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Roviditésjegyzék

A dolgozatban szerepld kémiai elnevezések helyesirasdban az 1998-ban kiadott
,Utmutaté a szerves vegyiiletek [UPAC-nevezéktandhoz” cimii kiadvany ajanlasait kévettem
[1]. Az 0j szabalyozas szerint az egyik legfontosabb valtoztatds a szerves kémiai nevek
tagolasanak egyszerisitése (pl. ,,benzil-oxi-karbonil-amino-" helyett a
,benziloxikarbonilamino-” alakot hasznaljuk). Az aminosavak jelolésére az egy- ¢és
harombetiis roviditéseket egyarant hasznaltam. A peptidkémiaban hasznalatos roviditéseket a
Journal of Peptide Science kiadvany ajanlasa [2] szerint alkalmaztam. A szdvegben

leggyakrabban alkalmazott roviditések az alabbiak voltak:

2bzr propinoil-CoA karboxilaz (EC 6.4.1.3)

Ag antigén

AIDS acquired immune deficiency syndrome, szerzett immunhianyos tiinetegyiittes
APC antigene presenting cell, antigénprezentalo sejt

ATCC American Type Culture Collection

BCG Bacillus Calmette-Guérin (vakcina)

BSA bovine serum albumin, marha szérum albumin

Boc benziloxikarbonil

Bzl (Bn) benzil

CFP10 culture filtrate protein-10

CF-SE 5(6)-karboxifluoreszcein-diacetat N-szukcinimid-észter
CFU colony forming unit, telepszam

DBU 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undec-7-én

DCC N,N-diciklohexilkarbodiimid

DCM diklormetan

DIC N,N-diizopropilkarbodiimid

DIEA N,N-diizopropiletilamin

DMAP 4-dimetilaminopiridin

DMF N, N-dimetilformamid

DMSO dimetilszulfoxid



DosR dormancy regulon, dormanciaért felels gének

DTH delayed type hypersensitivity, késéi tipusu tulérzékenységi reakcio
DUTPaz deoxiuridin 5’-trifoszfat nukleotidohidrolaz (EC 3.6.1.23)

EAK poli[Lys(Glu;-DL-Ala,,)] (ahol m~3,5 és i<I)

EC enzyme classification, enzim osztalyozas

EDT etanditiol

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, enzimkotott immunesszé
ELISpot enzyme-linked immunospot, enzimkotott immunospot

EMB etambutol

ESAT6 early secretory protein-6

ESI electrospray ionizacid

EtOH etanol

FACS fluorescent-activated cell sorter, &ramlasi citométer

FCS foetal calf serum, magzati borji savo

FITC fluorescein-5-isothiocyanate, fluoreszcein-5-izotiocianat (zold)
Fmoc 9-fluorenilmetiloxikarbonil

HF hidrogén-fluorid

HIV human immunodeficiency virus, human immundeficiencia virus
HLA human leukocita antigén

HOBt 1-hidroxibenztriazol

HPLC high performance liquid chromatoraphy,

nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
1Cso half maximal inhibitory concentration; koncentracioérték, amely a sejtek

50%-anak pusztulasat okozza

IFN-y interferon-gamma

1gG immunoglobulin G

IGRA interferon-gamma release assay, termelt IFN-y meghatarozasan alapul6 teszt
IL interleukin

INH izoniazid

KLH keyhole limpet hemocyanin, mélytengeri csiga hemocianinja

M.y atlag molekulatomeg



MAP
MBHA
M-CSF
MDR-TB
MeOH
MHC
MIC
MS
MTT
MWCO
NEM
NMP
Op
OT10
0T20
OVA
PAS
PBMC

PBS
PCR
PDB
PE
PHA
PMA
PP
PPD

PriA
PZA

monoizotopos molekulatémeg

multiple antigenic peptide

4-metilbenzhidrilamin

macrophage colony-stimulating factor, makrofag koloniastimulalé faktor
multi-drug resistant tuberculosis, multirezisztens tuberkuldzis

metanol

major histocompatibility complex, f6 hisztokompatibilitasi komplex

minimal inhibitory concentration, minimalis inhibiciés koncentracio

mass spectrometry, tdmegspektrometria

(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-tetrazolium) bromid (kolorimetrias teszt)
molecular weight cut off, molekulatomeg szerinti ateresztoképesség
N-etilmaleimid

N-metilpirrolidon

olvadaspont

[TKPKG],, dituftsin

[TKPKG]a, tetratuftsin

ovalbumin

p-aminoszalicilsav

peripheral blood monomorphonuclear cells, periférias vérbol szarmazo
monomorfonuklearis sejtek

phosphate buffered saline, foszfat puffer fiziologias sdoldat

polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

protein data bank, fehérje adat bank

phycoerythrin, fikoeritrin (kromoprotein, vords)

phytohaemagglutinin, fitohemagglutinin

phorbol-12-miristate-13-acetate, forbol-12-mirisztat-13-acetat

peptide pool, peptidkeverék

purified protein derivative, M. tuberculosis sziirletébdl szarmazo tisztitott
fehérjekeverék

phosphoribosyl isomerase, foszforibozil izomeraz (EC 5.3.1.16)

pirazinamid



PZC, POA
RP

R¢

RD

RIF

SAK

SFC
SFC/M
SOC

ST™M
TB
tBu
TCR
TFA
TNF-a
Tos
TRIS
Trt
TST
TT
WHO

pyrazinoic acid, pirazinkarbonsav

reverse phase, forditott fazisu

retention time, retencios id6

region of difference, kiilonbségért felelds gének régidja
rifampicin

poli[Lys(Ser;-DL-Ala,,)] (ahol m=3,5 és i<1)

spot forming colony, ,,pdttyformalo” kolonia

1 millié sejtre vonatkoztatott ,,pottyformald” koloniak
sequential oligopeptide carrier, szekvencialis oligopeptid hordozo
Ac-[Lys-Aib-Gly]4

sztreptomicin

tuberkulozis

terc-butil

T-cell receptor, T-sejt receptor

trifluorecetsav

tumor nekrozis faktor-alfa

tozil

2-amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol

tritil

tuberculin skin test, tuberkulin bérproba

tetanus toxoid

World Health Organization, Egészségiigyi Vilagszervezet
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1. Bevezetés

A Fold lakossaganak egyharmada fertdzott Mycobacterium tuberculosis baktériummal,
mely az egyik legelterjedtebb fert6z betegséget, a tuberkulozist okozza. A betegség
megfeleld kontroll alatt tartdsaban fontos a fertdzés korai diagndzisa. A legrégebben hasznalt
vizsgalat a tuberkulin (PPD, purified protein derivative) borproba nem alkalmas arra, hogy
kiilonbséget mutasson ki a korokozoval valo fertdzottség ¢s a BCG oltas kovetkeztében
kialakulé pozitiv valasz kozott. Legyengiilt immunrendszeri paciensek esetében a PPD
bérproba gyakran hamis negativ valaszt ad. Mindezen tapasztalatok miatt sziikségessé valt egy
0j immundiagnosztikum kifejlesztése, amely lehetové teszi a szenzitizaltsag okanak specifikus
és érzékeny detektalasat. A M. tuberculosis fertézés kimutatasa torténhet immunreakcion
alapuld modszerek segitségével. A tesztek érzékenysége és specificitisa a stimulalashoz
hasznalt antigénektdl fiigg. Antigénként immundominans fehérjék, T-sejt epitop peptidek és
azok konjugatumai alkalmazhatoak.

A rezisztens baktériumtorzsek terjedése miatt egyre nagyobb sziikség van 1j tipust
antibiotikumokra. Uj hatoanyagok keresésére alkalmas az tn. in silico modszer, mely soran
szamitogép segitségével ismert szerkezeti bakterialis fehérjékhez milliés nagysagrendben
dokkolnak kismolekulakat. A molekulak kivalasztasanak feltétele a fehérje — ligandum kozti
kotédés erdssége.

A tuberkuldzis kezelése minimum hat hoénapot vesz igénybe és az alkalmazott
antituberkulotikumoknak szdmos mellékhatasa ismert. A hatdéanyagok tobbsége csak
kismértékben hat az intracellularis (dormans) baktériumok ellen. A fertdzott makrofagokba
torténd bejutas tilnyomoan diffuzid révén torténik, meglehetdsen korlatozott mértékben. A
fertézott makrofagok hatéanyagfelvételének novelésével kisebb napi dozisra és rovidebb
terapiara lenne sziikség, amely nagymértékben lecsokkentené a mellékhatasokat és a kezelés
koltségét. Az antituberkulotikumok hatoanyagfelvétele irodalmi adatok alapjan ndvelhetd

célbajuttato rendszerek segitségével.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A tuberkulozis és a Mycobacterium tuberculosis koérokozé

A tuberkulézis (tbc, giimdkor) az egyik legrégebben ismert fert6zé betegség, mely az
emberiséget sujtja. Egyiptomi mumidkban tuberkulozisra utalo egyértelmii jeleket talaltak,
melyek bizonyitjak, hogy a betegség mar évezredek ota veliink van. Idészamitasunk elétt 460
koriil Hippocrates a tiidovészt (,,phthisis”) tartotta kora leggyakoribb betegségének, ami
legtobbszor halalos kimenetelii volt. Az elsé pontos patologiai és anatomiai leirast a XVIIL.
szazadban Franciscus de Le Boé Sylvius (1614-1672) Opera Medica cimii irdsaban jelentette
meg [3]. 1720-ban Benjamin Marten angol orvos vetette fel eldszor hogy a tiidovész okozoi
apro ,teremtmények” lehetnek (,,wonderfully minute living creatures”) [4]. Marten allitasait
masfél évszazaddal késdbb Robert Koch igazolta, aki 1882-ben felfedezte a tuberkuldzis
korokozojat [5]. Robert Koch idejében a tuberkulozisnak évente 7 milli6 halalos aldozata volt.
A betegség elleni kiizdelemben az elsé nagy attorést Albert Calmette francia bakteriologus
érte el, aki kollégajaval Camille Guerinnel elsként fejlesztett ki legyengitett Mycobacterium
bovis baktériumot tartalmazo vakcinat (/. dbra). A BCG (Bacillus Calmette-Guérin) oltashoz
hasznalt vakcinatorzset 13 éven at tartd in vitro passzalassal gyengitették le és elészor 1921-

ben probaltak ki emberen.

r =

Robert Koch (1843-1910) ert Calmette (1863-1933)  Camille Guerin (1872-1961)
1. abra. A tuberkulozis elleni kiizdelem nagy alakjai.

A XX. szazad elején a bakterialis betegségek gyogyitasara hasznalt penicillin és szulfonamid a
tuberkulozis korokozojara hatastalan volt. Ezért 1914-t6l Selman Waksman laboratoriumaban
szisztematikusan keresték a tbc ellenszerét. 1943-ban talaltdk meg a sztreptomicint, az els6
hatékony antibiotikumot, amely human terapiaban alkalmazhat6 volt.

Tobb mint 60 év elteltével azonban a tuberkuldzis még mindig egyike a legtobb

aldozattal jard fert6z6 betegségeknek. Az Egészségligyi Vilagszervezet (World Health



Organization, WHO) jelentése szerint a Fold lakossaganak egyharmada fert6zott a
tuberkulozis korokozojaval. 2006-ban 9,2 millié 0 esetet regisztraltak és a tuberkulozishoz
kothet6 halalesetek szama évente tobb mint 1,7 millio [6]. A betegség el6fordulasa nagy
mértékd foldrajzi eltérést mutat, a tbe-s betegek 95%-at a fejlodd orszagokban regisztraltak (2.
abra). Hazankban 2005-ben 2042 1j esetet jelentettek a tiidégondozo intézetek. Budapesten,
Jasz-Nagykun-Szolnok megyében ¢és Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében tartosan a
legmagasabb az 0j megbetegedések aranya (incidencia). Orszagos szinten ugyan évente

csokken a betegek szama, de a lazulo sziirési fegyelem és a kockazati tényezék miatt ma sem

elhanyagolhato a tuberkulozis kockézata [7].
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2. abra. A tbe eldfordulasa a Foldon és Magyarorszagon (2005-ben, szazezrelék).

Napjainkra tehat a tuberkuldzis problémaja korantsem megoldott és még mindig kihivast
jelent a kutatok szamara. Ennek egyik oka, hogy a BCG oltds nem nyujt egész ¢leten at tartd
védettséget a betegséggel szemben, leginkabb a gyermekkori mycobacteriumok okozta
meningitis ellen hatékony. Napjainkra emiatt szamos orszagban megsziintették mar a kotelezd
BCG oltast. A tuberkulozis kezelése soran mar az elsd években megfigyelték, hogy a
hatéanyagokkal szemben igen gyorsan kialakul rezisztencia. A rezisztens baktériumok altal
okozott tuberkulozis elterjedése miatt (jabb hatéanyagokat kellett bevonni a terapiaba és a
kezelés koltsége, idétartama nagymértékben megnétt. Az 1980-as évektdl kezdve az AIDS és
a HIV fert6zés megjelenése is hozzajarult a tuberkuldzis wjboli elterjedéséhez. A HIV
fertézottek korében haromszor gyakrabban fordul el a tbe és ez a leggyakoribb halalok az
AIDS betegeknél [8]. Az immunrendszer legyengiilése miatt a korokozd konnyebben
megfertdzheti a szervezetet ¢s a fertézés utan sokkal gyorsabban kialakul a betegség. HIV
fertdzottek esetében kornyezeti mycobacteriumok (pl. M. avium, M. kansasii) is okozhatnak

fertézést.
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(extra-pulmonaris tbc) (3. dbra). A tuberkuldzis leggyakrabban por- és cseppfert6zést
kovetden alakul ki. A pulmonaris tbe soran a kovetkezd tiinetek jelentkeznek: hosszu ideig
tartd, gyakran véres kopettel jaro kohogés; mellkasi fajdalom; stlyvesztés; étvagytalansag;
faradtsag; laz, hdemelkedés; éjszakai izzadas.

A tuberkulézis esetében fontos megemliteni, hogy a M. tuberculosis fertézés nem mindig
jar egyiitt az aktiv tiinetek megjelenésével. Igen gyakori, hogy a baktérium évtizedekig is
megtalalhatd a szervezetben, de a betegség tiinetei egyaltalan nem jelentkeznek. Ebben az
esetben latens fert6zottségrol beszélink. A latens fertdzottek (a Fold lakossaganak
egyharmada ide sorolhatd [6]) korében fokozott a tuberkuldzis megbetegedés kockéazata és
kozel 10%-nal kialakul az aktiv betegség. A veszélyeztetett populacioba tartoznak az idések,
ujsziilottek, legyengiilt immunrendszertiek (pl. immunszupresszalt transzplantaltak, HIV
fertdzottek), rossz higiénias viszonyok kozt €16k, alkoholistak illetve azok, akiknek a
kornyezetében tbe-s beteg eléfordult. Ezekben az esetekben a  tuberkuldzis kockazatat
preventiv antituberkulotikus terapiaval lehet csokkenteni.

A Mycobacterium tuberculosis korokozo 1-2um hosszua, 0,2um atmérdji, palcika alaka
baktérium (4. dbra). Mas baktériumokhoz képest igen lassan szaporodik, osztodasa 12-24 ora
alatt megy végbe (E. coli: 20-30 perc). A M. tuberculosis szilard taptalajon 4-8 hét alatt alkot
telepeket. A leggyakrabban alkalmazott szilard taptalaj a tojas alapu Lowenstein-Jensen (LJ)
[9, 10] és az agar alapi Middlebrook 7H10 taptalaj [11]. Folyékony taptalajok kozil a
mycobacteriumok  tenyésztésére
legtobbszor  Sula [12, 13] és
BACTEC TB médiumot
hasznalnak. A baktérium

novekedése  szempontjabol az

4. dbra. Mycobacterium tub is baktérium és a telepek fénymikroszkop alatt.
Forrds: Centers for Disease Control and Prevention (CDC): Public Health Image Library]

optimalis pH 5,8 és 6,5 kozott van.
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5. abra. M. tuberculosis sejtfalanak felépitése
(forrds: www3.niaid.nih.gov/topics/tuberculosis).

lipid kett6sréteg
a D-galaktozon keresztiil kovalens

kotéssel mikolsavak kapcsolodnak (5.
abra). A mikolsavak alkotjak a sejtfal 50%-at és vastag hidrofob burkot képeznek a baktérium
koriil. Egy masik sejtfal lipid, a 6,6’-dimikoliltrehaléz, az Un. ,cord-faktor” felelés a
baktériumok egymés mell¢ rendezédéséért, amely az M. tuberculosis virulens torzseire
jellemzd. A sejtfal kiilsé rétegeinek peptidlancai képezik a sejtfal tomegének 15%-at és a
bioldgiailag fontos antigének is itt talalhatok. Ezek felelések a cellularis immunvélasz
kivaltasaért. A komplex sejtfalnak kdszonhetd, hogy a baktérium extrém koriilmények kozott
is létképes, szamos antibiotikumnak ellendll és gyakran kivédi a gazdaszervezet sajat
eliminaciés mechanizmusait [14-16]. A kiilonleges sejtfal védi meg a baktériumot a kationos
antibakterialis fehérjéktdl (pl. granulizin, NK-lizin) és az oxigén gyokoktol.

A M. tuberculosis intracellularis patogén. A szervezetbe keriilve a makrofagok illetve a
dendritikus sejtek bekebelezik a baktériumot. A fagocitdzis specifikus receptorokon keresztiil
torténik (pl. manndz receptor, scavenger receptor). A fagocitozis azonban nem minden esetben
vezet a korokozo eltavolitasahoz. A M. tuberculosis szamos ponton képes gatolni a gazdasejt
miikodését és igy megakadalyozza az immunrendszer altal iranyitott eliminaciot:

e gatolja a fagoszoma érését

e gatolja a fagoszoma — lizoszoma fziot

e ammonia termelésével semlegesiti a lizoszoma kémhatasat, igy csokkentve a

lizoszomalis enzimek aktivitasat

e anyagcseretermékei hatastalanitjak a reaktiv intermediereket

e gatolja a makrofag aktivaciot
A fertézott makrofagokban a M. tuberculosis Gn. dormans allapotban igen hosszu ideig
¢letképes. A dormans fazisban az alacsony oxigenizacié mellett a baktérium csokkentett
mértékll anyageserét folytat. A vizsgalatok soran a baktérium genomjaban azonositottak a
DosR régiét (dormancy regulon), mely 48 gént tartalmaz. A DosR régioban talalhato gének

altal kodolt fehérjéket dormans allapotban nagyobb mértékben expresszalja a baktérium [17-



19]. Ezek a fehérjék feltehetden a dormans allapot létrehozasaban és fenntartasaban jatszanak
fontos szerepet.
A szervezet védekezoé folyamatainak sajatos kronikus kovetkezményeként a tiidoben

granuloma (glim6) alakul ki [20]. A granuléma szerkezetét mutatja be a 6. dbra. A granuloma

az immunrendszer szamara
A
s ,.lathatatlan”, mert a  fert6zott
e @ CD4+ T-sejt | . . .
©  CD8+ T-sejt makrofagokat intakt T-sejtek veszik
@ NK-sejt
© 1oTselt koriill. A nekrotizald  granuléma
z x Q makrofag
= | @ sriasseit belsejében un. elsajtosodo
/&7 fibroblaszt szovettormelék talalhato [21, 22]. A
+%  baktérium , , , ,
granuloma gydgyulasa hegesedéssel
6. dbra. A mikobakteridlis Sma szerkezete.(4) krotikus | és/vagy meszesedéssel torténik, ezek a
granuléma; (B) nekrotikus (elsajtosodd) 6 lépité
(Dominic O. Co dbrdja alapjdn [21, 22]). gocok a rontgenfelvételen is lathatoak

(3. abra). A gyogyult granulomakban hosszu ideig életképesek a baktériumok, melyek az
immunrendszer legyengiilése esetén ijra megfertdzhetik a szervezetet.

Stewart Cole és munkatarsai 1998-ban ko6zolték a M. tuberculosis H3;Rv virulens
baktériumtorzs teljes genomjanak szekvencidjat [23]. A projekt soran kapott informaciokat az
interneten hozzaférheté TubercuList (http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/) adatbazisban
gytjtik. A frissitett adatok szerint [24, 25] a teljes genom ~4,4 milli6 bazisparbol all és
Osszesen 4006 gént tartalmaz. EbbSl 4009 fehérje kodold gén, 57 gén RNS-t kodol. A
fehérjéket kodolo gének elnevezése Rv koddal kezdddik (pl. Rv2654), ami a Hi7Rv torzsre
utal.

Emberi fertézés ¢és korképek megjelenéséért atipusos illetve kornyezeti
mycobacteriumok is felelések lehetnek (/. tdbldzat). A legmodernebb molekularis technikak
alkalmazasaval jelenleg kozel 200 mycobacterium genushoz tartozoé fajt definialtak. A legtobb
faj a felszini vizek és a talaj hasznos ¢és nélkiilozhetetlen, tobbségében szaprofita
mikroorganizmusa, melyeknek nitrogénkoté aktivitasuk €s mas mikroszervezetek tapanyag
sziikségleteit kielégité szervesanyag bontd képességiik van. Néhany mycobacterium faj
azonban az evollcid soran korokozova valt. Ezek kozott megkiilonboztethetiink obligat és
fakultativ (opportunista, alkalmi) patogéneket. A legjelentésebbek a Mycobacterium

tuberculosis complexhez tartozo M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis bacillus Calmette-Guerin,



M. africanum, M. microti, M. canetti és M. caprae. A fajok koz6tt virulenciajukat, valamint a

gazdaszervezetet illetéen szamottevo kiilonbségek vannak (/. tablazat).

1. tablazat. Emberi fertézést okozé mycobacteriumok és korképek (Pusztai Rozalia nyoman [26]).

