elsé és a harmadik extracellularis doménbdl) a funkciondlis epitdp felderitése céljabol;
tovabbi peptidek szintézise folyamatban van.

A B- és T-sejt epitdppeptideket szilardfazisi peptidszintézissel allitottuk elé Fmoc/tBu
stratégidval, Rink-amid MBHA gyantdn, a gyantdr6l vald lehasitds utdn RP-HPLC-vel tisztitottuk,
tomegspektrometridval és aminosav analizissel azonositottuk, tisztasdgukat analitikai RP-HPLC-vel
vizsgaltuk.

Autoantigén T-sejt epitdp vizsgdlata pemphigus vulgarisban

Két pemphigus vulgarisban szenvedd és két egészséges donor periférids vér
monomorfonukledris sejtjeit (PBMC) izolaltuk Ficoll gradiens centrifugaldssal, majd a Dsg3 elsd
doménjébdl szarmazé 4tlapolé peptidekkel inkubdltuk a sejteket, 25, illetve 50 pM-os
koncentracioban. 20, illetve 90 6ra utdn a sejtek feliiliszoit begylijtottiik, majd a termelddott
interferon-y-t (IFNy) szendvics ELISA-val mutattuk ki. Roviden: human IFNy-t felismerd egér IgG-
vel (,,capture antibody”) érzékenyitettiikk az ELISA lemezt, a nem specifikus kotOhelyek blokkolasa
utdn a sejtek feliildszoit, illetve ismert koncentraciéjui standard IFNy sorozatot adtunk a rendszerhez,
majd mosas utdn biotinnal jelzett, IFNy-specifikus egér ellenanyagot. A kotddést peroxidaz enzimmel
konjugalt avidin segitségével, o-fenilén-diamin/H,0O, detektalérendszerrel mutattuk ki, és szamitottuk
a termel6dott IFNy mennyiségét.

Megéllapitottuk, hogy a betegek PBMC-i szignifikdnsan nagyobb mértékben termeltek IFNy
citokint, mint az egészséges donorok sejtjei. Leghatékonyabban a T-sejt epitdppeptid kozépso
szakasza stimuldlta a sejteket. Nagyobb peptidkoncentrédcidji és hosszabb ideig tartd stimulécié esetén
a citokintermelés gyengébb volt, valdszinli, hogy a peptidek kismértékben toxikusak a sejtekre (Uray
et al, 2010).

2.1) Autoantitest termel6 B-sejtek aktivdciojdnak gdtldsa

Autoimmun betegségekben szerepet jatszd, autoantitest termeld B-sejtek aktivacidjanak
gatldsdra olyan peptidkimérdkat terveztiink, melyek e sejtek felszinén taldlhaté6 Fc receptorokhoz



kotédnek nagy affinitassal és effektor funkciodt véltanak ki. A peptidkimérak a kotddésben résztvevd,
szekvencidlisan tavoli, de térben kozeli peptidszakaszokbdl allnak.

A humadn IgG Fc 229-303 régidjan beliil elOkisérleteink, valamint irodalmi, rontgendiffrakcios
adatok alapjdn taldlt négy peptidszakasz kiilonbdzd hosszisagu véltozatait allitottuk eld.

Egér 1gG kapocsrégigjabdl szdrmazd, irodalombdl ismerten Fc-receptorhoz kot6do, aktivald
peptideket, valamint sajat kordbbi kutatdsaink alapjdn Fc-receptorhoz k&t6dd, human IgG FC
régidjabol szdarmazd peptideket szintetizaltunk a szildrd fazisi peptidszintézis moédszerével. A
peptideket egyrészt polilizin gerincii, eldgazdlancé polimerhez (SAK) konjugdltuk tioéter kotéssel,
maésrészt egy peptidet MBS kapcsol6dszerrel avidinhez kapcsoltunk. Az eldgaz6lanci polimerhez valé
konjugalas célja a peptid egy molekulan beliil tobb masolatban torténd szerepeltetése, ami a B-sejtek
Fc receptoraihoz kotddéskor keresztkotést hoz létre a receptorok kozott, ezaltal aktivdlja a sejtet,
amely mddszerrel kordbban sikeresen aktivdltunk MonoMac sejteket, tumor nekrézis faktor termelést
indukélva. Az avidinhoz kovalens kotéssel torténd konjugdlds egy uj kisérleti médszer, ily médon a
peptiddel konjugdlt avidinhoz biotinnal médositott, mas specifitdsu peptidek kapcsolhaték masodlagos
kotéssel, ezdltal olyan struktira jon l1étre, amelyben két kiilonbdzd peptid (B-sejt epitdp és Fc receptor
ligandum) egyidejiileg tobb példdnyban szerepel (Uray et al, 2008).

2.2) Peptidek szintézise autoantitest termeld B-sejtek antigén-specifikus komplement-aktivdldsdra

Korébbi terveinkkel ellentétben azt taldltuk, hogy az IgG Fc peptidfragmensek valdsziniileg
nem képesek arra, hogy szelektiven gatoljdk a B-sejtek plazma-sejtté val érését. Ezért a tovabbiakban
IgG Fc peptideket, komplement-aktivalé peptideket illetve autoantigén epitépokat tartalmazé
konjugatumaikat olyan céllal allitjuk eld, hogy az Fcyl vagy Fcylll receptorhoz kotddjenek, és
fagocitézist vagy ellenanyag-fiiggd sejtes citotoxicitdst indukdljanak, illetve antigénspecifikusan
aktivaljak a komplementrendszert.

Irodalmi adatok alapjdn eldéllitottunk egy biotinildlt HIV gp140 peptidet, mellyel sikeresen
aktivaltuk a komplement-rendszert. A peptid aggregaciéra hajlamos, oldékonysdga gyenge, szintézise
és tisztitdsa nehézségekbe iitkozik, ezért tovabbi vizsgalatok céljara 1j peptidsorozatot allitottunk eld.
E peptidekben a kotédésben feltehetdleg részt nem vevd, B-reddzott réteg képzésére hajlamos C-
terminalis részét szisztematikusan roviditettiik, valamint a vizoldékonysagot eldsegitd Ttds tavtartot (1.
3. rész) épitettiink a biotin és a peptid kozé.

3) Peptidek oldhatosdgdnak novelése

Erésen aggregdlodo, kovetkezésképpen rosszul old6dé IgG és egyéb peptidek biotinildldsa és
oldhatobba tétele céljabol olyan vegyiileteket allitunk eld, melyek biotint és oligo-etiléglikolt
tartalmaznak, és egy 1épésben peptidekhez/fehérjékhez kapcsolhatok.

Kétféle konstrukciot allitottunk eld. Egyik esetben etilén-diamint és tetraetilénglikol-
dikarbonsavat hasznaltunk (EDA-TEG) (Bartos et al, 2009a), masik esetben 4,7,10-trioxa-1,13-
tridekdndiamint és borostydnkdsavat (Ttds) (Bartos et al, 2009b). Mindkét reagens alkalmazhaté mind
Boc, mind Fmoc stratégidju peptidszintézisben, és tobb példinyban egymds utdn kapcsolhatdk.
Vizsgaltuk biotinnal és kiilonboz6 tavtartokkal jelzett IgG peptidek vizoldékonysdgat, és azt taldltuk,
hogy kiilonosen a tobb példanyban alkalmazott Ttds tobb mint egy nagysdgrenddel javitja az
aggregalddo, biotinilalt peptidek olhatésagat vizben.

A Ttds tavtarté molekuldt a Kutatécsoportban foly6 egyéb kutatdsok sordn is alkalmaztuk mar
az oldékonysdag és flexibilitds fokozaséra.
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