Patogenitis Faj Rezervoir Betegség
patogén M. tuberculosis ember tiid6-, csont-, iziilet-, vese-, agyhartya- és miliris tbc
M. bovis ember, szarvasmarha gastrointestinalis és miliaris tbc
M. leprae ember lepra
potencidlisan | M. avium-intracellulare complex | talaj, viz, madar, sertés, | disszeminlt és tiidd tbc, gyakori AIDS betegekben és
patogén szarvasmarha immunszupresszaltakban
M. kansasii viz, szarvasmarha iidé tbe
M. marinum hal, viz subcutén talyogok, csomok, borfekély
M. ulcerans ember, kérnyezet ranulomas és cervicalis | hadeniti
M. scrofulaceum talaj, viz subcutan talyogok, csomok
M. fortuitum-chelonei complex talaj, viz, allat subcutan talyogok, disszeminalt fert6zések

A M. tuberculosis complexhez tartozo fajok genetikailag igen magas hasonlosagot mutatnak.

1998 ota tobb mycobacterium faj genomjanak szekvenciajat publikaltdk és szamos olyan

kozlemény jelent meg, amelyben DNS szinten izolaltak a korokozot:

M. bovis teljes genomja [27]. A korokozo féleg szarvasmarhakban fordul eld, de
embert is megfertdzhet ¢s foleg gastrointestinalis tuberkulozist okoz.

a BCG oltashoz hasznalt M. bovis BCG baktériumtorzs Gsszehasonlitd proteomikai
analizise [28]. A kutatdsok soran azonositottdk azokat a fehérjéket, melyek
megtalalhatoak a virulens M. tuberculosis Hs3sRv torzsben, de hianyoznak a
legyengitett M. bovis BCG vakcinatorzsbol [29].

M. avium subspecies paratuberculosis teljes genomja [30]. A Crohn betegséggel
hoztak Osszefuggésbe [31, 32] és bizonyitottak, hogy antimikobakterialis szerek
segitségével gyogyithatod a Crohn betegség [33, 34].

M. kansasii fertézés kimutatasa genetikai modszerekkel [35-37]. A M. kansasii
kornyezeti mycobacterium, ami csapvizben is eléfordulhat [38] és pulmonaris tbe-t
okozhat.

M. marinum teljes genomja [39]. A koérokozd embereket, halakat, kétéltiieket tamad és
a fert6zés granuloma kialakulasaval jar.

M. smegmatis nem patogén. A patogén M. tuberculosis modelljeként szoktak

alkalmazni a laboratoriumi kisérletek soran [40, 41].




2.2. A tuberkulézis diagnosztikija és a korokozé azonositasa

A Kklinikai tiinetek megléte és a radiologiai kép (mellkas rontgen, esetleg CT) alapjan
felallithatd a tuberkulézis elézetes diagnozisa. A tbc azonban csak akkor tekinthetd
bizonyitottnak, ha a koérokozo jelenlétét a beteg testnedveibdl (pl. kopet, vizelet, horg6bol
oblitett folyadék) sikeriilt bakteriologiai vizsgalattal igazolni [42]. Mikroszkopos vizsgalattal
kimutathat6 savallo baktérium igazolja a tuberkulozist. A bakteriologiai vizsgalatok koziil ez a
legegyszertibb, legolcsobb és leggyorsabb modszer. A mikroszkopos diagnozis legnagyobb
hatranya, hogy nem megfeleléen érzékeny modszer. A pozitiv kenethez igen magas
baktériumszam sziikséges. A vizsgalat szenzitivitasa €s specificitasa nagymértékben novelhetd
a korokozo folyékony és/vagy szilard taptalajon vald tenyésztésével [43]. Ennek hatranya,
hogy a baktérium lassu replikacioja miatt a tesztek hossza id6t vesznek igénybe (4-8 hét) és
nem minden esetben lehet megfeleléen izolalni/tenyészteni a korokozot.

A direkt nukleinsav amplifikdcios modszerek (DNAM) elénye, hogy a lassan
tenyésztheté vagy nehezen izolalhatd mycobacteriumok esetén is gyors (24 oran beliili)
kimutatast biztositanak. A kereskedelmi forgalomban kaphato tesztek (pl. Amplicor PCR teszt
(Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA), a transzkripcio medialt amplifikacion
alapuld AMTD teszt (amplified Mycobacterium tuberculosis direct test, Gen-Probe Inc. San
Diego, CA, USA), a szal athelyez6 amplifikacion alapuldé BDProbeTec (BD Diagnostic
Systems, Sparks, MD, USA)) rutinszer(i alkalmazasa finanszirozasi problémak miatt csak
limitalt szamban oldhaté meg. A hazai eldirasok akkor javasoljak a DNAM alkalmazasat, ha
atipusos vagy koérnyezeti mycobacteriumok okozta tuberkuldzis gyantija meriil fel (pl. HIV
fertdzottek, transzpantaltak) illetve, ha a diagnozis rendkiviili siirgsséget igényel.

A tuberkuldzis bizonyitasan til a diagnozis fontos része a korokozo pontos azonositasa.
A hagyomanyos identifikalasi modszerek (niacin, nitrat reduktaz és hdstabil katalaz teszt)
mellett egyre nagyobb hangsulyt kapnak a DNS hibridizacion alapulé moédszerek, a DNS
szekvenalas, a PCR restrikcios-enzim analizis (PRA) és a mikolsav analizis.

e A DNS hibridizacios médszeren alapuldé AccuProbe (Gen-Probe Inc., San-Diego, CA,
USA) segitségével kimutathaté a M. tuberculosis complex, a M. avium complex, a M.
gordonae, és a M. kansasii torzsek jelenléte. Mivel a teszt nem alkalmaz amplifikacios
Iépést ¢és az azonositashoz magas baktériumszam sziikséges, a vizsgalatot folyékony

vagy szilard taptalajon valo tenyésztés el6zi meg [44].



e A DNS szekvenalas automatizalhatosdga miatt a mycobacteriumok azonositasanak
leggyorsabb és legpontosabb modszere. Az egyes torzsek azonositasan kiviil
informacidval szolgal az egyes fajok filogenetikdjarol és rokonsagi fokarol is [45, 46].

e A PRA soran a hsp65 gént PCR segitségével amplifikaljak, majd a megsokszorozott
génallomanyt restrikcios enzimek segitségével megemésztik. Gélelektroforézis utan a
restrikcios mintazatot az interneten hozzaférhetd adatbazissal
(http://www.hospvd.ch:8005) vetik 0Ossze. Ezzel a modszerrel jelenleg 54 faj
azonosithat6 [47-49].

e A mikolsavak a mycobacteriumok sejtfalanak fajonként valtozd és specifikus
Osszetevoi. A mikolsavak kimutatasara alkalmas a vékonyréteg kromatografia [50].
Nagyhaté¢konysagu folyadékkromatografia (HPLC) alkalmazasa a mycobacteriumok
azonositasanak olcsé és gyors megoldasat biztositja [S51]. A standardizalt HPLC
analizis soran kapott kromatogramokat az interneten hozzaférhetd adatokkal
(www.cdc.gov/tb/Laboratory _Services/maps_tagged.pdf) egyeztetve végezhetjiik az

azonositast.

Pozitiv mikrobiologiai teszt esetén az izolalt baktériumot rezisztencia vizsgalatnak vetik ala,
ami nagyban hozzajarulhat a terapia hatékonysagahoz. A rezisztencia vizsgalatot altalaban az
ot elsévonalbeli antibiotikummal szemben végzik. Ujabban bevezetésre keriiltek az
automatizalhat6 in. BACTEC 460 TB (radiometrias), BACTEC 960 TB (kolorimetrias) (BD
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md. USA) rendszerek és a Mycobacteria Growth
Indicator Tube (MGIT; BBL BD Microbiology Systems, Cockeysville, MD, USA), melyek

segitségével a vizsgalatok kb. 4-6 nap alatt elvégezhetdek.

2.3. A tuberkulézis immundiagnézisa

A M. tuberculosis fertdézés kimutatdsara immunreakcion alapuldé modszerek is
alkalmazhatoak. Humoralis (B-sejtes) immunvalaszon alapuld modszerekr6l szamos
publikécid jelent meg az elmult évtizedekben. A vizsgalat soran M. tuberculosis-bol szarmazo
immundominans fehérjékre specifikus antitestek kimutatasaval bizonyithato a baktériummal

valo fert6zés [52]. A leggyakrabban hasznalt immundominans fehérje a 38kDa (AgS, Rv0934)



protein [53-55]. A B-sejt valaszon alapuld szeroldgiai tesztek érzékenysége azonban nem
kielégito, ezért diagnosztikumkeént valo alkalmazasuk limitalt.
A legrégebben hasznalt vizsgalat a tuberkulin bérproba (tuberculin skin test, TST). A

teszt soran az alkar also részén a bér ala fecskendeznek M. tuberculosis szirletébdl szarmazo

tisztitott fehérjekeveréket (purified protein derivative,
1 PPD). 48-72 ora elteltével leolvashatd az induracio
(gyulladas) atméréje (7. dbra). Az eredmény megadasa
mm-ben torténik [56]. A befecskendezés modja szerint

7. dbra. PPD bérpréba, 1: indurdcis. | kulonboztetjiik meg a Mantoux ¢és Heaf teszteket. A
(forras: www.heathopedia.com)

bakteriologiai vizsgalatokkal ellentétben a PPD bérproba a

latens fertézottek és BCG oltott személyek esetében is pozitiv valaszt ad. Emiatt a
szenzitizaltsag mérésére is alkalmazzak pl. altalanos iskolas gyerekeknél, ahol a teszt
segitségével eldonthetd, hogy sziikség van-e ismétld oltasra. A PPD bérproba esetében fontos
hangsulyozni, hogy a teszt nem alkalmas arra, hogy kiilonbséget mutasson ki a korokozoval
valo fert6zottség €¢s a BCG oltas kovetkeztében kialakuld pozitiv véalasz kozott. HIV
fertdzottek esetében a PPD bérproba gyakran hamis negativ valaszt ad (M. tuberculosis
fertézés ellenére sem tapasztalhatd induracié az immunrendszer hidnyos miikddése miatt).
Mivel a PPD tartalmaz olyan fehérjéket is, melyeket atipusos illetve kornyezeti
mycobacteriumok is termelnek, a bérproba alapjan nem donthet$ el, hogy pontosan melyik
mycobacteriummal fertdzott a vizsgalt szervezet.

A M. tuberculosis fertézés jelentds cellularis immunvalaszt indukal, mely soran CD4+ és
CD8+ T-sejtek aktivalodnak. Szamos specifikus antigén stimulalja a T-sejteket. A stimulus
mértéke kiilonbozé modszerekkel mérhet, melyek segitségével egyszerl, érzékeny és
specifikus diagnozis valosithaté meg. A T-sejt valasz mérésén alapuld in vitro tesztek teljes
vért vagy periférias vérbol izolalt monomorfonuklearis sejteket (peripheral blood
monomorphonuclear cells, PBMC) hasznalnak. A sejtek in vitro stimulalasat végezhetjik PPD
fehérjekeverékkel vagy specifikus M. tuberculosis-bol szarmazé immundominans fehérjékkel,
peptidekkel. Az antigének altal kivaltott immunvalasz jellemzésére a termelt citokinek
mennyiségének  meghatarozasa  alkalmazhat6. A  citokinek az  immunrendszer
,Jkommunikacios” molekuldi, melyek nagy affinitassal kotédnek sajat receptoraikhoz [20]. A

citokinek koziil leggyakrabban az IFN-y (interferon-gamma) mennyiségének mérését
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végezzik a tesztek soran. Emellett TNF-a (tumor nekrozis faktor-alfa), IL-2 (interleukin-2),
IL-4, 1L-6, IL-10, IL-17 citokinek mérésének lehet diagnosztikus jelentdsége. A kisérletek
soran vagy a kibocsatott citokinek mennyiségét mérjiik vagy a citokint termeld sejtek aranyat
aramlasi citométerrel (fluorescent-activated cell sorter, FACS). Az daramlasi citometrids
vizsgalatok soran a sejten beliil fluoreszcens festékkel konjugalt specifikus antitesttel jeloljitk
az adott citokint és a kiértékelés soran meghatarozzuk a citokint termeld sejtpopulaciok
szazalékos aranyat. Sejtfelszini markerek jelolésével a citokint termel$ sejtek tipusa is
meghatarozhat6 (pl. CD4+, CD8+ T-sejtek). Aramlasi citometrias mérések segitségével T-sejt

proliferacio vizsgalata is lehetséges [57, 58].

2.3.1. IFN-y mérésén alapulé tesztek

A vizsgaland6 paciens alvadasgatolt periférias vérébol végezhetdk el a termelt IFN-y
mennyiségének mérésén alapuld tesztek (interferon-gamma release assay, IGRA). Az IFN-y
mennyisége meghatarozhatd ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) modszerrel.
Ebben a tesztben a stimulalt sejtek feliiliszojat hasznaljuk a kisérlethez és IFN-y standard
alkalmazasaval kapunk kvantitativ adatokat. Az ELISpot (enzyme-linked immunospot)
modszerben a ,,pottyformald kolonidk™ (spot forming colony, SFC) szamat hataroztuk meg. A
lemezen a szines pottyok megjelenése IFN-y termeld T-sejtek jelenlétét mutatja. Ma a
kereskedelmi forgalomban két IFN-y meghatarozasan alapulo teszt kaphato.

A QuantiFERON®-TB Gold és egyszeriisitett valtozata a QuantiFERON®-TB Gold In-
Tube (Cellestis Ltd. Victoria, Ausztralia) tesztek in vitro diagnosztikumkeént valé alkalmazasat
2005 ota engedélyezi az FDA (Food and Drug Administration, USA). A teszt latens fert6zés
¢és aktiv tuberkulozis esetében is hasznalhato. Specifikus antigénként ESAT6 (early secretory
antigenic target 6) ¢és CFP10 (culture filtrate protein 10) fehérjéket tartalmaz. A
QuantiFERON-TB Gold In-Tube ezeken feliil a Tb7.7(p4) kodu peptidet is tartalmazza, mely
az Rv2654 (Tb7.7) immundomindns fehérje 38-55 szekvencidjanak felel meg. A vizsgalat
ELISA moédszeren alapul. A termelt IFN-y mennyiségének meghatdrozasa 16-24 ora
stimulalas utan a feliiliszobol torténik specifikus anti-human IFN-y antitest segitségével. A

teszt menetét a 8. dbra mutatja be.
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1ml alvadasgatolt vér

A el e TR 3 csepp stimulalé antigén

minden lyukba

1-2 perc razatas
16-24 6ra inkubacié

200p! plazma leszivas
lemezre atpipettazas

lemezre (37°C, 5%C0,)
- ~ N ~
50yl antitest 1 perc razatas 6 mosas ulan reakcio Ieallltasa kiértékelés
+ 50pl plazma 2 6ra inkubacié +100p i -TB Gold

vagy IFN-y standard (25°C)

30 perc inkubacié

leolvasas 450nm-en

anallzalb programmal

8. dbra. QuantiFERON®-TB Gold teszt menete (Cellestis - Assay Quick Reference Guide dbra alapjdn).

A masik kereskedelmi forgalomban kaphato teszt a T-SPOT®.TB (Oxford Immunotec

Ltd. Oxford, Anglia). Ez a teszt nem teljes vért alkalmaz, a vizsgalat els6 1épése a PBMC

sejtek izolalasa (9. dbra). A sejteket ezutan megfelelé szamban felvisszik az ELISpot

lemezre.

A lemez celluloz bazisa alja specifikus anti-human IFN-y antitesttel van

érzékenyitve. A PBMC sejtek stimulalasa ESAT6 és CFP10 fehérjékkel torténik. A stimulalas

utan a detektald antitest és a szubsztrat hozzaadasaval meghatarozhatjuk a pottyok szamat

(SFC). Az SFC az aktivalt, IFN-y termel6 T-sejtek szamaval aranyos. A teszt in vitro

diagnosztikumként valo alkalmazasat 2004-ben engedélyezték Europaban.
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9. abra. T-SPOT.TB teszt menete (Oxford Immunotec — How to use T-SPOT.TB dabrdja alapjdn).

A QuantiFERON-TB Gold, QuantiFERON-TB Gold In-Tube és T-SPOT.TB tesztek

specificitasat és szenzitivitdsat vizsgaltak kiilonbozé donorcsoportokon. Osszesitve az
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adatokat megallapithato, hogy az IGRA tesztek specificitasa latens fertézottek esetében 93%
folott van. BCG oltott donorok korében a PPD borproba eredménye igen heterogén, a tesztek
46-73%-ban adnak hamis pozitiv vélaszt. Ezzel szemben az IGRA tesztek e donorcsoportban
is 90% folotti specificitassal rendelkeznek [59]. A QuantiFERON-TB és T-SPOT.7B tesztek
érzékenysége azonban donorcsoportonként igen valtozo (55-98%). HIV fert6zottek esetében a
tesztek érzékenysége nagymértékben csokken [60-63]. A HIV fertézés magas kockazati
tényez6 a tuberkuldzis kialakulasaban, ezért e donorcsoportban kiemelkedden fontos a
tuberkulotikus fert6zés érzékeny kimutatasa.

Aktiv tuberkulozisban szenvedd betegek a terdpia soran kapott antibiotikumok hatésara
kevésbé érzékenyen reagalnak az IGRA tesztekre. A /0. dbran bemutatott eredményeket
%////////////////////////////// 2] Kobashi és munkatarsai kozolték 2008-ban
.

kezelés megkezdése elott

6 honap kezelés

i

[64]. A kisérlet soran vizsgaltak, hogy a
QuantiFERON-TB Gold teszt érzékenysége
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% pozill eredmény (QuantFERON-TB Gold) alkalmazasaval. Az  antituberkulotikus

10. dbra. QuantiFERON-TB Gold teszt érzékenységének valtozdsa
kezelés £64]. kezelés  megkezdése el6tt a  teszt

érzékenysége 82% volt. A kezelés hatdsdra azonban a teszt érzékenysége csokkent, a

paciensek 36-50%-a adott pozitiv valaszt.

2.3.2. Potencialis antigének a tuberkulézis immundiagnézisaban

Az IFN-y mérésén alapuld tesztek érzékenysége és specificitasa fiigg a stimulalashoz
hasznalt antigénektol. Antigénként immundominans fehérjék, T-sejt epitop peptidek és azok
konjugatumai alkalmazhatoak.

A 38kDa fehérje (Ag5, Ag78, protein antigen B, PstS1, Rv0934) az egyik legfontosabb
és legtobbet vizsgalt antigén. A 38kDa fehérje egy foszfat-kotd lipoprotein, melyet a M.
tuberculosis szekretal [65]. Haromdimenzids szerkezete ismert [66]; PDB (protein data bank)
kodja: 1pc3. Humordlis és cellularis immunvalaszt valt ki, T-sejt proliferativ hatdsa van és
késoi tipusu talérzékenységi reakciot (delayed type hypersensitivity, DTH) indukal [67]. A
374 aminosavat tartalmazo fehérjén beliil tobb T-sejt epitop régiot lokalizaltak [68-71]. Az
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epitopszerkezet felderitését tn. PEPSCAN modszerrel végezték, mely soran polietilén
tithegyeken allitottak elé az atfedd peptidfragmenseket és tiihegyekrdl torténd hasitas nélkiil
ELISA rendszerben vizsgaltdk a peptidek antigenitasat [72, 73]. A szintetikus atlapolo
peptidek 20 aminosavat tartalmaztak. A kovetkezékben a leghatékonyabb peptidek N- és C-
terminalis fel6li roviditett analogjait allitottak el és a funkcionalis vizsgalatok segitségével
azonositottak azt a legkisebb peptidet, mely még fehérjespecifikus immunvalaszt indukal. Az
igy kapott 38G (350-359) szintetikus peptid a PPD pozitiv egészséges donorok 90%-anal
valtott ki T-sejt stimulaciot [69]. Kutatocsoportunkban a 38G T-sejt epitopot kiilonbozd tipusu
hordozé molekuldahoz konjugaltdk, igy az epitop peptid T-sejtes immunvalaszt kivalté hatasa

nagymértékben novelhetd volt (/1. abra).

TG GG G S,

11. abra. 38G epitop peptidkonjugatumainak T-sejtes immunvalaszt indukdko hatasa PPD pozitiv
egészséges donorok vérébdl preparalt PBMC sejteken (ELISA) [74].

A konjugalas soran **’DQVHFQPLPPAVV**2-C peptidet kovalensen kapcsoltak (i)
természetes eredeti hordozohoz (KLH); (ii) szintetikus polipeptidhez (SAK); (iii)
szekvencialis oligopeptidekhez (SOC, OT20) ¢és (iv) lizin dendrimerhez (MAP). A
konjugatumok antigenitasat PPD pozitiv, egészséges donorok vérébdl izolalt PBMC sejteken
vizsgaltak. A termelt IFN-y mennyiségét ELISA teszt alkalmazasaval hataroztak meg. Minden
konjugatum esetében nagyobb IFN-y termelést mértek, mint a 38G peptid esetében, tehat a
konjugatumok nagyobb mértékben stimulaltdk a PBMC sejteket [74].

A 16kDa fehérje (korabban 14kDa protein, Hsp16.3, acrl, Rv2031c) az a-krisztallinok
csaladjaba tartozo hoésokk fehérje [75, 76]. Haromdimenziés szerkezete ismert [77], (PDB
kodja: 2byu). Dajkafehérjeként (chaperon) fontos szerepet jatszik a baktérium tulélésében, a
latens fert6zés kialakulasaban és a korokozo intracellularis szaporodasaban [78-80]. Dormans

allapotban, alacsony oxigenizaci6 mellett a 16kDa fehérje a legnagyobb mennyiségben
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expresszalt protein  [81]. A
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esetében [83-85]. A 16kDa
B2.1 DRIS S[EFAYGSEVRTVSL|PVGADE
i i fehérje in vivo T-sejt proliferaciot
P52 DRI [SEFAYGSEVRTVS|ILPVGADE
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Bi2 DR7 FEFAYGSEVRTVsLevGape | indukal egerekben és

12. dbra. 91-110 peptid epitopszerkezete: TCR koté régio; B : HLA kit régio;
E: TCR koté aminosav; F: HLA koté aminosav.
(Nadia Caccamo abrdja alapjdan [91]).

tengerimalacokban [86]. A

fehérje 144 aminosavat tartalmaz.
A szekvencian beliil lokalizaltak B-sejt [87] és T-sejt epitopokat [88]. Husz aminosavat
tartalmazo atlapolo peptidek segitségével megallapitottak, hogy a 91-110 epitop peptid PPD
pozitiv, egészséges donorok 67%-nal, aktiv tbc-s betegek 50%-nal indukal specifikus T-sejt
valaszt [89]. Kutatocsoportunk Francesco Dieli (Department of Biopathology and Biomedical
Methodologies, University of Palermo, Olaszorszag) csoportjaval egyiittmiikodésben vizsgalta
a 91-110 epitép finomszerkezetét. Ot kiilonbozd HLA-DR allél esetében vizsgiltak a HLA
molekulahoz és a T-sejt receptorhoz (TCR) vald kotédést [90, 91]. Az N- és C-terminalis feldl
szisztematikusan  roviditetttk a  *'SEFAYGSFVRTVSLPVGADE'"?  peptidet, igy
meghataroztak a legkisebb HLA ¢és TCR kot régiot a szekvencian beliil. Ala-scan (a

szekvenciaban 1évé aminosavak

800
600 12087 alanin  cseréje)  segitségével
—_ ] B2.1DR15 , , .,
T\i 400 22 DR1 azonositottak a kotésben
2
= W Pa2DR13 . " . .
e
3 20 = résztvevd aminosavakat mind a
P62 DR HLA, mind pedig a TCR
O
N T S S . , .
g N N 9 esetében (/2. dbra). A kisérletek
K A PO
A L i o
alapjan  megallapithatd, hogy
13. dbra. 91-104 minimdlis epitop szerkezetének tovabbi vizsgdl

(Bésze Szilvia dbrdja alapjn [92]). HLA-DR allél fliiggé a minimalis
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epitop hossza (91/92-103/104). Vizsgaltak a glutaminsav oldallancanak szerepét a 92.
pozicioban: aszparaginra vagy alaninra cserélve a peptid elveszti in vitro aktivitasat. A 92-104
peptid N- és C-terminalisat alanin lebegé régiokkal hosszabbitva az &sszes HLA-DR allél
esetében visszakapjuk a biologiai hatast [92, 93] (/3. abra).

A QuantiFERON-TB és T-SPOT.TB tesztekben alkalmazott ESAT6 ¢s CFP10 fehérjék a
M. tuberculosis virulenciajaban fontos szerepet jatszanak. Nativ formaban 1:1 heterodimert
alkotnak [94] (/4/a. dbra). Megtalalhatbak a M. tuberculosis complex, M. bovis és M.

africanum torzsekben és harom tovabbi kornyezeti mycobacteriumban (M. marinum, M.

szulgai és M. kansasii).
b e ESAT 6 CFP 10 PPD
e L] Leeer Az ESAT6 ¢és CFP10
= 100 " Ig E%D fehérjéket kodold gének
£ B "o
[E e TS hianyoznak a  BCG
i ™ - a
z H . . sl
e PO I vakcinatérzs genomjabol
102 y o5 i 2
= EEE_ - = [95]. A BCG torzsbdl
e —
hianyzo fehérjéket
14. dbra. ESAT6 és CFP10 1:1 heterodimer NMR szerkezete (PDB kid: 1wa8) [94] (a). kodolo kb. 100 gén 12
A fehérjék antigenitdsa thc-s betegek (m) és BCG oltott, egészséges donorok (o) vérébdl izolalt
PBMC sejteken (Inger Brock abraja alapjan [99]) (b). régiéban helyezkedik el

(region of difference, RD) [96, 97]. Az ESAT6 és CFP10 fehérjék az RDI1 régioban
talalhatoak. Diagnosztikumkeént valo alkalmazasukkal ezért kikiiszobolhetd a BCG oltas miatti
hamis pozitiv valasz [98, 99] (14/b. dbra).

Az Rv2654 (Tb7.7) fehérje hianyzik a BCG vakcinatorzsb6l, kodold génje az RDI11
régioban helyezkedik el. Az ESAT6 és CFP10 fehérjékkel ellentétben az Rv2654 hianyzik a
M. bovis és nagy valoszinliséggel a kdrnyezeti mycobacteriumok genomjabol [100]. A fehérje
81 aminosavat tartalmaz (UniProt kod: P71951), 3D szerkezete még nem ismert. M.
tuberculosis complexre specifikus, szenzitiv antigén, mely jelentds immunvalaszt valt ki. In
vivo kés6i tipusu talérzékenységet indukal tengerimalacokban. Pulmonaris ¢és extra-
pulmonaris tbc-s betegek esetében jelentds T-sejt stimulaciot mértek [100]. Az Rv2546 fehérje
BCG oltott donorok esetében nem valt ki immunvalaszt. Aktiv tbc-s betegeknél magas IFN-y
szint detektalhato (15. abra). Vizsgaltak az Rv2654 fehérje szekvencidja alapjan szintetizalt
atlapolo peptidek T-sejtes immunvalaszt indukald hatasat [100]. A peptidek 18 aminosavat

tartalmaztak, az atfedo régioban 5-6 aminosav volt. Ebben a kisérletben a leghatékonyabb a p4
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(38-55) peptid volt, 9-bol 7 beteg esetében mértek magas IFN-y valaszt (/5. dbra). Az
eredmények alapjan javasoltak, hogy az ESAT6 és CFP10 fehérjék mellett a (Tb7.7)p4

peptidet is alkalmazzak a QuantiFERON-TB Gold In-Tube tesztben.
Rv2654 _pPD

[41/0] [95/97]
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15. abra Rv2654 fehérje antigenitdsa tbe-s betegek (m) és BCG oltott, egészséges donorok (o) vérébdl izolalt

PBMC sejteken (Inger Brock dbrdja alapjan [99]). Atlapolo peptidek (p1-p6) peptidek (o) antigenitisa BCG

oltott, egészséges donorok (1. grafikon) és tbc-s betegek (2. grafikon) PBMC sejtjein (Claus AAgaard dbraja
alapjan [100]).

Az Rv1733c megtalalhatdo a M. tuberculosis és M. bovis genomjaban, de hianyzik a

kornyezeti mycobacteriumokbol. Az Rv1733c¢c egy transzmembran fehérje, mely 210

aminosavat tartalmaz (UniProt kod: P71991), 3D
10t CFF:-10 Rv1'§3c

: : szerkezete nem ismert. A fehérjét kodold gén a DosR
%‘D’ " . :% régidban talalhato [101]. Latens fertézés esetében az

= - H e L. s . 1 . .
Zie] = . ‘ot .- Rv1733c fehérje immunogenitdsa jelentds, ezért un.
R latens antigénnek tekintheté. PPD pozitiv, egészséges

1B T8T TB T8T
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16. dbra. RvI733¢ és CEPIO fohdriéh donorok  61%-andl mértek  fehérje  specifikus
igenitdsa aktiv TBC-s (TB) és PPD pozitiv, . , .
a";;ﬁj;zsa(ﬁs‘n du,,i:uk)P;:MCw';;i:w immunvalaszt PBMC sejteken. A CFP10 fehérjével

(Eliane M.S. Leyten abrdja alapjan [102]).

Osszehasonlitva az Rv1733c fehérje latens fertdzottek

esetében nagyobb T-sejt valaszt indukal (/6. dbra) [102].

2.3.3. Az antigénbemutatas és az antigénfeldolgozas folyamata

Egy fehérjén belil az antigénspecifikus immunvélasz kivaltasaért az epitdp
(antigéndeterminans) régiok felelések. A B-sejt epitopok lehetnek 6sszefliggd peptidszakaszok
(szekvencidlis epitop) vagy térben stabilizalt struktirdk (folytonos vagy nem-folytonos
konformacios epitop). A T-sejtek esetében csak folytonos, egymast kovetd aminosavakbol allo

epitopokat irtak le. Egy fehérjén beliill tobb epitop régio is lehetséges. A celularis
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17. dbra. Endogén és exogén epitpok bemutatdisa a T-sejteknek kototten jelennek meg. Az MHC-peptid

komplex kotédik a T-sejt receptorhoz (T-cell receptor, TCR), mely feltétele a T-sejt
aktivaciojanak. Endogén antigének MHC I (emberben HLA-A, -B, -C) fehérjéhez kotddnek.

MHC I osztalyu molekuldk minden magvas sejt felszinén megtalalhatok. Az endogén epitopok

az MHC I molekulaval egyiitt féként a CD8+ citotoxikus T-sejteket aktivaljak. Az exogén

antigének (virusok, baktériumok, stb. fehérjéinek peptidfragmensei) az MHC II (emberben

HLA-DR, -DP, -DQ) molekuldhoz koétddnek. MHC II csak bizonyos immunsejtek

(makrofagok, dendritikus sejtek, B-sejtek, stb.) felszinén mutathatok ki. Az antigénprezentalod

sejt felszinén bemutatott peptid-MHC II komplexek elsésorban a CD4+ segité (helper) T-

sejteket aktivaljak [20]. A M. tuberculosis fertézés esetében CD4+ és CD8+ T-sejt valasz is

lehetséges. Fontos megemliteni, hogy gyakorlatilag mindegyik MHC molekula szolubilis

. peptidkots arok

jtfelszi . ——
sejtfelszin N-terminalis C-terminalis

peptidkots arok

T-sejt epitop |

+— sejtfelszin

18. dbra. Az MHC I és MHC II molekula szerkezete [108]

(nem sejthez kotott) formaban is eléfordulhat és
ezek immunmodulalé hatassal rendelkeznek.
Szintetikus peptidek szolubilis MHC molekulakhoz
is kotodhetnek. Az antigénprezentacié alternativ
modon torténhet sejtfelszini MHC molekulan valo
peptid kicserélédéssel [103-107].

Az MHC 1 és MHC 1II molekuldk szerkezete eltér
egymastol. Az MHC I molekula polimorf o-lancbol
¢és egy konstans fehérjébdl (B,-mikroglobulin) all.
Az MHC II molekula két polimorf (o, ) lancbol all.
Mindkét molekula esetében a peptidkoté arkot egy
nyolc hajlatbol allo B-réteg és két antiparalel a-hélix

alkotja Az MHC I molekula esetében a peptidkotd
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arok viszonylag zart, 25x10x11A méretli, melybe 8-10 aminosav hosszasagu peptid
illeszkedhet. Az MHC II molekula peptidkoté arka nyitottabb szerkezetil, 13-20 aminosav
hosszsagu peptidet tud kotni (/8. abra) [108]. Ez az oka annak, hogy a CD4+ T-sejt epitdpok
hosszabbak, mint a CD8+ T-sejt epitopok. A peptidk6té arok az MHC molekulak legnagyobb
polimorfizmust mutatd része. Ezek az egyes allotipusokat meghataroz6 aminosavszakaszok
felelnek azért, hogy az MHC molekulak milyen erdsséggel kotnek meg egy adott peptidet.

Részben ez a kotésersség hatarozza meg az egyes antigénekre adott immunreakcidé mértékét.

2.3.4. Szintetikus peptidek T-sejt valaszt indukal6 aktivitasa

A rekombinans technikaval eléallitott fehérjékkel szemben a szintetikus peptidek
diagnosztikai felhasznaldsanak szamos el6nye lehet. A fehérjék génexpresszios eldallitasa
ugyan viszonylag egyszeri és gazdasagos, de sok esetben komoly nehézségekbe iitkozik.
Génexpresszioval D-aminosavak, nem-természetes aminosavak, elagazasok, ciklusok,
fluoreszcens jelzbanyagok, stb. nem épithetok be a molekulaba. A szintetikus peptidek és
peptidszarmazékok stabil, kémiailag jol jellemezhetd €s reprodukalhatd molekuldk. Szédmos
fehérjével szemben a peptidek oldhatosaga és eltarthatosaga jobb.

Az antigéndeterminans régiok felderitése torténhet a fehérje teljes hosszat lefedd,
atlapold peptidek segitségével (pl. PEPSCAN modszer). A peptidek hossza és az atfedd
aminosavak szama fiigg attol, hogy CD4+ vagy CD8+ T-sejt epitopokat keresiink.
Elofordulhat, hogy a talalt régi6 kevert epitop: CD4+ és CD8+ T-sejteket is aktival [109]. A
szintetikus peptidek funkcionalis aktivitasat tobbféle megkdozelitéssel vizsgalhatjuk: (i) izolalt
HLA fehérje - peptid kotédési tesztek; (ii) citokintermelés mérése (pl. ELISA, ELISpot), in
vitro T-sejt proliferacios tesztek; (iii) in vivo kisérletek (pl. DTH mérés). Az epitdp régiok
szamitogépes predikcios modszerekkel is josolhatok (pl. ProPred analizis [110]). Az in silico
modszerek elénye, hogy gyorsabbak ¢s olcsobbak, mint a peptidszintézis, de a kapott
eredményeket kritikaval kell értékeljik.

A minimalis epitopot reprezentald szintetikus peptidek altalaban nem képesek optimalis
immunvalaszt indukdlni. Kisméretii, linearis peptidek T-sejt valaszt indukald aktivitdsanak
fokozasara szamos eljarast dolgoztak ki. Az antigénfelismerés novelhet6 lebegd régiokkal
(flanking region, a minimalis epitop N- és C-terminalisat kovetd aminosavak). A lebegd régio

lehet nativ (a szekvencia szerinti aminosavakbol allo) vagy nem a szekvencia szerinti vagy
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nem-fehérjealkoté aminosavakbol alld. Lebegd régiokkal fokozott immunvalaszt mértek
tobbek kozott 38kDa T-sejt epitop peptideknél [111], mucin peptideknél [112] és B-amiloid
plakk-specifikus epitopok esetében [113].

2.3.5. Polimer és oligomer hordozék

Hordoz6 molekulakhoz valdé konjugalassal az epitdp peptidek halmozott bevitele
valosithatd meg. A konjugalas hatasara néhet az APC sejtfelvétel mértéke és a T-sejt aktivacio
[114]. A hordozé molekula lehet természetes eredetli vagy szintetikus. Természetes eredetii
hordozoként leggyakrabban alkalmazott makromolekulak a marha szérum albumin (BSA), a
keyhole limpet hemocyanin (KLH), az ovalbumin (OVA) és a tetanus toxoid (TT). A
természetes eredetli hordozok alkalmazasakor azonban el6fordulhat hordozo-specifikus
immunvalasz. A szintetikus hordozok lehetnek polimerek vagy diszkrét molekulatomeggel
rendelkezd vegyiiletek.

Kutatocsoportunkban régéta alkalmazunk polilizin gerinctii, elagazé lanct szintetikus
polipeptideket hordozoként [115-118]. A poli[Lys(X;-DL-Alay)] (ahol m=3,5 és i<1) (XAK)
vegyliletcsaladban a polilizin gerinchez racém alaninokbo6l allo oldallanc kapcsolodik és az
oldallanc végén egy optikailag aktiv aminosav van. Az XAK polipeptidekkel végzett
kisérletek azt bizonyitottak, hogy az oldallanc végén (az X pozicioban) 1évé aminosav
jelentésen befolyasolja a molekula fiziko-kémiai illetve in vitro és in vivo tulajdonsagait. Az
EAK (X=Glu) polipeptid amfoter molekula, melynek vérbdl vald kiiiriilése meglehetdsen
lass. A SAK (X=Ser) polikationos makromolekula, melynek polihidroxil jellege miatt
vizoldékonysaga igen nagy és szintén hosszabb ideig megtalalhato a véraramban, mint mas
polikationos polimerek. A SAK ¢és EAK molekuldkra egyarant jellemzd, hogy citotoxikus
hatasuk nincs vagy nagyon elenyész6 [119-121].

Diszkrét molekulatomeggel rendelkezd hordozok elénye, hogy kémiailag jol
jellemezhetoek ¢és reprodukalhatoak. Ide sorolhatéak a lizin dendrimerek (pl. multiple
antigenic peptide, MAP [122-124]) és a szekvencialis oligopeptidek (pl. sequential
oligopeptide carrier, SOC [125, 126]). A jol jellemezhet6 diszkrét hordozok csoportjaba
tartoznak az ismétlddé tuftsin szekvenciat tartalmazé molekulak. A tuftsin (TKPR, human;
TKPK, kutya) az immunoglobulin G (IgG) Fc nehéz lancanak fragmense (289-292). A

fagocitozist stimulalod tetrapeptidet Victor A. Najjar és munkatarsai izolaltak [127-132].
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Kutatocsoportunkban a kutyaban eléfordulo tuftsin szekvenciaja alapjan tervezett [TKPKG],
(n =2, 4, 6, 8) tipusi molekulak hordozoként valo alkalmazasat Mez6 Gabor vezette be [133,
134]. A természetes tuftsinhoz hasonléan immunstimulald és kemotaktikus aktivitasuk van.
Human sejteken vizsgalva nem mutattak citotoxikus hatast. A szekvenciaban talalhato lizin
oldallancokra lépésenkénti szintézissel vagy kémiai ligacidoval vihetdk fel az epitdp peptidek.
Az OT20 ([TKPKG]4) hordozohoz valé konjugalas szamos esetben novelte az epitdp peptidek
antigenitasat (pl. Herpex simplex virus epitopoknal [135], B-amiloid epitopoknal [136, 137],
38kDa T-sejt epitopoknal [74]).

A hordozd megvalasztasan tul, az epitdp peptid orientacioja és kapcsolasanak modja is
befolyasolhatja a kivaltott immunvalasz mértékét. Amidkotés kialakitasat altalaban a
Iépésenkénti szintézis soran alkalmazzak. Diszulfidhidon keresztiil valo kapcsolashoz nem-
védett peptidszarmazékok is hasznalhatok, de a konjugatumok stabilitisa nem minden esetben
megfelels. Tioéterkotés kialakitasaval kemoszelektiv ligaciora van lehetdség. Igy kémiailag
stabilabb konjugatum allithato eld és a kapcsolashoz nem kell védett peptideket alkalmazni. A
tioéterkotést tartalmazd konjugdtumok szintézise soran az epitop peptidet ciszteinnel
hosszabbitjuk és ezt oldatban reagaltatjuk a hordozon kialakitott kloracetilezett

aminocsoporttal [138].

2.4. A tuberkulézis kemoterapidja

A tuberkulozis kezelésére elsdként sztreptomicint (STM) alkalmaztak, amit 1952-ben az
izoniazid (INH) bevezetése kovetett [139]. Az 1960-as évekre a tbe-s betegek 90%-at
gyogyitottak meg izoniazid — sztreptomicin - p-aminoszalicilsav (PAS) kombinacidjaval. A
kezelési id6 azonban igen hosszu volt (24 honap) és stlyos mellékhatasok jelentkeztek a
terapia soran. Az etambutolt (EMB) a nehezen toleralhatdo PAS helyett kezdték el alkalmazni.
1971-ben bevezették a rifampicint (RIF) [140], melynek segitségével a kezelés idétartama a
felére csokkent. Az intracellularis baktérium ellen is hatékony pirazinamid (PZA)
hasznalataval a 80-as évekre a kezelést 6 honapban hataroztdk meg [141]. Napjainkban az
antituberkulotikus terapia elirasa a kovetkez6: INH, RIF és PZA 2 hénapon keresztiil, majd
INH és RIF a kovetkezd 4 honapban [6].

A HIV fertézés és a rezisztens baktériumtorzsek elterjedése miatt napjainkra a

tuberkuldzis komoly népegészségiigyi probléma. Az Egészségiigyi Vilagszervezet a tbc
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megfékezésére 2006-ban meghirdette a ,,Stop TB Strategy”-t [142], melyben vilagméretii
Osszefogas keretében keresik a valaszt az 01j kihivasokra. HIV fert6zotteknél kornyezeti illetve
atipusos mycobacteriumok is okozhatnak tiineteket és latens M. tuberculosis fertézés is
gyakrabban betegiti meg a szervezetet. Ezekben az esetekben az antiretroviralis kezelés
mellett preventiv antituberkulotikus kezelést alkalmaznak.

A rezisztens baktériumok egy vagy tobb antibiotikummal szemben ellenalloak. Definicié
szerint akkor beszéliink multirezisztens tuberkulozisrol (MDR-TB, multi-drug resistant TB),
ha a korokozo rezisztens legalabb a két leggyakrabban alkalmazott RIF ¢és INH
hatéanyagokra. Az XDR-TB (extensively drug resistant tuberculosis) esetében a baktérium
rezisztens legalabb izoniazidra, rifampicinre, a fluorokinolon-tipusii hatdanyagokra és a
masodvonalbeli antituberkulotikumok koziil kanamicin, kapreomicin vagy amikacin
valamelyikére [143, 144]. A rezisztencia altalaban a hatéanyag aktivalasaért felelés génekben
kialakulo véletlen pontmutaciok miatt alakul ki. Ismeriink olyan rezisztenciat okozo
mechanizmust is, ahol a hatéanyag inaktiv szarmazékanak el6allitasat katalizalja egy
bakterialis enzim. Rezisztencia az 0sszes elsGvonalbeli szernél (INH, RIF, PZA, EMB, STM)
felismerésre keriilt. A rezisztencia leggyakrabban a beteg egyiittmiikodésének hianya, a
kontroll hianya, a nem megfelelé gyogyszer kombinacioé €s dozis miatt alakul ki.

A rezisztens torzsek terjedése miatt egyre nagyobb sziikség van 1j tipusu
antibiotikumokra. Uj hatoanyagok keresése torténhet tn. in silico médszerek segitségével. A
baktérium anyagcseréjében létfontossagi enzimekhez valo kotédést dokkoloalgoritmusok
alkalmazasaval lehet josolni. A dokkolashoz tobb milli6 vegyiiletet tartalmazé adatbazisok (pl.
Zinc adatbazis [145]) hasznalhatoak. Az igy talalt molekulak in vitro antibakterialis hatasat
kiilonboz6 tesztekben vizsgalhatjuk. A legjobb talalatok (hits) ezutan optimalizasi lépések
sorozataval gyogyszer-jel6lt molekulava alakithatok.

Az antibiotikumok hatasanak kvantitativ jellemzésére a minimalis gatlé koncentracio
(minimal inhibitory concentration, MIC) és a minimalis baktericid koncentracio (MBC)
meghatarozasa szolgal. A MIC az a legkisebb hatdanyag mennyiség, amely 1ml térfogatban
gatolja a baktériumtorzs szaporodasat. Mértékegysége pg/ml, mg/l. A MIC érték
meghatarozasat folyékony taptalajban un. higitasos leves modszerrel végezziik, ahol az adott

stirliségii szuszpenzidjaval. A MIC az antibiotikumnak az a legkisebb mennyisége, ahol a
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vizsgalt torzs nem né [146]. A leolvasast kovetéen a baktériumnovekedést nem mutatd
csovekbol szilard taptalajra valo kioltassal meghatarozhato a telepszam (colony forming unit,
CFU).

Doktori munkam soran INH, PZA és PAS hatdanyagok ¢s konjugatumaik vizsgalataval
foglalkoztam:

Az izoniazid elsévonalbeli antituberkulotikum, mely a sejtfal szintézisét gatolja. Az INH

onmagaban inaktiv molekula, a baktérium KatG katalaz/peroxidaz hatasi enzime aktivalja

Ox.. [147-149].  Onmagaban  alkalmazva az
A izoniaziddal szemben rovid idén  Dbeliil
O NH_ KatG | P
N reakiiy gy ok intermedicr rezisztencia alakul ki [150]. A rezisztenciaért az
A

‘N/ )OJ\ N-aciltranszferaz  (NAT) enzim felel, mely

N Os NH,
zoniazid NAT NH™ °CH; | gacetilezi az INH molekulat. Az INH acetil

o

i (,)Ls_m | ) +hscoa| szarmazékit nem képes aktivalni a KatG enzim
inaktiv acetilezett szarmazék | [151]. Az INH passziv diffuzioval jut at a

19. dbra. Az INH aktivaciéjanak és

makiivicioid ; sejtfalon [152]. Az INH a M. tuberculosisra

baktericid hatast. Az INH minimalis inhibiciés koncentracidja M. tuberculosis HzRv
baktériumtorzson 0,02-0,2pg/ml kozott van [153]. Magyarorszagon Isonicid néven, 100mg
tabletta formaban keriil forgalomba (gyarté: PannonPharma Kft.). Szokasos adagja
felndtteknek atlag 300mg naponta. Az izoniazidnak szamos mellékhatasa ismert (pl.
hepatotoxicitas, idegrendszeri és vérképzorendszeri zavarok), ezért szedése kozben a
majfunkciot, vesemiikodést és vérképet rendszeresen ellendrizni kell. Az Isonicid gyorsan
felszivodik, a maximalis szérumszint 1-2 oran beliil kialakul, felezési ideje 2-3 ora. A majban
metabolizalodik, metabolitjainak 90%-a 24 6ran beliil a vizelettel iirtl.

A pirazinamid elsévonalbeli antituberkulotikum, mely az intracellularis baktériumok
ellen is hatékony [154]. A pirazinamid Onmagaban inaktiv molekula, bakterialis
pirazinamidaz/nikotinamidaz enzim aktivalja [155]. Az enzimet kodolo pnc 4 gén mutacidja a

baktériumban PZA rezisztenciat okoz [156-159]. Az aktiv szarmazék, a pirazinkarbonsav

(PZC vagy POA), pH-fiiggd baktericid hatast mutat.

0 0

N NH, N OH P o s . o
[\ | pirazinamidsiz [ | A PZA passziv diffizioval jut be a sejtbe; a
N \N . I3 . . 14 . . 1
citoplazmaban a pirazinamiddz enzim hidrolizalja.

pirazinamid pirazinkarbonsav

20. dbra. Az PZA aktivdcidjinak mechani: Az intracelluldrisan ionos formaban jelen 1évé PZC
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nem baktericid hatasu. A feltételezett mechanizmus szerint az ionos PZC efflux segitségével
kilép a sejtbél. Ha a sejten kiviil savas (pH~S5,5) kornyezet van (pl. fertézott makrofag fago-
lizoszémaja) a PZC részben protonalodik. A protonalt PZC lipofilebb molekula és kénnyen
atjut a sejtfalon, ahol valésziniileg szamos ponton gatolja a baktérium mitkodését (pl. savasitja
a citoplazmat) [160, 161]. A PZA in vitro hatasat csak specialis koriilmények kozott lehet
mérni, mert a vegyiilet csak savas pH-n aktiv, ahol viszont a baktérium névekedése lassu [162,
163]. Lehet6ség van human makrofag sejteken beliil mérni a hatéanyag gatlo hatasat [164]. A
pirazinamid Magyarorszagon Pyrazinamid 0,5g tabletta formajaban keriil forgalomba (gyarto:
Extractum-Pharma Zrt.). Atlagos napi adagja felnétteknek 1,5-2g. Onallo szerként valo
alkalmazasa nem javasolt, mert révid id6 alatt rezisztencia alakul ki vele szemben. Féként
majkarosito hatasa ismert. A PZA gyorsan felszivodik, felezési ideje 9-10 ora.

A p-aminoszalicilsav bakteriosztatikus hatasat 1946-ban fedezték fel azon megfigyelést

kovetden, hogy a szalicilsav stimulalta a baktérium oxigénfelvételét [165]. Gastrointestinalis

Coon Coon mellékhatdsa  miatt ma mar csak masodvonalbeli
HO antituberkulotikumként alkalmazzdak. A PAS hatasanak
mechanizmusa nem minden részletre kiterjedden tisztazott, de

NH, NH,
-aminoszalicilsay _p-aminobenzoesav | Szerepe a folsav-bioszintézisben valosziniisitett. Kotddik a

21. abra. A PAS és szerkezeti analégja

mikobakterialis dihidrofolat reduktaz enzimhez és igy gatolja a
DNS szintézist és sejthalalhoz vezet. A PAS antituberkulotikus aktivitisa antagonizalhatd a
szerkezetileg rokon p-aminobenzoesavval. A PAS rezisztencia kialakulasanak mechanizmusa
is tisztazatlan. A timidilat szintdz enzim (thy4 géntermék) mutacidja PAS rezisztencidhoz
vezet [166, 167]. Minimalis gatlé koncentracidja 0,5-2ug/ml kozott van. A hatdanyag uj
formulazasaval az emésztérendszeri mellékhatasok is valamelyest csokkenthetéek lettek
[168]. A rezisztens és multirezisztens baktériumtorzsek megjelenése és elterjedése miatt
ujabban az elsdvonalbeli hatdanyagok alternativdjaként alkalmazzak [169, 170]. A PAS napi

adagja nagyon magas: 10-12g. Féként a majban, metabolizalodik és a vizelettel tiriil.

2.5. A hatéanyagok iranyitott célbajuttatasa

A tuberkuldzis kezelése soran alkalmazott hatdoanyagok tobbsége csak kismértékben hat
az intracellularis (dormans) baktériumok ellen. Az antituberkulotikumok fert6zott
makrofagokba torténd bejutasa tilnyomoan diffazié révén torténik, meglehetésen korlatozott

mértékben. A fertdzott makrofagok hatéanyagfelvételének novelésével kisebb napi dozisra és
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rovidebb terapiara lenne sziikség, amely nagymértékben lecsokkentené a mellékhatasokat és a
kezelés koltségét.

Makrofagok hatoanyagfelvétele novelhetd, ha az antituberkulotikumot liposzémakba
vagy mikrorészecskékbe ,,csomagoljuk”. Biokompatibilis polimerekbél allé mikrogémb
(microsphere) technologia alkalmazasaval a rifampicint nagyobb mértékben vették fel a
MonoMac6 és J774 monocita sejtek [171]. Fert6zott allatokon végzett in vivo kisérletek
bizonyitottak, hogy liposzomaba zart sztreptomicin [172], amikacin [173], gentamicin [174]
illetve rifampicin [175] hatasosabb volt. A tiid6 tbc kezelésében jelentds szerepet kaphatnak az
antituberkulotikumot tartalmazé inhalalhat6 szarmazékok. Az asztma kezelésében mar régdta
alkalmazott technologiat [176] antituberkulotikumok esetében is vizsgaljak. Rolee Sharma és
munkatarsai  rifampicin-izonikotinoil ~ hidrazon = szarmazékat poli(DL-tejsav) alapu
mikrorészecskékbe zartak. /n vitro és in vivo allat kisérletekben bizonyitottak, hogy a szabad
hatéanyagokhoz képest ndtt a fagocitozis €s az antituberkulotikus hatds mértéke [177]. A
tiddspecifikus  un. rejtézkodd liposzomak (stealth liposomes) modositott feliilettel
rendelkeznek (pl. polietilénglikol, PEG). In vivo vizsgélatok azt mutattdk, hogy a rejtézkodd
liposzomakba zart izoniazid+rifampicin hatéanyagok a tiidében akkumulalédnak és lassq,
kontrollalt felszabadulas mellett fejtik ki antibakterialis hatasukat [178, 179]. A liposzoémakkal
illetve mikrorészecskékkel torténd célbajuttatas soran az egyik legnagyobb probléma az, hogy
az el6allitas soran nehezen szabalyozhato ¢és reprodukalhat6 a hatéanyagtartalom.

A hatéanyagok szelektiv sejtbejuttatdsa torténhet receptor medialt endocitdzis
segitségével. A hatéanyag molekulat olyan célbajuttatd egységhez kapcsoljuk, amely
specifikusan a makrofagok sejtfelszinén talalhato struktarahoz kotédik. A kotddés utan
internalizacio és lizoszomalis degradacio kovetkezik be. Kutatocsoportunkban a makrofagok
mintazatfelismerd scavenger receptoran keresztiil torténd fokozott sejtfelvételt mértek anionos
polilizin gerincli eladgazd lanct molekulak esetében (poli[Lys(Succ-Glu-DL-Alay,)],
poli[Lys(Mal-Glu;-DL-Alay)]) [180]. Szintén a makrofagokban ¢él6skodd Leishmania
donovani korokozo hatékonyabb gatlasat érték el metotrexat poly[Lys(DL-Alay Leu;)]
konjugatumaval in vitro ¢és in vivo kisérletekben [181]. Sadhana Majumdar és munkatarsai p-
aminoszalicilsavat maleilalt marha szérum albuminhoz (mal-BSA) kapcsoltak. A
konjugatumot scavenger receptor medialt endocitozissal vették fel a makrofagok és a PAS-hoz

képes joval hatékonyabb volt M. tuberculosissal fertdzott tengeri malacokon [182, 183].
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Fehérjékkel és polimerekkel ellentétben oligopeptid tipusi molekulak alkalmazasanak
szamos elénye van az iranyitott terapiaban. A kovalens kotést tartalmazo hatéanyag-peptid
konjugatumok eldallitasa jol reprodukalhato és a termék kémiailag pontosan jellemezhetd. A
konjugalas ezen kiviil kedvezden befolyasolhatja a vegyiilet fiziko-kémiai tulajdonsagat (pl.
vizoldékonysag) és bioldgiai sajatsagait (pl. biodisztribucid). A makrofagokon/monocitdkon
megtalalhato tuftsin receptor is alkalmas hatoéanyagok célzott sejtbejuttatasara [133, 184-186].
HIV fertéz6tt makrofagok esetében kb 30-szor nagyobb hatdanyagfelvételt mérték tuftsin-
konjugalt antiretroviralis szer (efavirenz) esetében a szabad hatdéanyaghoz képest [187].
Chhitar M. Gupta és munkatérsai olyan rifampicin tartalmu liposzomat allitottak eld, mely a
felszinén tuftsin (TKPR) tetrapeptidet tartalmazott. Fert6zott allatokon végzett in vivo
tesztekben a rifampicin tartalmt liposzomakhoz képest hatékonyabb gatlast tapasztaltak.
Antituberkulotikumok szelektiv célbajuttatasa alternativ modon torténhet immundominans
fehérjék T-sejt epitop peptidekkel, melyek a makrofagokon 1évé MHC II molekuldhoz
kotédhetnek [103, 107].

A hatoanyag - célbajuttatdo molekula kozti kotés illetve a tavtartd egység (spacer, linker)
is befolyasolja a konjugatum biologiai tulajdonsagait. A konjugatumbol a hatéanyag
felszabadulhat hidrolizis, enzimatikus degradacio vagy pH kontrollalt reakcioval. Hidrolizissel
észter-, uretan-, amidkotést tartalmazoé molekulak szabadulhatnak fel igen eltérd reakcioiddvel
[188]. Enzimlabilis tavtartd egységek beépitésével specifikus felszabadulas mehet végbe.
Katepszin-B enzimre specifikus tetrapeptid (GFLG) alkalmazasaval tumorellenes szerek
konjugatumait allitottak eld. A konjugatumbol a hatdanyag a lizoszémaban szabadult fel [186,
189-191]. Specifikus hatéanyag felszabadulas érheté el pH kontrollalt reakciokkal is. A
hatdanyag ilyenkor egy olyan kémiai kotésen keresztiil kapcsolodik a célbajuttatd egységhez,
amely semleges pH-n viszonylag stabil, savas pH-n (~5,5) labilis. Olyan daunomicin
konjugatumoknal, melyek cisz-akonitilcsoportot tartalmaztak pH-fiiggé felszabadulast mértek
(pH=6 — 1,,=96 6ra; pH=4 — t,,=3 6ra). Biodisztribucios vizsgalatok bizonyitottak, hogy a
konjugatum a véraramban hosszabb ideig van jelen és a sejten beliil szabadul fel a hatdéanyag
[118, 192, 193]. Tam ¢és munkatarsai hidrazon-, tiazolidin és oximkdtést tartalmazo peptid
dendrimerek stabilitasanak pH fliggését vizsgaltak. A tiazolidinkotésti vegyiilet stabil volt
pH=3-9 oldatban; az oximkotésii szarmazék savas és semleges pH-n stabil volt; a hidrazon

kotést konjugatum savas (pH=3) és lugos (pH=9) oldatban disszocialodott [123].
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3. Célkitiizések

Doktori munkam célja M. tuberculosis immundominans fehérjék epitopszerkezetének
térképezése, mesterséges peptidantigének szintézise és a vegyiiletek in vitro funkcionalis

vizsgalata. Célom tovabba antituberkulotikum konjugitumok eléallitasa és jellemzése.

T-sejt epitopot tartalmazd peptidszarmazékok immundiagnosztikumként valo alkalmazasa

lehetévé tenné a fert6zottség érzékeny és specifikus detektalasat. A munka soran olyan

peptidek és peptidkonjugatumok eldallitasat terveztem, melyek optimalis T-sejt valaszt
indukalnak és ezért jol alkalmazhatok lehetnek IFN-y mennyiségének meghatarozasan alapuld
teljes vért igénylo tesztekben. Ezen beliil a kovetkezoket tiiztem ki célul:

e [6kDa immundominans fehérje ismert funkcionalis T-sejt epitop (91-104) peptid
szarmazékainak eldallitasa és jellemzése;

e A 91-106 peptid C-terminalison ciszteinnel hosszabbitott (*'SEFAYGSFVRTVSLPV'®-
C) szarmazékanak konjugalasa oligotuftsin és polimer tipusu hordoz6é molekulakhoz. A
peptidek és konjugatumok in vitro funkcionalis vizsgalata kiilonb6z6 donorcsoportokon;

e Két 01j potencialis antigén, az Rv2654 és Rv1733c¢ fehérjék T-sejt epitopszerkezetének
felderitése atlapolo szintetikus peptidek alkalmazasaval. A peptidek in vitro funkcionalis

vizsgalata PPD pozitiv egészséges és aktiv tbc-s betegek vérébdl izolalt PBMC sejteken.

A konjugalasi reakciokhoz eldallitott cisztein tartalmi peptidek analizise soran szamos
nehézséggel talalkoztunk a cisztein oxidacios hajlama miatt. Sziikségessé valt ezért egy olyan
analitikai modszer kidolgozasa, mely alkalmas a szintetikus peptidek cisztein tartalmanak

kvantitaiv meghatarozasara.

A tuberkulozis kezelésében alkalmazott antituberkulotikumok hatékonysaga irodalmi adatok
alapjan novelhet6 célbajuttatd rendszerek segitségével. Célunk a hatéanyagok biologiailag
aktiv és molekularisan jol jellemezhet6 peptidalapt konjugatumainak eléallitasa és vizsgalata:
e izoniazid, p-aminoszalicilsav és pirazinamid hatdéanyagok peptidekhez kapcsolasa

(els6sorban szilard fazisu szintézisutak kidolgozasa) és a konjugatumok jelemzése;



37

a hatéanyag-peptidkonjugatumok antituberkulotikus hatasanak meghatarozasa M.
tuberculosis tenyészeten;
antituberkulotikus  hatdst mutatd konjugatumok szerkezet-hatds Osszefiiggésének

vizsgalata.

A rezisztens baktériumok terjedése miatt nagy sziikség van 1j antituberkulotikumokra. Az

ELTE Szamitégéptudomanyi Tanszékén, Dr. Grolmusz Vince kutatcsoportjaban kifejlesztett

dokkolo algoritmus segitségével a baktérium anyageseréjében létfontossagu enzimekhez

kotddé molekulakat azonositottak. Az in silico azonositott veygiiletekkel a kovetkezd

kisérleteket terveztem:

a vegyiiletek antituberkulotikus hatdsanak vizsgalata M. tuberculosis és M. kansasii
tenyészeteken;

in vitro antituberkulotikus hatast mutaté vegyiiletek citotoxicitasanak és citosztatikus
hatasanak vizsgalata MonoMac6 monocita sejtvonalon, HepG2 human hepatoma
sejtvonalon, preparalt human PBMC sejteken és egér csontvel6i makrofagokon;
Konjugalasra alkalmas szarmazékok eldallitasa és a vegyiiletek kapcsolasa oligopeptid

tipusti hordozohoz.
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4. Eredmények

4.1. T-sejt epitépot tartalmazé peptidek és sziarmazékok eldallitiasa és jellemzése a
tuberkulézis fert6zés korai kimutatasara

Munkank soran Mycobacterium tuberculosis immundominans fehérjéinek (16kDa,
ESAT6, CFP10) T-sejt epitopjait és azok szarmazékait allitottuk eld. Két fehérje esetében
(Rv2654, Rv1733c) az epitopszerkezet feltérképezése volt a célunk. Kiilonb6zo
donorcsoportokon vizsgaltuk a peptidek, peptidszarmazékok és konjugatumok T-sejtes
immunvalaszt indukaldé in vitro hatasat periférias vérbol szarmazé monomorfonuklearis
sejteken (PBMC) aramlasi citometria, ELISA és ELISpot tesztek segitségével. A vizsgalt
csoportok a kovetkezOk voltak: (i) PPD negativ, egészséges donorok (a latens fertézés vagy a
tuberkulozis kizarhato); (ii) PPD pozitiv, egészséges donorok (tuberkuldzis megbetegedés
kizarhato, BCG oltas miatti szenzitizaltsag vagy latens fertdzés valoszinisithet); (iii) aktiv
tbe-s betegek (radiologiai és bakteriologiai vizsgalatokkal igazolt korkép).

Célunk az volt, hogy a T-sejt valasz alapjan (melyre a termelt IFN-y mennyisége alapjan
kovetkeztethetiink) meg tudjuk kiilonboztetni a BCG oltott és/vagy fertézott paciensek
immunvalaszat a tuberkulozis korai és elérehaladott stadiumaban is. A kovetkezd fejezetekben
ismertetem a peptidek és peptidszarmazékok eldallitasat, analitikai jellemzését €s az in vitro

funkcionalis vizsgalatok eredményeit.

4.1.1. A 16kDa fehérjébél szarmazo T-sejt epitop peptidek és konjugatumok szintézise,
analitikai jellemzése és antigenitasuk vizsgalata

Dormans allapotban az egyik legnagyobb mennyiségben expresszalt fehérje a 16kDa
hdsokk protein (Hspl16.3, acr, Rv2031c) [75, 194]. Csoportunk eldzetes eredményei alapjan
ismert, hogy a 16kDa immundominans fehérje funkcionalis T-sejt epitopja a 91-104
szekvencianak megfeleld peptid. Ezen région belill ismerjilk azokat a kulcsfontossagli
aminosavakat, melyek a T-sejt receptorhoz, illetve az MHC fehérjéhez kétédnek [90-92, 195].
A funkcionalis T-sejt epitop tovabbi vizsgalatara és a peptidek T-sejtes immunvalaszt
indukald hatasanak novelése céljabol a 2. tablazatban lathatd peptideket allitottuk eld.

A 16kDa T-sejt epitop peptidek szintézisét Fmoc/tBu és Boc/Bzl stratégiaval végeztiik
szilard fazison az 5.1.2. fejezetben ismertetett modszerek szerint. A hasitas soran kapott

nyersterméket RP-HPLC segitségével tisztitottuk, majd liofilizalassal izolaltuk. A tisztitott
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peptideket analitikai RP-HPLC, tomegspektrometria és aminosavanalizis segitségével

jellemeztikk. Az aminosavanalizis eredménye minden esetben jo egyezést mutatott a vizsgalt

peptid aminosavsszetételével. A peptidek analitikai jellemzését a 2. tablazat foglalja 6ssze. A

peptidek C-terminalisat minden esetben amid formaban allitottuk eld, az N-terminalis szabad

amin volt.
2. tablazat. 16kDa fehérje 91-110 régidjanak szekvencidja alapjan szintetizalt peptidek analitikai
Jellemzése.

kéd szekvencia s ém?:o " lrln‘g:; [::rbc]

91-102 9ISEFAYGSFVRTV!? 1360,7 1360,8 29,0

91-104 9ISEFAYGSFVRTVSL!* 1560,8 1561,0 31,3

92-104(D) 92DFAYGSFVRTVSL!* 1459,7 1460,2 31,0

91-106 9ISEFAYGSFVRTVSLPV!% 1756,9 1757,2 32,0

91-110 9ISEFAYGSFVRTVSLPVGADE!? 2129,0 2129,2 29,2

91-110(D) 9ISDFAYGSFVRTVSLPVGADE!? 21150 21150 29,2

Ala-Ala A”EFAYGSFVRTVSL!™A 1615,8 1616,3 31,0

AA-AA AA”EFAYGSFVRTVS!®A 1573,8 1574,2 28,5

A-A A”EFAYGSFVRTVS!®AA 1573,8 1574,2 28,5

B-Ala BA-BA”EFAYGSFVRTVSL!™BA-BA 1757,9 1757,8 304

AGA 9ISEFAGAGFVRAGAL!* 1350,7 1350,7 28,0

91-106-Cys 9ISEFAYGSFVRTVSLPV!%C 1859,9 1860,0 32,8

Ser-91-106 S?'SEFAYGSFVRTVSLPV!% 1843,9 1844,0 31,5

* monoizotopos molekulatémeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS
" analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5um, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc

A 16kDa fehérje T-sejt epitop peptidek T-sejtes immunvalaszt indukald hatasa noévelhetd

hordozé molekulakhoz valé konjugalassal. A konjugalashoz a 91-106 peptid C-terminalisat

% (91-106-Cys)

t/ éra

22. dbra. 91-106-Cys peptid dimerizdcids probdja.
w: szukcinimid szdrmazék (M, +H] +=1986,2) szdzalékos

fogydsa 1,1 ekv. N-etilmaleimid hozzdaddsa utdn RP-HPLC
analizis alapjan (grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc).

ciszteinnel hosszabbitottuk
("'SEFAYGSFVRTVSLPV'®-C) és tioéterktés
kialakitasaval konjugaltuk kloracetilezett
oligotuftsin és polimer tipust (SAK, EAK) hordozo
molekulakhoz (5.1.5. fejezet).

Mivel lagos kozegben a levegd oxidalo
hatéasara ciszteint tartalmazo peptid diszulfidhidon
keresztiil dimert alkot, ezért a konjugalasi reakcid
elott dimerizacios probat végeztink 0,IM TRIS-

pufferben  (pH=8,3) (5.1.5.2.  fejezet). A
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peptidkoncentracié Img/ml volt. A reakcidelegyb6l oranként mintat vettink a és N-
etilmaleimid hozzaadasa utan RP-HPLC analizist végeztiink. A csucs alatti teriilet alapjan
abrazoltuk az N-etilmaleimiddel reagald 91-106-Cys peptid szazalékos fogyasat (22. dbra). A
dimerizacios proba eredménye alapjan megallapithato, hogy 6 ora elteltével a peptid 60%-a
dimer formaban van jelen. A konjugécid soran a peptid ezért csak alacsony koncentracioban
lehet jelen a hordozohoz képest, kiilénben a diszulfidhid kialakulasa keriil el6térbe.

A ?'SEFAYGSFVRTVSLPV'®-C (91-106-Cys) peptidet kloracetilezett SAK, EAK
polilizin gerinct, elagazoé lancu polimerekhez és OT20 oligotuftsin szarmazékhoz konjugaltuk.
A hordozok kloracetilezését és a konjugdlast az 5.1.5.1. és 5.1.5.3. fejezetben leirtaknak
megfelelden végeztiik.

Az OT20 (oligotuftsin) hordozé molekulat szilard fazison kloracetileztiik, majd hasitas
¢és tisztitds utan oldatban reagaltattuk a 91-106-Cys epitop peptiddel. Az OT20(91-106)
konjugatum analitikai jellemzését tomegspektrometriaval, aminosavanalizissel és RP-HPLC

analizissel végeztiik (3. tablazat). A konjugatum szerkezetét és tomegspektrumat a 23. dbra

mutatja be.
3. tablazat Oligotufisin szarmazékok és a konjugdtum analitikai jellemzése.

a b

kéd szekvencia M, May R
szamitott mért [pere]
OT20 Ac-TKPKGTKPKGTKPKGTKPKG-NH, 2105,5 2105,5 24,0%
0OT20(ClAc) Ac-TKPKGTKPKGTKPKGTKPK(CIAc)G-NH, 2182,0 2181,6 229
0T20(91-106) Ac-TKPKGTKPKGTKPKGTKPK(91-106)G-NH, 4005,8 4006,0 26,2

“ atlag molekulatémeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS
® analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5pum, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc
*grad.: 0B% 5 perc, 0-40B%, 35 perc

A+ TKPKGTKPKGTKPKGTKPKG N,
X9 C(O)'sz MR
s 10025
0.8 ‘
H.SEFAYGSFVRTVSLPVC-NH, |  [MssH[
06 802.3
M,, (mért)=4006,0
04 [MH6H]S M,, (szamitott)=4005,8
668.7
02 [M+TH]™
[M+SH[* 573.3
501.8
0.0 T T + T 1 T T
200 400 600 800 1000 1200

23. abra. OT20(91-106) konjugdtum szerkezete ésESI-MS tomegspektruma.

A polilizin gerincii, elagazé lanct polimer hordozok (SAK, EAK) aminosavosszetételét
aminosavanalizissel hataroztuk meg. SAK esetében S : A : K = 0,9 : 3,5 : 1,0 Osszetételt

mértiink, EAK esetében ez E : A : K=1,0:3,5: 1,0 aranynak felelt meg.
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i,—(HORDOZO A SAK ¢s EAK polimerek kloracetilezését és a

N, ~p, M konjugalas menetét a 24. dbra foglalja 6ssze. A

DMFlC,.CHZ.C.}O_P,.(C.,s kloracetilezést  kovetden modositott  Schoniger

égetéses modszer alapjan [196] meghataroztuk a

NH’@\NECGCE a polimerek klortartalmat. A SAK esetében a
CI-CH,-OC-NH

NH-CO)}CH-Cl klortartalombdl szamolt szubsztituciofok 21% volt,

mig az EAK esetében 15% adodott. A kloracetilezett

HS
I)E:)l\l::'l;;l)s hordoz6  molekulakat  0,IM  TRIS-pufferben
majd 1S (pH=8,3) oldottuk ¢és kis részletekben adagoltuk
hozza a 91-106-Cys peptidet a klortartalomra
NH,—/\NH_C%E szémitott 20%-os feleslegben. A SAK ¢és EAK
C"ﬂz'OC'NH NH.CO-CH, s polimerek esetében a konjugalast kovetden ciszteint
§ § 7 adtunk  feleslegben, hogy az elreagalatlan

kloracetilcsoportokat  blokkoljuk. A cisztein az
a ) ) ) esetleg képzodott dimer peptideket is redukalhatja,
24. abra. SAK és EAK hordozé molekuldak

kloracetilezése és cisztein tartalmii epitdp peptid lgy meg tovabbi peptidek kapcsolc’odhatnak a
konjugdlasa.

polimerhez. A beépiild cisztein szabad amino- és
karboxilcsoportja noveli a polimer polaris karakterét, ezaltal a polimer oldékonysaga javul. A
SAK(91-106) ¢és EAK(91-106) konjugatumok szubsztiticiofokat aminosavanalizissel
hataroztuk meg (4. tabldzat).

4. tablazat. SAK és EAK konjugdatumok jellemzése aminosavanalizis alapjan.

kod szekvencia szubsztiticiéfok
SAK (91-106) poly[Lys((91-106), ,5-Ser, -DL-Ala, )] 15%
EAK (91-106) poly[Lys((91-106), ,-Glu, ,-DL-Ala, 5)] 12%

SYKAM S-433 aminosavanalizator, 6M HCI, 110°C, 24 6ra hidrolizist kovetden

A peptidek ¢és konjugatumok T-sejtes immunvalaszt indukalé hatasat PPD negativ
egészséges, valamint radiologiailag és mikrobiologiailag diagnosztizalt tbc-s betegek vérén
vizsgaltuk. A tbe-s betegek kozott kiilonbséget tettiink aszerint, hogy a vérvétel eldtt kaptak-e
antituberkulotikum kezelést. A donorok vérébdl preparalt PBMC sejteket 24 oOran at
stimulaltuk a peptidekkel, konjugatumokkal, illetve a pozitiv kontrollal (PHA, amely IFN-y

termelést kivaltd aspecifikus stimulator), majd a feliiliszobol ELISA tesztben meghataroztuk a
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termelt IFN-y mennyiségét (5.2.4. fejezet). A termelt IFN-y mennyisége jellemzi a peptidek,

PPD negativ, egészséges donor vérébol preparalt PBMC sejtek a peptidek hatasara nem

termeltek a negativ kontrollnal nagyobb mennyiségti IFN-y citokint (25. dbra). PPD pozitiv,

radiologiai és mikrobiologiai vizsgalatok alapjan diagnosztizalt tbc-s beteg PBMC sejtjeinél

azonban jelentds mértéki volt az IFN-y termelés (25. dbra).

PPD negativ, egészséges

IFN+y [pg/mI]
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25. dabra. 16kDa fehérje T-sejt epitop szekvencidja alapjan szintetizalt peptidek T-sejtes immunvalaszt indukalo
hatdsa PPD negativ, egészséges és PPD pozitiv, kezeletlen beteg vérébdl prepardlt PBMC sejteken (ELISA).

Mindegyik peptid hatasara (91-104, 92-104(A), 91-110, Ala-Ala) nagyobb T-sejt valaszt

detektaltunk a PPD pozitiv paciensnél.
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26. abra. 16kDa fehérje T-sejt epitop szekvencidaja alapjan
intetizdlt peptidek antigenitisa PPD pozitiv,
antituberkulotikus kezelést kapott beteg véréigl Z’rvepardlt
PBMC sejteken (ELISA).

A peptidek antigenitasat két kiilonbozo
koncentracioban (c=12,5 és 25uM) vizsgaltuk
(25. abra). Azt tapasztaltuk, hogy az IFN-y
termelés a peptidekre nézve nem mutat
koncentraciofliggést és az alacsonyabb 12,5uM
koncentracid6  is  elegendd a  sejtek
stimulalasahoz [197].

Az antituberkulotikus kezelés hatdsara a
T-sejt valasz mértéke csokkent, kisebb IFN-y
termelést mértiink az epitop peptidekkel vald
kezelést kovetden (26. abra). A kisérlet soran

mért IFN-y mennyisége azonban nagyobb, mint
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a PPD negativ donor esetében. Eredményeink alapjan, melyet irodalmi adatok is

alatamasztanak, megallapithato, hogy a terapia soran alkalmazott antibakterialis szerek

mellékhatasaként csokkenhet az immunvélasz mértéke [64]. Eddigi kisérleteink soran tovabba

azt is tapasztaltuk, hogy a kezelésen atesett betegek vérébdl kevesebb PBMC sejtet tudunk

izolalni, mint az egészséges donorok esetében.

500

404

H

IFN-y [pg/mli]

IFN-y [pg/ml]

IFN-y [pg/mi]

27. abra. 16kDa fehérje T-sejt epitépot tartalmazo
konjugatumok antigenitisa harom PPD pozitiv,
antituberkulotikus kezelést kapott beteg véréb6l

preparalt PBMC sejteken (ELISA).

Az eléallitott SAK(91-106), EAK(91-106) és
0T20(91-106) konjugatumok T-sejtes
immunvalaszt indukalo hatasat harom PPD
pozitiv, radiologiai és mikrobioldgiai vizsgalatok
alapjan  diagnosztizalt tbc-s beteg vérébol
preparalt PBMC sejteken vizsgaltuk. Mindharom
paciens esetében a  vérvétel 4  honap
antituberkulotikus kezelés utan tortént. A PBMC
sejteket  kezeltiik a konjugatumokkal.
Kontrollként 91-106 peptidet, szabad hordozokat
és a konjugatumok  szubsztiticiofokanak
megfeleld Osszetétell keverékeket vizsgaltuk. A
feliiluszobol ezutan ELISA tesztben
meghataroztuk a termelt IFN-y mennyiségét (27.
dbra). Mindharom paciens esetében a
konjugatumokkal valo kezelés hatasara a mért
IFN-y mennyisége nagyobb volt, mint a 91-106
peptidnél. A szabad hordozé molekulak (SAK,
EAK, OT20) nem stimulaltak jelentés mértékben
a T-sejteket. A szubsztituciéfoknak megfeleld
keverékek minden esetben kisebb IFN-y
termelést eredményeztek, mint a kovalens kotés
konjugatumok. A konjugacid tehat
nagymértékben novelte a 91-106 epitép peptid
antigenitasat. Az antituberkulotikus kezelésen

atesett paciensek esetében is jol mérhetd T-sejt
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valaszt detektaltunk [197]. Bar a T-sejt stimulacié mechanizmusat nem vizsgaltuk,
kutatocsoportunk el6z6 eredményei alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a konjugalassal nagy
valoszintiséggel né az epitdp peptid sejtbejutdsanak mértéke. Feltételezhetd, hogy az
antigénbemutatas soran a de novo szintetizalédott peptid nagyobb valosziniiséggel kotddik az
MHC molekuldhoz [114].

BCG oltott, egészséges donor vérébol izolalt PBMC sejteket SAK(91-106)
konjugatummal ¢és OT20 hordozdval stimulaltuk. A T-sejt aktivacio kinetikdjanak
tanulmanyozasara [198-200] fluoreszcens ellenanyag-konjugatummal jeloltik a sejtfelszini
CD25 markert és az intracellularisan termelddott IFN-y citokint (5.2.8. fejezet). A sejteket 3, 6,
12 és 24 ora elteltével aramlasi citométerrel analizaltuk (28. dbra).

—=— CD25+ T-sejtek

. —=—CD25+ T-sejtek
- —@— IFN- termels limfocitak - —o— IFN- termeld limfocitak

PHA pozitiv kontroll SAK(91-106) konjugatum

9% limfocitak
% limfocitak

o 3 & 9 12 15 8 21 24 3 s 9 12 15 18 21 2
t/ora tiora

28. abra. A T-sejt stimuldcio iddfiiggése PHA (pozitiv kontroll) és SAK(91-106) konjugdtum hatdsara.

A vizsgalt BCG oltott, egészséges donor esetében a CD25+ T-sejtek 12 ora stimulacid utan
aktivalodnak ¢és adataink alapjan legalabb ennyi id6 kell ahhoz is, hogy az intracellularis IFN-y
termel6dés optimalis mértéki legyen. A PHA mitogén anyag, mely aspecifikus stimulaciot
valt ki. A konjugatum esetében a kovalensen kotott epitop peptid miatt feltételezhetjiik a
specifikus stimulaciot. A 28. abrdn 6sszefoglalt eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy
a SAK(91-106) konjugatummal kezelt sejteknél idében eltolodott az aktivalodas a PHA-hoz
képest. Az eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a tovabbiakban az
intracellularis [FN-y mérése soran 12, illetve 24 ora kezelést kovetben végezziik az aramlasi
citometrias analiziseket.

Vizsgaltuk a 16kDa fehérje T-sejt epitopjat (91-106) tartalmazd konjugatumok
proliferacios hatasat PPD pozitiv, egészséges donor vérébol preparalt PBMC sejteken. A

kisérlet soran a sejteket CF-SE fluoreszcens vegytilettel reagaltattuk [57, 58]. A jelolés utan a



45

sejtekhez SAK(91-106), EAK(91-106) és OT20(91-106) konjugatumokat, valamint SAK,
EAK ¢és OT20 szabad hordozokat adtunk 25uM koncentracioban. A sejtpopulaciot 6 nap
elteltével aramlasi citométerrel analizaltuk az 5.2.7. fejezetben leirtaknak megfelelden (29.
dbra). A pozitiv kontrollként alkalmazott PHA hatdsara 6 nap alatt a PBMC sejtek 68%-a
osztodott. Ha a sejtekhez csak RPMI médiumot adtunk (negativ kontroll) a proliferacid
mértéke 10% volt. A vizsgalt konjugatumok és a szabad hordozdk egyike sem indukalt

proliferaciot PBMC sejteken az altalunk alkalmazott méodszerrel tortént meghatarozas alapjan.

o RPMI - negativ kontroll o PHA_pozitiv kontroll
b S
]
2 3 s ] )
£ £ Jommn
3 S M1
-3 o
100 10" 102 10® 10t 100 10" 102 103 10t
OFSE CFSE
o SAK(91.106) konjugitum o EAK(L-106) konjugatum
2 )

100 10! 102 108 10t 100 10! 102 108
CFSE CFSE

SAK hordozo FAK hordozo OT20 hordoza

Counts
Counts

! 10% 10 10% 10" 102 10 10 10° 10 10%  10%

10° 10" 102 102
GCFSE GFSE GCFSE

29. abra. A konjugatumok és szabad hordozok proliferdcios hatasa PBMC sejteken.
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4.1.2. Az Rv2654 immundominans fehérje epitépszerkezetének feltérképezése

Az Rv2654 (Tb7.7) fehérje egy specifikus antigén, mely hianyzik a BCG vakcinatorzs
lizatumbol [100]. A fehérje epitopszerkezetének felderitésére a szekvencianak megfeleld, 20
aminosavat tartalmazo atlapold peptideket szintetizaltunk (az atlapold aminosavak szama 10
volt). A peptideket Fmoc/fBu stratégia alkalmazéasaval, szilard fazison, automata
peptidszintetizatorban allitottuk eld (5.1.2. fejezet). A hasitas utan a peptideket tisztitottuk,
majd analitikai RP-HPLC, tomegspektrometria és aminosavanalizis segitségével jellemeztiik.
Az aminosavanalizis eredménye minden esetben jo egyezést mutatott a vizsgalt peptid vart
aminosavosszetételével. A peptidek szekvencidjat és analitikai jellemzését az 5. tablazat
tartalmazza. A peptidek C-terminalisat minden esetben amid formaban allitottuk el6, az

N-terminalis szabad amin volt.

5. tabldzat. Rv2654 fehérje szekvencidja alapjan szintetizalt dtlapolo peptidek analitikai jellemzése.

a b
kéd szekvencia szél:/ln:;ott l\l:;'t [:e‘rc]
1-20 MSGHALAARTLLAAADELVG 1966,3 1966,1 31,7

11-30 LLAAADELVGGPPVEASAAA 1821,1 1821,0 25,8

21-40 GPPVEASAAALAGDAAGAWR 1837,0 1837,0 27,5

31-50 LAGDAAGAWRTAAVELARAL 1982,3 1982,1 344

41-60 TAAVELARALVRAVAESHGV 2019,3 2019,2 333

51-70 VRAVAESHGVAAVLFAATAA 1910,2 1909,8 32,0

61-81 AAVLFAATAAAAAAVDRGDPP 1925,2 1925,1 30,5

* atlag molekulatomeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS
" analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, Sum, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% Sperc, 5-60B%, 35 perc

Az Rv2654 fehérje 81 aminosavat tartalmaz, ennek megfeleléen Gsszesen hét darab atlapolod
peptidet szintetizaltunk (5. tdblazat). A peptidek immunvalaszt indukald hatasat ELISpot
kisérletben vizsgaltuk PPD pozitiv latens fertézottek és aktiv (radiologiai és mikrobioldgiai
vizsgalatok alapjan diagnosztizalt, kezelést nem kapott) tbe-s betegek PBMC sejtjein. BCG
oltott, nagy valosziniiséggel nem fert6zott donor vérén is teszteltik a peptideket annak
eldontésére, hogy azok nem indukalnak hamis negativ immunvalaszt. Az ELISpot kisérleteket
MABTECH Human Interferon-y ELISpot™° (Nacka Strand, Svédorszag) készlet segitségével
veégeztik (ld. 5.2.5. fejezet). A PBMC sejteket 16 oran at stimulaltuk a peptidekkel,
peptidkeverékkel (PP) és ESAT6+CFEFP10 fehérjekeverékkel. A peptidkeverék (peptide pool,
PP) azonos koncentracioban tartalmazta a hét atlapolo peptidet. Az ELISpot lemez leolvasasat

kovetéen meghataroztuk az IFN-y jelenlétére utalo ,,pottyformald koloniak™ (spot forming
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colony, SFC) szamat. Ebbdl levontuk a negativ

aktiv tbe-s beteg

kontrollt és 1 millio sejtre vonatkoztatva
grafikonon dabrazoltuk a kapott SFC/M

értekeket. Pozitiv valaszként az Osszes vizsgalt

SFCM

negativ kontroll atlaganak héaromszorosanal

nagyobb értéket fogadtuk el, mely ebben a
kisérlet ~ sorozatban 15 SFC/M  volt.

Antituberkulotikus kezelést nem kapott, aktiv

30. dbra. Rv2654 fehérje 20-mer atlapold peptidek antigenitdsa tbe-s beteg esetében ]él mérhetd immunvalaszt
aktiv TBC-s beteg PBMC sejtjein (ELISpot)
(PP: peptidkeverék).

detektaltunk az Rv2654 fehérje szekvenciaja

alapjan szintetizalt atlapold peptidekre (30. dabra). A peptidkeverékre (PP) kisebb T-sejt
valaszt kaptunk, mint egyenként a peptidekre. A fehérjén belil 3 epitop régiot
feltételezhetiink: N-terminalis régio, 31-50 régié és C-terminalis régid. ProPred T-sejt epitop
predikcids program [110] segitségével analizalva a fehérjét a kisérleti adatokkal jo egyezést

mutaté eredményt kaptunk (31. dbra).

10 20 30 40 50 60 70 80
MSGHALAART LLAAADELVG GPPVEASAAA LAGDAAGAWR TAAVELARAL VRAVAESHGV AAVLFAATAA AAAAVDRGDP P

31. abra. Rv2654 fehérje epitop régioi a ProPred predikciés program alapjan (http://bic.uams.edu/mirror/propred)

Az interneten hozzaférheté ProPred predikcios program (ProPred. MHC Class-II Binding

Peptide Prediction Server, http://bic.uams.edu/mirror/propred) egy fehérjén beliil lokalizalja a

T-sejt epitopokat. A predikci6 a HLA-DR allélekhez valo kotddés alapjan torténik.

Eredményként nonamer peptideket kapunk, bar

s s az MHC 1II fehérjéhez vald kotddésben
latens fert6zott

/ hosszabb peptidek vesznek részt (13-20

/ aminosav). A kapott adatokat ezért kritikaval

i
%
% kell értékeljilk. Az Rv2654 fehérje esetében a
.

predikcio alapjan, a kisérleti eredményekhez
hasonloéan, 3 epitop régiot lokalizaltunk.

Az atlapolo peptidek immunvalaszt

indukalé hatasat latens fert6zott (klinikai
32. dbra. Rv2654 fehérje 20-mer dtlapolo peptidek antigenitasa

litens fertGzétt (PPD pozitiv) donor PBMC sejtjein (ELISpot). tiineteket nem mutaté PPD pozitiv) donorok
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vérén is vizsgaltuk (32. dbra). Latens fert6zott donoroknal osszességében kisebb SFC/M
értékeket mértiink. A fehérje C-terminalis régidja azonban itt is nagyobb T-sejt valaszt

indukalt az ELISpot kisérletben.

9 A tesztrendszer ¢és az atlapolo peptidek
:: BCG oltott specificitasanak ellendrzésére egy BCG oltott, M.
z: tuberculosis baktériummal nem fertézott donor
§: PBMC sejtjein  is  elvégeztik az ELISpot

kisérletet (33. abra). M. tuberculosis fertézés

esetén (latens fertézottség, aktiv tbc) az ESAT6

és CFP10 fehérjék ellen jelentés immunvalaszt

mériink (/d. 30. és 32. dbra). A 33. dbran

33. dbra. Rv2654 fehérje 20-mer dtlapold peptidek antigenitisa
BCG oltott, nem fertGzitt donor PBMC sejtjein (ELISpot). bemutatott BCG oltott donor esetében az

Esat6/CFP10 fehérjék azonban nem indukaltak T-sejt valaszt, ami alapjan feltételezhetjiik,
hogy a donor nem fert6zott. Az Rv2654 fehérje alapjan szintetizalt atlapold peptidek
egyikénél sem kaptunk 15 SFC/M értéknél nagyobb eredményt. A kisérlet alapjan
megallapithatjuk tehat, hogy a peptidek és a peptidkeverék (PP) nem stimulaltak aspecifikusan
a PBMC sejteket.

Az Rv2654 atlapolo peptideket Osszesen 10 tbe-s beteg és 29 latens fert6zott donor
PBMC sejtjein teszteltik. A 34. dabran szézalékosan abrazoltuk a peptidekre 15 SFC/M

értéknél nagyobb T-sejt valaszt adé donorok szamat.

10 aktiv tbe-s beteg

29 latens fert6zott

valaszadok %
15 < SFC/M

valaszadok %
15 < SFC/M

34. dbra. Rv2654 fehérje 20-mer dtlapolé peptidek antigenitasa 10 aktiv TBC-s beteg és 29 latens fert6zétt donor PBMC sejtjein
(ELISpot). 15 SFC/M értéknél nagyobb T-sejt valaszt adok szama az Gsszes donorhoz viszonyitva szazalékosan.

Az Rv2654 fehérje C-termindlis régioja (61-81) a tbe-s betegek 60%-anal indukalt specifikus

immunvalaszt. Irodalmi adatok alapjan a rekombinans Rv2654 fehérje a tbe-s betegek 53%-
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anal (10/19) stimulalta a PBMC sejteket [100].

A kapott eredmények alapjan lokalizalt epitop régiokon (N-terminalis, 31-50 és C-
terminalis 1égio) beliil tovabbi peptideket szintetizaltunk. Célunk az volt, hogy révidebb (15-
mer), atfedé peptidek segitségével meghatarozhassuk a funkcionalis epitopot, tehat azt a
legkisebb szekvenciat, amely szintetikus peptidként immunvalaszt indukal. Az eldallitott

peptidek analitikai jellemzését a 6. tablazat foglalja Gssze.

6. tablazat. Rv2654 fehérje szekvenciaja alapjan szintetizalt 15-mer datlapolo peptidek analitikai

Jellemzése.

a b
kéd szekvencia szrn'::ott ﬁz:t lfe‘rc]
1-15 MSGHALAARTLLAAA 1451,8 1451,9 26,0
6-20 LAARTLLAAADELVG 1481,8 1481,8 30,8

31-45 LAGDAAGAWRTAAVE 1456,7 1456,8 219
36-50 AGAWRTAAVELARAL 1553,9 1553,8 323
51-65 VRAVAESHGVAAVLF 1523,8 1523,8 28,4
55-70 AESHGVAAVLFAATAA 1483,8 1483,8 30,0
61-75 AAVLFAATAAAAAAV 1286,7 1286,8 16,5
66-81 AATAAAAAAVDRGDPP 1422,7 1422,8 16,6*
pnc (38-55) AWRTAAVELARALVRAVA 1922,1 1922,2 41,5%

“ monoizotdpos molekulatomeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS

® analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5um, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% Sperc, 5-60B%, 35 perc
* Phenomenex Jupiter C4, Sum, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-70 B%, 35 perc;

* Eurospher-100 C18, Sum, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-90 B%, 45 perc;

A 15-mer peptidek szintézise nemcsak gazdasagosabb, de szamos esetben jobb oldékonysagu
peptidet kaptunk azaltal, hogy csokkentettiik az apolaros aminosavak szamat. A peptidek
tervezésénél figyelembe vettiik, hogy az N-terminalis aminosav ne legyen glutaminsav (E),
mert igy elkeriilhet6 az esetleges piroglutaminsav képzddés. Ezekben az esetekben a peptidet a
fehérje szekvencidjanak megfelelden hosszabbitottuk egy aminosavval (pl. 55-70 peptid).
Kontrollként eléallitottuk azt a peptidet (pnc(38-55)), mely megtalalhato a Cellestis cég
(Victoria, Ausztralia) altal forgalmazott QuantiFERON-TB Gold In-Tube tesztben
(TB7.7(p.4) koddal).

A peptideket a fentickhez hasonléoan ELISpot kisérletben vizsgaltuk kezelést nem kapott
(radiologiai és mikrobiologiai vizsgalatok alapjan diagnosztizalt) tbe-s betegek, latens
fertézottek €és BCG oltott, nem fertdzott donorok PBMC sejtjein (35. dbra). Az el6z6
kisérlethez hasonloan a BCG oltott, nem fert6zott donor esetében itt sem mértiink 15 SFC/M
értéknél nagyobb valaszt, tehat nem tapasztaltunk hamis pozitiv stimulaciot. A példaként

bemutatott tbc-s beteg és latens fertdzott donor esetében a rovidebb, 15-mer peptidek is
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indukaltak IFN-y termelést.

aktiv tbe-s beteg BCG oltott

) 2 /i
PELPLEEPP S CEPFIFLE P TP I LT F S
& &
35. abra. Rv2654 fehérje epitdp régiokon beliili 15-mer dtlapolé peptidek antigenitisa nem kezelt TBC-s beteg, ldtens fert6zitt és
BCG oltott, nem fert6zétt donor PBMC sejtjein (ELISpot).

Osszesen 10 aktiv tbc-s beteg és 10 latens fertézott donor PBMC sejtjein vizsgaltuk a
peptideket és abrazoltuk a 15 SFC/M értéknél nagyobb valaszt adokat (36. dbra). Az Rv2654
fertdzottek 50%-anal indukalt specifikus immunvalaszt. A QuantiFERON-TB Gold In-Tube
tesztben alkalmazott peptid (pnc(38-55)) az altalunk végzett tesztekben joval kisebb
szazalékban stimulalta a PBMC sejteket. Az epitopszerkezet szisztematikus feltérképezése
alapjan a legnagyobb T-sejt valaszt a VRAVAESHGVAAVLF (51-65) peptid valtotta ki,
mely az ESAT6/CFP10 fehérjekeverékkel kozel azonos.

@ 10 aktiv tbe-s beteg @ 10 latens fert6zott

valaszadok %
15 < SFC/M
valaszadok %
15 < SFC/M

36. dbra. Rv2654 fehérje epitop régioin beliili 15-mer dtlapolo peptidek antigenitdasa 10 aktiv TBC-s beteg és 10
latens fert6zott donor PBMC sejtjein (ELISpot). 15 SFC/M értéknél nagyobb T-sejt vilaszt adok szama az sszes
donorhoz viszonyitva szazalékosan.
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Az Rv1733c fehérjét kodold gén a Mycobacterium tuberculosis genomjan beliil a DosR

(dormancy regulon) régidban talalhatd (az Rv1733c kod jeloli a gént és a fehérjét is). A

baktérium dormans allapotban is expresszalja a fehérjét. Az Rv1733c gén hianyzik a

kornyezeti mycobacteriumok genomjabol, viszont megtalalhatd a M. bovis genomjaban. A

fehérje humoralis és/vagy cellularis T-sejtes immunvalaszt indukal latens fertézotteknél és

tbe-s betegeknél [101, 102]. Az Rv1733c fehérje T-sejt epitopszerkezete nem ismert. Az

epitopszerkezet feltérképezésére 20 aminosavat tartalmazo, atlapold peptideket ELISpot

kisérletben teszteltiink latens fertézottek PBMC sejtjein.

7. tablazat. Rv1733c fehérje szekvencidja alapjan szintetizalt dodekamer atlapolo peptidek

analitikai jellemzése.

Kod szekvencia sz;:l:;ott r;;: [:e‘rbc]
1-20 MIATTRDREGATMITFRLRL 2351,8 2351,5 27,9
11-30 ATMITFRLRLPCRTILRVFS 2393,0 2393,5 29,2
21-40 PCRTILRVFSRNPLVRGTDR 2354,8 2355,5 27,0
31-50 RNPLVRGTDRLEAVVMLLAV 2221,7 2221,5 32,5
41-60 LEAVVMLLAVTVSLLTIPFA 2099,6 2099,8 38,2
51-70 TVSLLTIPFAAAAGTAVQDS 1932,2 1932,0 28,2
61-80 AAAGTAVQDSRSHVYAHQAQT 2168,3 2168,0 20,2
71-90 RSHVYAHQAQTRHPATATVI 2243,5 22432 21,4
81-100 TRHPATATVIDHEGVIDSNT 21333 2133,0 223
91-110 DHEGVIDSNTTATSAPPRTK 2096,2 2096,0 274
101-121 TATSAPPRTKITVPARWVVNG 2221,6 22212 258
111-130 ITVPARWVVNGIERSGEVNA 2166,5 2166,1 27,4
121-140 GIERSGEVNAKPGTKSGDRV 2056,3 2056,1 18,7
131-150 KPGTKSGDRVGIWVDSAGQL 2070,3 2069,9 26,8
141-160 GIWVDSAGQLVDEPAPPARA 2048,3 2048,1 26,7
151-170 VDEPAPPARAIADAALAALG 1888,2 1888,0 27,7
161-180 JADAALAALGLWLSVAAVAG 1853,2 1853,4 35,5
171-190 LWLSVAAVAGALLALTRAIL 2021,5 2021,1 36,2
181-200 ALLALTRAILIRVRNASWQH 2301,8 23014 31,3
191-210 IRVRNASWQHDIDSLFCTQR 2443,8 24444 27,1

“ atlag molekulatdmeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS
® analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5pum, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc

A peptideket

szilard fazison, Fmoc/fBu

stratégia

alkalmazasaval

automata

peptidszintetizatorban allitottuk eld (1d. 5.1.2. fejezet). A hasitas utan a peptideket RP-HPLC
RP-HPLC,

alkalmazasaval tisztitottuk, majd  analitikai

aminosavanalizis segitségével jellemeztikk. Az el

oa

tomegspektrometria

és

llitott peptidek szekvencigjat és analitikai



52

jellemzését a 7. tdblazat foglalja Gssze. A peptidek C-terminalisat minden esetben amid

formaban allitottuk eld, az N-terminalis szabad amin volt. Husz atlapolé peptidet

szintetizaltunk, mely lefedte a 210 aminosavat tartalmazd Rv1733c fehérje teljes

szekvenciajat. Az aszparagin C-terminalis esetében a fehérje szekvenciajanak megfeleléen

hosszabbitottuk a peptidet, mert igy elkeriilheté az esetleges aszpartamid kialakuldsaval jard

mellékreakeio (101-121 peptid).

A peptidek T-sejt valaszt indukald hatasat ELISpot kisérletben vizsgaltuk PPD pozitiv
latens fert6zottek PBMC sejtjein (Id. 5.2.5. fejezet). Az ELISpot kisérleteket a fentiekhez

SFC/M

7

&

37. abra. Rvl733c fehérje 20-mer dtlapolé peptidek antigenitdsa
latens fert6zott PBMC sejtjein (ELISpot)

idkeverék, r. Rv1733c; rek Rv1733c fehérje).

(PP: pey

hasonléan  végeztik, a tesztben
alkalmazott koncentraciok, kontrollok
és inkubalasi id6k megegyeztek az
Rv2654 peptideknél alkalmazottakkal.
Az ELISpot

kisérletek  alapjan

peptidenként abrazoltuk az 1 millio

sejtre  vonatkoztatott ,,pottyformald
koloniak” (spot forming colony, SFC)
szamat. Pozitiv valaszként itt is a 15-nél
nagyobb SFC/M értéket fogadtuk el.

Latens fertézottek esetében jol mérhetd

immunvalaszt detektaltunk az Rv1733c fehérje szekvencidja alapjan szintetizalt atlapold

peptidekre (37. dbra). A fehérjén beliill tobb epitop régiot kiilonithetiink el, melyek

meglehetésen jO egyezést mutatnak a ProPred szamitogépes predikcid [110] soran kapott

eredményekkel (38. dbra).

10 20 30 40 50

190 200

MIATTRDREG ATMITFRLRL PCRTILRVFS RNPLVRGTDR LEAVVMLLAV TVSLLTIPFA AAAGTAVQDS RSHVYAHQAQ TRHPATATVI
100 110 120 130 140

DHEGVIDSNT TATSAPPRTK ITVPARWVVN GIERSGEVNA KPGTKSGDRYV GIWVDSAGQL VDEPAPPARA IADAALAALG LWLSVAAVAG

ALLALTRAIL IRVRNASWQH DIDSLFCTQR

38. dbra. Rv1733c fehérje epitdp régiéi a ProPred predikcios program alapjan (http.//bic.uams.edu/mirror/propred)

60 70 80 90

150 160 170 180

210

Az atlapolo peptidek antigenitasat 6sszesen 29 latens fert6zott, tiineteket nem mutatdé donor

vérén vizsgaltuk. A 15-nél nagyobb SFC/M értéket ad6é donorok szamat osztottuk az Gsszes

vizsgalt donor szamaval és peptidenként szazalékosan abrazoltuk (39. dbra).



2

%

é

Rs /
%5 é
e . .
: 7 .
| |

| |

% %

39. abra. Rv1733c fehérje 20-mer atlapolo idek igenitdsa 29 latens

fertozott donor PBMC sejtjein (ELISpot). 15 SFC/M értéknél nagyobb
T-sejt valaszt adok szama az dsszes donorhoz viszonyitva szazalékosan.
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A latens fert6zott donorok 76%-a
adott 15 SFC/M értéknél nagyobb
T-sejt valaszt a rekombinans
Rv1733¢c fehérjére (r. Rv1733c),
mely kozel azonos, mint az
ESAT6 ¢és CFP10  fehérjék
esetében. Ez az eredmény jo
egyezést mutat az irodalmi
adatokkal ~ (61%) [102]. A
peptidkeverék (PP) a rekombinans

fehérjéhez hasonloan stimulélta a

PBMC sejteket (59%). A fehérje szekvenciajan beliil a kdvetkezo epitop régiokat lokalizaltuk:

71-90, 101-121, 151-170, 170-190 és 191-210.

A kapott eredmények alapjan 2 région (91-130 és 191-210) beliil tovabbi peptideket

szintetizaltunk, hogy meghatarozhassuk a funkcionalis T-

sejt epitopot. Vizsgaltuk tovabba,

hogy a szekvencidban talalhato cisztein (C*, C*") aminosavat szerinre (S) cserélve

megmarad-e a peptid T-sejt valaszt indukald hatasa. Az eldallitott peptidek szekvenciajat és

analitikai jellemzését a 8. tablazat foglalja ssze.

8. tablazat. Rvl1733c fehérje szekvenciaja alapjan szintet

izalt tovabbi atlapolé peptidek analitikai

Jellemzése.
kéd szekvencia ,M'," M‘,‘V i R?
szamitott mért [perc]
11-30(Ser) ATMITFRLRLPSRTILRVFS 23779 2377,6 29,1
91-105 DHEGVIDSNTTATSA 1516,5 1516,4 154
96-110 IDSNTTATSAPPRTK 1558,7 1558,3 14,5
101-115 TATSAPPRTKITVPA 1509,8 1509,8 18,6
106-121 PPRTKITVPARWVVNG 1790,1 1789,7 24,5
111-125 ITVPARWVVNGIERS 1696,0 1696,2 27,3
116-130 RWVVNGIERSGEVNA 1684,9 1684,9 22,1
191-205 IRVRNASWQHDIDSL 1809,0 1809,3 25,3
193-210(Ser) VRNASWQHDIDSLFSTQR 21593 2159,9 28,7
196-210 ASWQHDIDSLFCTQR 1806,0 1805,8 29,3
196-210(Ser) ASWQHDIDSLFSTQR 1789,9 1789,8 28,5

“ atlag molekulatomeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS

" analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, Sum, 250x4mm oszlop, grad.: SB% 5 perc, 5-60B%, 35 perc
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A peptidek T-sejt valaszt indukal6 hatasat ELISpot kisérletben vizsgaltuk latens fert6zott

donorok ¢és kezelést nem kapott, (radioldgiai és mikrobiologiai vizsgalatok alapjan

diagnosztizalt) tbe-s betegek PBMC sejtjein (40. abra).

aktiv tbc-s beteg

latens fert6zott

,,,,,,,,,,,,
8 2 © o 8 g9 B o B o v o
88928 888&8K e

isa latens fertGzott és nem kezelt

beliili atlapol

40. dbra. Rv1733c fehérje epitop régiok

TBC-s beteg PBMC sejtjein (ELISpot).

Osszesen 10 aktiv the-s beteg és 10 latens fertézott donor PBMC sejtjein vizsgaltuk a

peptideket és abrazoltuk a 15 SFC/M értéknél nagyobb T-sejt valaszt adokat (1. dbra).

10 aktiv tbe-s beteg

,,,,,,,,,,,
6666666666

WOHS > Gb
% Jopezselen

10 latens fertézott

00000000000
6666666666

W/O4S > Sh
9% opezselen

isa 10 latens fert6zott és 10 aktiv TBC-s

.
pep

D

41. dbra. Rvl733c fehérje epitop régioin beliili atl

beteg PBMC sejtjein (ELISpot). 15 SFC/M értéknél nagyobb T-sejt valaszt adok szama az osszes donorhoz

viszonyitva szdzalékosan.

A rekombinans Rv1733c fehérjét (r. Rv1733c) ebben a kisérletben is a latens fertdzottek 60%-

a ismerte fel, mely az ESAT6/CFP10 fehérjekeverékhez hasonld. Tuberkulozisos betegek

esetében azonban a rekombinans fehérjét a vizsgalt betegek kisebb szazaléka (30%) ismerte

fel. A 11-30 és 196-210 peptid esetében a cisztein — szerin csere lerontotta a peptidek

antigenitasat, mig a 193-210(Ser) peptid esetében a donorok 30%, illetve 40%-a adott valaszt.
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4.2. Peptidek cisztein tartalmianak meghatarozasa N-etilmaleimiddel

Cisztein tartalmu peptidek tisztasaganak kvantitativ analizise soran szamos nehézséggel
kell szembenézniink. A cisztein oxidaciora érzékeny aminosav. Az oxidacié végbemehet a
szintézis és az analitikai elemzés soran is. Nagyobb aminosavtagszamu peptidek esetében
gyakori probléma, hogy az oxidalt ciszteint tartalmazo szarmazék a folyadékkromatografias
analizis soran nem, vagy nehezen kiilonithetd el a foterméktél. Az aminosavanalizis soran a
cisztein cisztinné torténd atalakulasa végbemehet a hidrolizis alatt. A hidrolizatum ioncserélé
kromatografias elvalasztasakor a prolin retencios ideje szinte azonos a ciszteinével. Mindezek
miatt célunk volt egy olyan analitikai modszer kifejlesztése, amely segitségével ellendrizhetd a
peptidekben a cisztein oxidacios allapota. N-etilmaleimiddel reagaltatva a cisztein tartalmu

peptidet a szabad tiolcsoport stabil adduktot képez (42. abra).

H i P :
NQL ~ Y
NN 4+ [ Nep QIMITRIS Sy
: pH=7.0 N—Et
s 0

0]

42. abra. Cisztein tartalmii peptid reakcioja N-etilmaleimiddel.

A reakcio pillanatszeriien és kvantitativen lejatszodik semleges vagy enyhén lugos kozegben
(pH=7-8). A kapott S-szukcinimid szarmazék analitikai RP-HPLC kromatogramon minden
esetben jol elvalik a kiindulasi anyagtol. A cstcs alatti teriilet alapjan meghatarozhat6 a szabad
tiolcsoportot tartalmazé peptid relativ. mennyisége [201]. Az alkalmazott kisérleti
koriilmények az 5.1.8.3. fejezetben talalhatdak.

Referenciaként N-acetilciszteint és glutationt reagaltattunk N-etilmaleimiddel. A
reakcioelegyet RP-HPLC segitségével analizaltuk, majd frakcidoszedést kovetden a keletkezett
termékeket tomegspektrometridval azonositottuk. N-acetilciszteint 1,1 ekvivalens N-
etilmaleimiddel reagéltattunk. A analizis soran kapott RP-HPLC kromatogramokat a 43. dbra
mutatja be. Az addici6 soran 0j kiralitas centrum keletkezik a molekulaban. A kapott 1:1
aranyu diasztereomerek alacsony aminosavtagszamu peptidek, illetve cisztein szarmazékok
esetében az altalunk alkalmazott kromatografias koriilmények kozott elvalaszthatoak (R=17,4
¢és 17,7 perc). Az S-(N-etilszukcinimido) N-acetilcisztein retencios ideje nagymértékben eltér

az N-acetilcisztein retencios idejétol (R=11,0 perc).
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400 - 400

350 350

R=11,0 perc

300

Ri=19,5 perc

250

200

1504

1004

t/min t/min

43. abra. N-acetilcisztein RP-HPLC kromatogramja (A). 1,1 ekvivalens N-etilmaleimid hozzaadasa utin a

kromatogramon (B) jol elkiilonithetd a keletkezett szukcinimid szarmazék. A 19,5 percnél elualédo csics az
N-etilmaleimidnek felel meg. Grad.:0B% 5 perc, 0-40B% 20 perc.

Az N-etilmaleimiddel torténd reakcio soran keletkezett diasztereomerek a glutation esetében is
kiilonboz6 retencios idével elualodtak az alkalmazott kromatografias koriilmények kozott. A

termékek szerkezetét tomegspektrometriaval azonositottuk (44. dbra).

3004

Ri=5,8 perc
A =] B e
2004 077
150
<
00 [[TTTTTT T T T mm s mmmmmmoommommmmmm o mm e >
50
04 M L
5 10 15 20 2 £ £ 20 300 400 00
t/min miz
500
4004 R=13,9 perc My +HI*
R&=11,7 perc
4328
R&=12,1 perc
3004
<
2004
............................................. >
100
T T T T T
5 200 300 400 500
t/min miz

44. abra. Glutation analitikai RP-HPLC kromatogramja (A) és ESI tomegspektruma (B). 1,1 ekvivalens
N-etilmaleimid (R,=13,9 perc) hozzdaddsa utdn a szukcinimid szarmazék két csiicsban elualodott (R=11,7 és
12,1 perc)(C), melyek tomege azonos volt ([M,,,+H] *=432,8) (D). Grad.: 2B% 5 perc, 2-60B% 30 perc
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A referenciaanyagok analizise utan négy szintetikus peptid esetében vizsgaltuk a cisztein
oxidacios allapotat N-etilmaleimid reagens segitségével. A peptidek analitikai elemzésének

Osszefoglalasat a 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat. Szintetikus peptidek és az N-etilmaleimiddel képzett szdarmazékok analitikai jellemzése.

peptid M, * R szarmazék szarmazék

fperel My, R, [pere] ®

glutation 306,7 58 431,8 11,7/12,1
SEWSC 609,9 20,5 734,9 23,8
SEFAYGSFVRTVSLPVC 1860,1 32,8 1985,2 343
DQVHFQPLPPAAVVC 14502 28,6 15752 30,3
IRVRNASWQHDIDSLFCTQR 24444 31,1 2569,6 323

“monoizotopos molekulatomeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS

“analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, 5um, 250x4mm, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B% 35 perc, kivéve glutation: 2B%
S perc, 2-60B%, 30 perc

A fent bemutatott modszerrel az SEWSC pentapeptid elemzése soran egy varatlan
reakciot tapasztaltunk. Az alkalmazott RP-HPLC analizis koriilményei kozott homogénnek
tlin SEWSC peptid az N-etilmaleimiddel torténd reakcié utan egy kozel 20%-os szennyezést
tartalmazott, melynek moltomege 34 Daltonnal kisebb a peptid szamitott monoizotdpos
molekulatomegénél. Ez a tomegvesztés cisztein —> dehidroalanin atalakulasra utal, mely

bazisos korilmények kozott jatszodik le B-eliminacioval (45. dbra).

o (0]
FmocHN\)J\ :B FmocHN
L@ o e A
R CH,

\SR

45. dbra. Dehidroalanin képzddése ciszteinbdlf-elimindcioval.

A dehidroalanin tartalmi melléktermék kvantitativ kimutatasa N-etilmaleimid reagens
alkalmazasaval valt lehetévé (46. dbra). A keletkez6 szukcinimid szarmazék retencios ideje
(R=23,8 perc) kb. 3 perccel nagyobb a kiindulasi peptid retencios idejénél (R=20,5 perc), igy
az N-etilmaleimiddel nem reagaldé szennyezd jol elvalaszthato az alkalmazott RP-HPLC
koriilmények kozott.

Az ismertetett analitikai eljarast szamos olyan esetben alkalmaztuk (pl. dimerizacio
kovetése), ahol az N-etilmaleimiddel torténd reakcidé megkonnyitette a cisztein tartalmi

peptidek elemzését. Az eredményeket egy 2008-ban megjelent dolgozatban kozoltiik [201].
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46. dabra. SEWSC peptid RP-HPLC kromatogramja (A) és ESI tomegspektruma (B). (C) a feleslegben adott
N-etilmaleimid (R,=17,0 perc), a keletkezett szukcinimid szarmazék (R=23,8 perc)([M,,+H] =735,9) (D) és a
dehidroalanin tartalmii melléktermék (R,=20,4 perc) ([M,.,+H] =576,9) (E). Grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35

perc.
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4.3. Antituberkulotikumot tartalmazé konjugatumok eldallitasa és in vitro funkcionalis
vizsgalata

Az izoniazid (INH), a p-aminoszalicilsav (PAS) ¢és a pirazinamid (PZA)
antituberkulotikumok peptidkonjugatumait allitottuk eld. Célunk az volt, hogy a hatdéanyag-
konjugatumok in vitro funkciondlis aktivitasat vizsgaljuk. Az irodalomban nem talaltunk
INH-, PAS- és PZA-peptidkonjugatumok eléallitasara vonatkozo adatokat, ezért erre alkalmas
szintézis utakat dolgoztunk ki. A kovetkezOkben meghataroztuk, hogy az adott
antituberkulotikum kémiai modositasa hogyan befolyasolja annak in vitro gatlo hatasat. A
konjugatumok antituberkulotikus hatasat Mycobacterium tuberculosis és Mycobacterium
kansasii tenyészeten vizsgaltuk az Orszagos Koranyi TBC és Pulmonologiai Intézet teriiletén
talalhato Bakteriologiai Laboratoriumban (Corden International Magyarorszag Kft.). Az
antituberkulotikus hatassal rendelkez$ vegyiiletek citotoxikus ¢és citosztatikus hatasat
vizsgaltuk human sejteken, illetve sejtvonalakon.

Az INH-peptidkonjugatumok eléallitasara két modszert dolgoztunk ki. Az elsé esetben
szerin N-termindlisi peptidet NalO, segitségével szelektiven oxidaltunk. Tisztitds utan a
peptidaldehidet oldatban reagaltattuk az izoniaziddal (5.1.6.1. fejezer). A kapott hidrazon
szarmazékot  tisztitottuk, majd kémiailag jellemeztiik analitikai RP-HPLC és
tomegspektrometria alkalmazasaval. A szintézis menetét a 47. dbra mutatja be, az eldallitott

vegyliletek kémiai jellemzését a /0. tablazat foglalja 6ssze.

NalO, H=4,6
NH,-CH-CO-PEPTID — %4 O-CH-CO-PEPTID ———"— > CO-NH-N=CH-CO-PEPTID
pH=8,2 CO-NH-NH,
CH,OH XN
A \
‘ =
2 N
N
izoniazid

9ISEFAGAGFVRAGAL!* N-glioxilil-”? EFAGAGFVRAGAL'™ 20, INH=CH-CO-?EFAGAGFVRAGAL'*

M, ~1319,7

M, =1438,8

150 mo

M,,,~1350,7

R=28,3 perc R=29,0 perc < R=29,8 perc

t/min t/min t/min

47. abra. INH-peptidkonjugatumok eléallitasa 1: szerin N-termindlisu peptid szelektiv oxidaciojaval kapott
peptidaldehid reakcidja izoniaziddal. A kapott vegyiiletek analitikai RP-HPLC kromatogramja (grad.: 5B% 5
perc, 5-60B%, 35 perc). Az INH=CH-CO-""SEFAYGSFVRTVSLPV'" konjugdtum setében a kiinduldsi peptid

S-'SEFAYGSFVRTVSLPV' " volt.
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A masik modszer kidolgozasanal az volt a célunk, hogy az izoniazid szilard fazison is
tudjuk konjugalhaté legyen peptidek N-termindlisahoz, vagy lizin g-aminocsoportjahoz. Az
izoniazidot glioxilsavval reagaltattuk, majd a kapott izonikotinoilhidrazono-ecetsavat
NaCNBHj segitségével redukaltuk (5.1.6.1. fejezet). Az igy eléallitott izonikotinoilhidrazino-
ecetsavat szilard fazison kapcsoltuk a peptidekhez DIC/HOBt reagensek jelenlétében. A

szintézis menetét a 48. dbra mutatja be.

CO-NH-NH, CO-NH-N=CH-COOH CO-NH-NH-CH,-COOH CO-NH-NH-CHz-CO-NH-I’EPTIDO
[ occoon, 3 NaBH:CN [ NHPEPTID(D) )

J — P =

N NG N DIC/HOBt 2
izoniazid d ilhid 1

INH-CH,-CO-"'SEFAYGSFVRTVSLPV!%®

1940

1900 0 M, =1934,0
M,,=193,0 M, =195,0 .

R=30,7 pere

t/min

48. abra. INH-peptidkonjugdatumok eléallitasa 11: glioxilsavval reagaltatott INH redukciojaval kapott
izonikotinoilhidrazino-ecetsav kapcsoldsa szilard fazison. A kapott vegyiiletek ESI-MS tomegspektruma és a
konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja (grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc).

A gyantarol valo hasitas utan az INH-peptidkonjugatumokat tisztitottuk, majd jellemeztiik

analitikai RP-HPLC ¢és tomegspektrometria segitségével (/0. tabldzat). Az eldallitott

peptidszarmazékok C-terminalisa minden esetben amid volt.

10. tablazat. INH-peptidkonjugdtumok és szabad hordozo peptidek analitikai jellemzése.

vegyiilet M mo M'f'“ i R
mért [perc]
9ISEFAGAGFVRAGAL '™ 1350,7 1350,7 28,3
N-glioxilil-’EFAGAGFVRAGAL'* 1319,7 1319,8 29,2
INH=CH-CO-”?EFAGAGFVRAGAL'* 1438,8 1438,8 29,8
?ISEFAYGSFVRTVSLPV!% 1756,9 1756,9 32,0
N-glioxilil-*'SEFAYGSFVRTVSLPV'%® 1812,9 1813,0 33,0
INH=CH-CO-*'SEFAYGSFVRTVSLPV'%¢ 1932,0 1932,0 314
INH-CH,-CO-"'SEFAYGSFVRTVSLPV!% 1934,0 1934,0 30,7
GTKPKG 585,3 585,3 9,5
GTKPK(INH-CH,-CO)G 762,4 762,4 15,1
palmiti-GTKPKG 822,5 822,6 33,5
palmiti-GTKPK(INH-CH,-CO)G 1000,6 1000,6 31,5
[TKPKG], 2063,5" 2063,5" 14,8
[TKPK(INH-CH,-CO)G], 2771,9" 2772,0° 18,8

* monoizotopos molekulatdmeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS; ’ atlag molekulatomeg
" analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, Sum, 250x4mm oszlop, grad.: SB% 5 perc, 5-60B%, 35 perc
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Egy tuftsin-szarmazék (T6) esetében olyan INH-konjugatumot is eldallitottunk, mely az
N-terminalison palmitinsavat tartalmaz. A palmitinsav kapcsolasaval névelhetd a vegyiiletek
membranon valo atjutasanak mértéke. A palmitinsavat amidkotés kialakitasaval kapesoltuk
szilard fazison DIC/HOBt reagensek segitségével. Az eldallitott INH-konjugatumok és
hordoz6 peptidek analitikai jellemzését a 10. tablazat foglalja 6ssze.
PAS-peptidkonjugatumok eléallitasa soran a p-aminoszalicilsav karboxilcsoportjat
DIC/HOBt reagensekkel aktivaltuk és hozzaadtuk a szabad aminocsoportot tartalmazé peptid-
gyantahoz (5.1.6.2. fejezet). A nyerstermék RP-HPLC analizise soran harom csucsot

detektaltunk, melyeket frakcidszedés utan tomegspektrometridval azonositottunk (50. dbra).

COOH
HO . CO-NI[»PEPTIDO
+ NHPEPTID-() DIC/HOBt HO
NH,
p-aminoszalicilsav NH,

3304

106

“;SEFAYGSFVRTVSLPV'”" “}%u‘AvGSWR‘rvSLP\'

300 +

2 2
= A

180 N,

<< 1504
"'SEFAYGSFVRTVSLPV'*
1204

90 4

60 4 m 3)
30 Mu

5 10 15 20 25 30 35 40
t/ min
49. abra. PAS-peptidkonjugdtumok elédllitasa: p-aminoszalicilsav kapcsolasa szilard fazison DIC/HOBt
reagensek jelenlétében. PAS-peptidkonjugatum RP-HPLC kromatogramja. (1): szabad 91-106 peptid (R,=32,0
perc; M,,,=1757,2). (2): PAS-konjugatum (R,=35,2 perc; M,,,=1892,2). (3): PAS-PAS-konjugdatum (R=37,7
perc; M,,,=2027,2). Grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc.

A kapott analitikai RP-HPLC kromatogramon a focstcsban (2) a vart PAS-peptidkonjugatum
elualodott. Emellett kis mennyiségben detektaltunk szabad peptidet (1) és PAS-PAS-
peptidkonjugatumot (3). Ebben az esetben egy masodik PAS molekula aktivalt
karboxilcsoportja reagalt a PAS-konjugatum kevésbé nukleofil aromas aminocsoportjaval. A
kétszeresen szubsztitualt PAS-PAS-peptidkonjugatum mennyisége novelhetdé volt, ha a
kapcsolast megismételtiik 10 ekvivalens PAS/DIC/HOBt reagensekkel. A PAS-peptid és PAS-
PAS-peptidkonjugatumokat  tisztitottuk, majd analitikailag jellemeztik. A  kapott

eredményeket a /1. tabldazat foglalja Ossze.
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11. tablazat. PAS-peptidkonjugdtumok és szabad hordozo peptidek analitikai jellemzése.

. M, M, R®

vegyiilet szamitott mért [perc]
9ISEFAYGSFVRTV!%? 1360,7 1360,8 29,0
PAS-"'SEFAYGSFVRTV!® 1495,7 1495,8 33,0
9ISEFAYGSFVRTVSLPV!% 1756,9 1756,9 32,0
PAS-"'SEFAYGSFVRTVSLPV!% 1892,1 1892,2 354
PAS-PAS-"'SEFAYGSFVRTVSLPV!%® 2027,2 2027,2 37,7

* monoizotopos molekulatomeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS;
" analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, Sum, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc

PZA-peptidkonjugatumok eldallitdsa soran pirazinkarbonsavat (PZC) kapcsoltunk
szilard fazison Boc/Bzl, vagy Fmoc//Bu stratégiaval felépitett peptidek N-terminalisahoz,
illetve lizin e-aminocsoportjahoz DIC/HOBt reagensekkel (5.1.6.3. fejezet). A szintézis

menetét az 50. dbra mutatja be.

N._COOH N CO-NH-PEPTIDO
z DIC/HOBt 7
-PE —_—
[\ ]/ + NHyPEPTID{Q) [\ ]/
N N
pirazinkarbonsav
@, 9ISEFAYGSFVRTVSL!™ 1 PZA-'SEFAYGSFVRTVSL!%

sl M, =1561,0

M, =1667.2

< R=31,3 perc <z R=35,2 perc

o 5 w0 15 2 25 3 3% 40 H 15 2 2 3 3% 4
t/min t/min

50. abra. PZA-peptidkonjugatumok eléallitasa: pirazinkarbonsav kapcsolasa szilard fazison DIC/HOBt
reagensek jelenlétében.

Hasitas utan a PZA-konjugatumokat RP-HPLC alkalmazasaval tisztitottuk, majd kémiailag
jellemeztiik RP-HPLC és tomegspektrometria segitségével (12. tabldazat).

12. tablazat. PZA-peptidkonjugatumok és szabad hordozé peptidek analitikai jellemzése.

; M,, M,' R’
vegylilet ami mért [perc]
*ISEFAYGSFVRTV!® 1360,7 1360,8 29,0
PZA-*'SEFAYGSFVRTV!? 1466,7 1466,8 33,2
9ISEFAYGSFVRTVSL!* 1560,8 1561,0 31,3
PZA-*'SEFAYGSFVRTVSL!* 1666,8 1667,2 352
9ISEFAYGSFVRTVSLPV!% 1756,9 1756,9 32,0
PZA-*'SEFAYGSFVRTVSLPV!%® 1863,0 1862,8 35,0
Ac-[TKPKG], 2105,5" 2105,5° 16,4
Ac-[TKPK(PZA)G], 2529,6 2529,6 23,0

# monoizotopos molekulatdmeg; Bruker Esquire 3000+ ESI-MS; : atlag molekulatomeg
" analitikai RP-HPLC Knauer, Eurospher-100 C18, Sum, 250x4mm oszlop, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc
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Az INH- és a PAS-peptidkonjugatumok antibakterialis hatasat Mycobacterium
tuberculosis H3;Rv baktériumtorzson vizsgaltuk Sula félszintetikus folyékony taptalajban
(pH=6,5) [12, 13]. A PZA-peptidkonjugatumok ilyen kisérleti koriilmények kozott (taptalaj,
pH) nem vizsgalhatoak, mert a PZA intracellularisan, alacsony pH-n fejti ki baktericid hatasat
(az aktiv forma, a pirazinkarbonsav csak protonalt allapotban képes kifejteni hatasat és ehhez
savasabb kémhatasra van sziikség)'. Az INH- és PAS-peptidkonjugatumokbol a higitasi sort
0,01-0,50pg/ml, illetve 0,1-50pg/ml koncentracid tartomanyban készitettiik. A konjugatumok
mellett vizsgaltuk az INH és PAS hatoéanyagokat, a peptidhordozokat, pozitiv kontrollként
pedig hatdanyagot nem tartalmazé csoveket alkalmaztunk. A legkisebb gatld koncentracio
(MIC, minimal inhibitory concentration) és telepszam (CFU, Colony Forming Unit)
meghatarozasat az 5.2.9. fejezetben leirtaknak megfeleléen végeztiik. A kapott eredményeket a

13. tablazat foglalja 6ssze.

13. tabldazat. INH- és PAS-peptidkonjugatumok minimalis gatlé koncentracioja (MIC) és telepszama
(CFU) M. tuberculosis Hs;;Rv baktériumtorzsén.

vegyiilet mic* MIc CFU"
¥ (ug/ml) (mol/dm?)

INH 0,16 1,17x10¢ 12
izonikotinoilhidrazono-ecetsav 0,40 2,07%10°6 60
izonikotinoilhidrazino-ecetsav 0,40 2,07%10 6

INH=CH-CO-EFAGAGFVRAGAL'* 0,24 1,75%10¢ 40
INH=CH-CO-*'SEFAYGSFVRTVSLPV'% 0,18 1,31x10 30
INH-CH,-CO-"'SEFAYGSFVRTVSLPV!% 0,16 1,12x10¢ 2

GTKPK(INH-CH,-CO)G 0,18 1,31x10°6 20
palmitil-GTKPK(INH-CH,-CO)G 0,16 1,17%10°¢ 12
[TKPK(INH-CH,-CO)Gl, 032 2,26x10° na.
PAS 0,10 6,53%x107 15

PAS-'SEFAYGSFVRTV!®2 - - .
PAS- 'SEFAYGSFVRTVSLPV!%¢ - - .
PAS-PAS- *'SEFAYGSFVRTVSLPV!% - - .
SISEFAYGSFVRTVI®? - B B
9ISEFAGAGFVRAGAL!% - - .
9ISEFAYGSFVRTVSLPV!% - B .
GTKPKG - - .
palmitil-GTKPKG - B .
[TKPKG], - - .

“ minimalis inhibicios koncentracid M. tuberculosis Hy;Rv baktériumtorzson Sula taptalajban; hatoanyag tartalomra szamitva
" telepszam Lowenstein-Jensen szilard tiptalajon

Az INH esetében az irodalmi adatnak (MICnp=0,02-0,2pug/ml) [153] megfeleld gatlo
koncentraciot mértiink (0,16pug/ml). Az INH-peptidkonjugatumok mindegyike gatolta a M.

tuberculosis H3;Rv baktérium novekedését. A konjugatumok az INH MIC értékével kozel

! Az eléallitott PZA-konjugatumok in vitro aktivitisanak vizsgalata folyamatban van fertézott makrofagokon az
Orszagos Koranyi TBC és Pulmonologiai Intézet Bakteriologiai Laboratoriumaban
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azonos koncentracioban hatottak (1,17x10° - 2,26x10°M). A vartnak megfelelden a
hatéanyagot nem tartalmazo peptidek egyike sem fejtett ki antituberkulotikus hatast [202]. A
PAS az irodalmi érték (MICpas=0,5-2ng/ml) [153] alatt mutatott antibakterialis hatast
(0,1pug/ml), mig a PAS-peptidkonjugatumok egyike sem gatolta a baktériumok novekedését.
Valoszinisitjik, hogy a PAS molekula szabad karboxilcsoportja elengedhetetlen a gatld
hatashoz (a p-aminobenzoesavhoz hasonloan). Bar kisérleti adatokkal még tudjuk
alatamasztani, de feltételezziik, hogy in vivo koriilmények kozott a PAS felszabadulhat a
konjugatumbol.

M. tuberculosis mellett M. kansasii torzson is vizsgaltuk az INH és PAS antibakterialis
hatasat (14. tablazat). A csapvizben is megtalalhatd M. kansasii a kornyezeti
mikobaktériumok kozé tartozik. Egészséges szervezetet altalaban nem fertéz meg, de
legyengiilt immunrendszerli paciensek (pl. immunszupresszaltak, HIV fert6zottek) esetében

sulyos szimptomakat okozhat.

14. tablazat. INH- és PAS-peptidkonjugdtumok minimdlis gatlo koncentracioja (MIC) és telepszama
(CFU) M. kansasii (ATCC 27294) tenyészeten.

MIC * MIC

- b
vegyiilet ¥ (ug/ml) (mol/dm?) CFU
INH 5 3,65%10°° 120
PAS 20 1,31x104 40

* minimalis inhibicios koncentracid M. kansasii baktériumtdrzson Sula taptalajban
" telepszam Lowenstein-Jensen szilard tiptalajon

Az INH a M. kansasii baktérium novekedését harmincszor nagyobb koncentracional gatolta. A

PAS esetében a minimalis inhibicids
100
90 " koncentraci6 kétszazszor volt nagyobb, mint
80 . o)
M. tuberculosis baktériumon.
£ 70
:3, 60.] Az INH-peptidkonjugatumokban az
g
s %7 izoniazid hidrazon-, illetve hidrazidkdtésen
T 40
£ Ll . keresztiil  kapcsolodik a  peptidekhez.
=
207 Vizsgaltuk, hogy a két kiilonbozd kotést
104
o tartalmazé konjugatumbol milyen kinetikaval
o 3 & 9 12 15 18 21 2 i
¢/ éra szabadul fel a szabad INH hatdanyag. A
51. dbra. Intakt INH-konjugdtumok mennyiségének valtozdsa az id6
fiiggvényében Sula folyékony taptalajban (pH=6,5). konjugatumokat Sula folyékony taptalajban
INH=CH-CO-*'SEFAYGSFVRTVSLPV!% hidrazon (e) és
INH-CH-CO-'SEFAYGSFVRTVSLPV!" hidrazid (A) oldottuk  0,5mg/ml koncentracioban. Az
konjugdtumok fogydsa a csucs alatti teriilet alapjan
(RP-HPLC, grad.: 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc). oldatokbol 6ranként mintat vettiink és RP-
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HPLC analizist végeztink (5.1.8.1. fejezet). Frakcidszedés utan a  cstcsokat
tomegspektrometria segitségével azonositottuk, majd a cstcs alatti teriilet alapjan abrazoltuk
az intakt konjugatum fogyasanak idofiiggését (51. abra). Az in vitro antibakterialis hatast
mutatd  INH=CH-CO-"'SEFAYGSFVRTVSLPV'®  (hidrazon) és  INH-CH,-CO-
*ISEFAYGSFVRTVSLPV'® (hidrazid) konjugatumokbél felszabadul az izoniazid Sula
folyékony taptalajban. A hidrazonkdtést tartalmazo konjugatumbol lassabban szabadul fel az
INH (~15 6ra). A  hidrazon konjugatum  hidrolizise =~ soran  N-glioxilil-
Y'SEFAYGSFVRTVSLPV'® peptid és INH keletkezik, melyek pH=6,5 oldatban tjra
reagalhatnak egymassal, mig a mésik konjugatumnal ez nem lehetséges. 6 6ran beliil mindkét
tipusu konjugatum stabilitasa > 90%.

Vizsgaltuk a GTKPK(INH-CH,-CO)G konjugatum citosztatikus hatasat HepG2 human
hepatoma sejtvonalon (52. dbra). A sejtvonal fenntartasat az 5.2.2.3. fejezetben leirtaknak
megfelelden végeztik. A sejteket GTKPK(INH-CH,-CO)G konjugatummal, izoniaziddal és
GTKPKG peptiddel kezeltiik 3 6ran keresztiil. A kezeldoldatok koncentraciojat az RPMI-1640
médiumban val6 oldhatésaguk hatérozta meg (INH: 5x10°°M - 3x10?M; peptid, konjugatum:
7x10°*M - 5x10™M).

%7 INH %4 GTKPKG

388

GTKPK(INH-CH,-CO)G

3.8
3 s

2 « 9 « 60
g g
E 40 E 40 g 404
L. J}”’j*? 3 %] LI
20 204 20
w ﬁ/&//,/ ol % ; s P 0]
0 - - - - ] \; o ¥ } } } { { i
10° 10° 10° 10° o 10 0* o v o P o
g (c/M) Ig (cM) I (cIM)
52. @bra. INH, GTKPK(INH-CH2-CO)G konjugétum és GTKPKG peptid ci ikus hatdsa HepG?2 sejtvonalon. 3 6ra kezelés utan a sejteket 3 napig
inkubaltuk, majd MTT teszt segitségével hatd acil ikus hatds mértékét.

A kezelés utan a sejtekrdl eltavolitottuk a hatdanyagot, majd 3 nap inkubalds utan a sejtek

életképességét MTT teszt segitségével hataroztuk meg (5.2.10. fejezet).

Az INH-peptidkonjugatum a legnagyobb vizsgalt koncentracioban (5x10*M) sem volt
citosztatikus human hepatoma sejteken. A GTKPKG peptid és az izoniazid nem rontotta a
sejtek €letképességét. A konjugatum baktériumon mért MIC értéke két nagysagrenddel volt
alacsonyabb, mint a legnagyobb vizsgalt koncentraci6 HepG2 sejteken. A  kapott
eredményeket tudomanyos kozlemény formajaban publikaltuk [202, 203].
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4.4. In silico azonositott hatéanyagok antituberkulotikus aktivitisa, citotoxicitisa és
sejtfelvételének vizsgalata

A Mycobacterium tuberculosis taléléséhez fontos, enzimaktivitasi fehérjékhez kotddo
hatoanyagokat egy ujonnan kifejlesztett dokkolasi algoritmus segitségével az ELTE
Szamitogéptudomanyi Tanszékén Dr. Grolmusz Vince kutatocsoportjaban taldltak. Az in
silico modszer lényege, hogy ismert haromdimenziéos (NMR, vagy rontgen krisztallografia)
szerkezettel rendelkezd fehérjékhez dokkolnak egy tobb millio molekulabdl allo vegyiilettar
elemeit. A kisérletekben hasznalt molekulatar az interneten hozzaférheté Zinc adatbazis (Zinc
— a free database for virtual screening, http://zinc.docking.org/) [145]. A ligandumok
dokkolasa DUTPaz, PriA és 2bzr enzimekhez tortént, melyek a baktérium anyagcseréjében
kulcsfontossagli szerepet jatszanak [204]. A dokkolast kovetden a fehérje — ligandum kozti
kotodési erésség alapjan a legjobb molekulakat a Zinc adatbazisban talalhaté rendelési
informaciok alapjan megvasaroltuk. A ligandumok szerkezetét szabadalmi okokbol nem
kozoljik.

A DUTPaz enzim (deoxiuridin 5’-trifoszfat nukleotidohidrolaz; EC 3.6.1.23; Rv2697;
PDB kod: 1mq7) a nukleotid metabolizmusban vesz részt (dUTP + H,O < dUMP + PP).
timidin helyett beépiiljon a baktérium DNS-ébe [205]. A PriA enzim a hisztidin és triptofan
bioszintézisében vesz részt (foszforibozil izomeraz A; EC 5.3.1.16; Rv 1603; PDB kod: 1qo2).
A PriA enzim aminoald6z — aminoket6z izomerizaciot katalizal [206-208]. A 2bzr enzim a
karboxitranszferazok kozé sorolhatd (propinoil-CoA karboxilaz; EC 6.4.1.3; Rv3280; PDB
kod: 2bzr). Zsirsavak, izoleucin, treonin, metionin és valin bioszintéziséban vesz részt (ATP +
propinoil-CoA + H,O + CO;, <> ADP + P + metilmalonil-CoA ) [209, 210].

A ligandumok in vitro antituberkulotikus hatasat M. tuberculosis Hs;Rv torzson
vizsgaltuk Sula félszintetikus taptalajban (5.2.9. fejezet). A vizsgalt koncentracio tartomany
0,5 - 50pug/ml volt. Osszesen 19 DUTPaz fehérjéhez dokkolt ligandum in vitro antibakterialis
hatasat mértiikk. A vizsgalt molekulak kozil 10 vegyiilet gatolta a baktérium novekedését 50
ng/ml koncentracio alatt, tehat az in silico azonositott molekuldk 53%-a mutatott in vitro
hatast. A PriA fehérje esetében ez 40%, mig a 2Bzr fehérjénél 23% volt. A DUTP4z s PriA
fehérje ligandumjai kéziil a DUT69, DUT3, DUT13, DUT44 és a PriA42 molekula MIC
értéke volt a legkisebb (1-20pg/ml, 3,73x10°-4,59x10™ M). A mért MIC és CFU értékeket a
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15. tabldzat foglalja Ossze.

15. tablazat. In silico azonositott ligandumok minimalis gatlé koncentracioja (MIC)
és telepszama (CFU) M. tuberculosis baktériumtorzson.

. MIC * MIC
vegyiilet CFU?®
¥ (pg/ml) (mol/dm’)

DUT I/4 25 5,07%10° n.a.
DUT 3 5 1,22x10°% 5
DUT 13 15 3,12x10°° 42
DUT 32 30 6,30%10"° n.a.
DUT 44 20 4,59%10° 11

DUT 56 45 1,00x10* 7
DUT 63 25 5,75%10° 20
DUT 69 1 3,73%10° 5
DUT 78 45 9,26%10°° 70
DUT 83 45 1,11x10* 2
PriA 42 7,5 2,02x10°° 9
PriA 52 30 7,52%10°° 0
2bzr 14 25 6,54%107° 6
2bzr 22 30 6,97x10°% n.a.
2bzr 35 25 6,51%10°% n.a.

* minimalis inhibicios koncentracid M. tuberculosis Hy;Rv baktériumtorzson Sula taptalajban
" telepszam Lowenstein-Jensen szilard taptalajon

A M. tuberculosis torzson antibakterialis hatdst mutatdo vegyiileteket M. kansasii
baktériumtdrzson is vizsgaltuk. Az el6zéekben vizsgalt hatdéanyagok (INH, PAS) MIC értéke
M. kansasii torzson joval magasabb volt, mint M. tuberculosis térzson, ezért a koncentracio
tartomanyt megnoveltiik (1 - 100pug/ml). A vizsgalt vegyiiletek koziil csak egy gatolta
100pg/ml alatt a M. kansasii ndvekedését (16. tablazat).

16. tablazat. PriA42 vegyiilet minimalis gatlo koncentraciéja (MIC) és telepszama
(CFU) M. kansasii baktériumtérzson.
MIC? MIC

torzs CFU®
¥ (ug/ml) (mol/dm?)
M. tuberculosis 7,5 2,02%10°% 9
M. kansasii 33 8,87x10+ 3
* minimalis inhibicios koncentracié M. kansasii baktériumtérzson Sula taptalajt

" telepszam Lowenstein-Jensen szilard taptalajon

A Priad2 vegyiilet gatolta a M. kansasii térzs ndvekedését. A kapott MIC érték 4,4-szer volt
nagyobb, mint a M. tuberculosis torzson mért minimalis inhibicids koncentracio.

A legkisebb MIC értékkel rendelkezé ligandumok citotoxicitasat és citosztatikus hatasat
vizsgaltuk MonoMac6 monocita sejtvonalon, HepG2 human hepatoma sejtvonalon, preparalt
human PBMC sejteken és egér csontvel6i makrofagokon (53. dbra). A sejtek preparalasat,

illetve a sejtvonalak fenntartasat az 5.2.2. fejezetben leirtaknak megfeleléen végeztik. A
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53. abra. DUT3 molekula citotoxikus és citosztatikus hatdsa HepG2, MonoMac6 sejtvonalakon,
valamint egér csontvel6i makrofig és human PBMC sejteken. A sejtek életképességének
meghatdrozasa MTT tesztel tortént.
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sejteket 3 oran  at
kezeltik a
hatoanyagokkal,  majd

MTT teszt segitségével
meghataroztuk a sejtek
¢életképességét  (5.2.10.
fejezet). A citosztazis
vizsgalatanal a kezelés
utan a sejteket 3 napig

inkubaltuk, majd ezutan

végeztik el az MTT
tesztet. A DUT3
molekula ICsy értéke

mind a négy sejttipus

esetében kozel azonos volt és ez a koncentracié a vegyiilet MIC értékével (1,22x10°M) egy

nagysagrendben van (53. dbra). A tovabbiakban vizsgaltuk, hogy tapasztalhato-e kiilonbség a

citotoxicitas, illetve a citosztatikus hatas mérésekor kapott ICsy értékekben human PBMC

sejteken. Végeztiink olyan kisérletet, ahol a PBMC sejteket kétszer kezeltik a DUT3

hatdanyaggal, majd 6sszesen 5 nap inkubalas utan hataroztuk meg a sejtek életképességét (54.

abra).
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54. dbra. DUT3 molekula citotoxikus és ci hatdsa human PBMC sejteken. 3 6ra kezelés, MTT teszt (citotoxicitds, 1. grafikon); 3 ora
kezelés, 3 nap inkubalds, MTT teszt (citosztdzis, 2. grafikon);
3 ora kezelés, 2 nap inkubdlds, 3 ora kezelés, 3 nap inkubalds, MTT teszt (citosztazis, 3. grafikon).

A DUT3 vegyiilet esetében nem mértink nagysagrendi kiilonbséget az ICsy értékekben
citotoxicitds ¢és citosztatikus hatds mérésekor frissen preparalt human PBMC sejteken.

Kétszeri kezelés utan a sejtek életképessége kozel azonos volt.
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A DUT44 vegyiilet citotoxicitasat és citosztatikus hatdsait MonoMac6, HepG2

sejtvonalakon és egér csontveldi makrofagokon vizsgaltuk (17. tablazat).

17. tablazat. DUT44 molekula citotoxikus és citosztatikus hatisa MonoMac6 és
HepG2 sejtvonalakon, valamint egér csontveldi makrofag sejteken.

sejt/sejtvonal DUT 441Gy,
(mol/dm?)
MonoMac6 citotoxicitas 3,75%10%
MonoMac6 citosztézis 4,70%10*
HepG2 citosztazis 4,89%10*
egér csontvel8i makrofag  citotoxicitas 9,01x10*

A sejtek életképességének meghatdrozasa MTT teszttel tértént.
A DUT44 vegyiilet minimalis inhibiciés koncentracidja M. tuberculosis baktériumtdrzson
(MIC=4,59x10"M) egy nagysigrenddel alacsonyabb, mint a humén sejteken, illetve
sejtvonalakon mért I1Cs érték.
A legkisebb MIC értékkel rendelkez6 DUT3, DUT44, DUT69 ¢és PriA42 vegyiiletek
citotoxicitasat MonoMac6 sejtvonalon vizsgaltuk. A kapott 1Csy értékeket a /8. tablazat

foglalja 6ssze.

18. tablazat. In silico azonositott vegyiiletek citotoxikus hatasa MonoMac6 sejtvonalon

- MIC Cy
vegyiilet (mol/dm®) (mol/dm®)
DUT 3 1,22x10° 7,19%10°°
DUT 44 4,50%10% 3,75%104
DUT 69 3,73%10% 1,21x102
PriA 42 2,02%10°% 6.80x10°

A sejtek életképességének meghatarozasa MTT teszttel tortént. (* citosztdzis).

Az in silico azonositott antituberkulotikus hatasu vegyiiletek ICsy értéke minden esetben
magasabb, mint a M. tuberculosis térzson mért minimalis inhibiciés koncentracio. A DUT69
molekula MIC értéke (3,73x10°M) 4 nagysagrenddel alacsonyabb, mint a MonoMac6
sejtvonalon mért ICso érték (1,21x107M).

Az antibakteridlis hatassal rendelkezd in silico azonositott vegyiiletek sejtfelvételét
aramlasi citométerrel vizsgaltuk. BD LSR Il d4ramlasi citométerrel olyan anyagok
vizsgalhatoak, melyek 488nm, vagy 635nm hullamhosszon gerjeszthetoek (argon ion és HeNe
1ézer). A késziilék beallitdsahoz tudnunk kell, hogy ezen a hullamhosszon gerjesztve hol van a
hatoanyagok emisszids maximuma. A sejtfelvételi vizsgalatok elott ezért felvettik a
hatéanyagok gerjesztési és emisszios spektrumat (5.1.8.7. fejezet). A vizsgalatokhoz a
hatéanyagokat 10°M koncentraciéban oldottuk DMSO-ban, majd 100-szoroséra higitottuk
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HPMI médiummal (ezt a médiumot hasznaltuk a sejtfelvételi vizsgalatok soran). A Gsszes
vizsgalt hatéanyag koziil csak a DUT44 molekula rendelkezett a megfeleld spektralis

tulajdonsagokkal (55. dbra).

20007 b
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55. dbra. DUT44 hatoanyag gerjesztési spektruma (a), valamint az emisszids spektrumok 405nm (b) és 488nm (c) besugdrzds mellett.

A DUT44 hatéanyag gerjesztési maximuma 405nm-en van, de 488nm-en gerjesztve 10°M
koncentracioban értékelhetd intenzitdsii emisszios spektrumot kapunk. Az emisszios
maximumot 530nm-en detektaltuk. A sejtfelvételi vizsgalatok soran az aramlasi citométer
mérési paramétereinek beallitasait ennek megfeleléen végeztiik.

MonoMac6 sejteket 3 koncentracioban (107*M; 5x10°M; 10°M) kezeltik a DUT44
hatbanyaggal. 1 oOra kezelés utan a sejteket tripszinnel kezeltilk, majd HPMI médiumban
felvéve BD LSR II aramlasi citométerrel analizaltuk. A tripszines kezelésre azért van sziikség,

mert eltavolitja a sejt felszini strukturakat, igy csak azokat a sejteket mérjilk, amelyek

intracellularisan tartalmazzak a DUT44

hatéanyagot  (56.  dbra). A sejtfelvételi

kontroll

105M vizsgalatokat az 5.2.11. fejezetben leirtaknak

sxiosv | megfeleléen  végeztik. A DUT44 molekula

104M esetében koncentraciofiiggé felvételt mértiink

MonoMac6 monocita sejtvonalon. Ertékelhetd

4 fluoreszcens jelet detektaltunk egy nagysagrenddel

- alacsonyabb koncentracioban, mint a molekula
56. dbra. DUT44 hatéanyag sejtfelvételi vizsgdl . )
MonoMac6 sejtvonalon. 1Cs értéke (3,75>< 10° M) MonoMac 6 sejtvonalon.
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4.4.1 In silico azonositott DUT69 és DUT44 hatéanyagok peptidkonjugitumainak
eléallitasa jellemzése és antibakterilis hatisa

Két alacsony MIC értékkel rendelkezd in silico azonositott hatdanyagot peptid alapt
hordozé molekulahoz konjugaltuk.

A DUT69 aldehidcsoportot tartalmazé szarmazékat OT10 ([TKPKG],, dituftsin)
hordozohoz konjugaltuk az 5.1.6.4. fejezetben leirtaknak megfeleloen. Az OT10 peptidet
szilard fazison reagaltattuk Boc-aminooxi-ecetsavval, majd hasitas utan oldatban oximkotésen
keresztiil kapcsoltuk a DUT69 szarmazékot. A konjugalas menetét, valamint a kapott

eredményeket az 57. dbra mutatja be.

DIC/HOBt TFA /HF
NHy-PEPTID) Boc-NH-O-CHZ-CO-NH-PEPTID-o—» NH,-0-CH,-CO-NH-PEPTID
Boc-NH-O-CH,-COOH gyokfogok
O
pUT69—<
NH,-0-CH,-CO-NH-TKPKGTKPKG DUT69=N-0-CH,-CO-NH-TKPKGTKPKG H
“ S [MeaH]
- R=17,5 pere M. ~1323.6 -0-CH,-CO-NH-PEPTID
- "‘ DUT@J/N
+
<0 -0-CH,-CO-NH-PEPTID|
26 [M+3H]* Y
DUT69
ooz [MA2H
o E3 £3 % £ "

57. abra. DUT69 aldehid szarmazékanak konjugdlasa OT10 peptidhez. Az aminooxiecetsavval médositott OT10
analitikai RP-HPLC kromatogramja (grad.: 0B% 5 perc, 0-40B%, 35 perc) és a DUT69-konjugatum ESI-MS
tomegspektruma.

A konjugalas soran kapott Z-E izomerek aranya 1:1 volt, melyek az alkalmazott koriilmények
kozott az analitikai RP-HPLC kromatogramon két cstcsban elualodtak.Vizsgaltuk a DUT69
aldehidcsoportot tartalmazo szarmazékanak és tuftsin konjugatumanak antibakterialis hatasat
M. tuberculosis Hy7Rv tenyészeten. Az alapvegyiilet MIC értéke 1pg/ml volt (CFU=3), mig a
konjugatumé 6,9ug/ml (CFU=10). Az oximkotésen keresztiili konjugélas hatasara a vegyiilet
meg0rizte antituberkulotikus hatasat.

A DUT44 hatéanyag konjugalasdhoz eloszor a molekula hidroxilcsoportjat
glutaraldehiddel reagéltattuk (1d. 5.1.6.4. fejezef). A Kkapott ¢észterkotést tartalmazo
szarmazékot szilard fazison kapcsoltuk peptidek N-terminalisahoz. Hasitas utan a kapott
terméket tisztitottuk ¢és kémiailag jellemeztik (58. dbra). A kapott vegyiiletek

antituberkulotikus hatasat M. tuberculosis H3;Rv torzson vizsgaltuk. A glutaraldehiddel
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képzett szarmazék MIC értéke 42,5ug/ml volt, ami kozel van a DUT44 alapvegyiilet MIC
értékéhez (20pug/ml). A hatdanyag hidroxilcsoportjanak észteresitése tehat nem befolyasolta

jelent6s mértékben a vegyiilet antituberkulotikus hatasat.

0, 0,
OH  DIC/HOBt NH-PEPTID-O
DUT44-OH —— — » Q - = 0,
NHZ-PEPTIDO
DUT44—0 DUT44—0
070" Yo
DUT44-0-CO-(CH,),-CO-OH DUT44-0-CO-(CH,),-CO-NH-*VCRTGRSRWRDVCRNFMRRY QSR
[M+7H]
M,=35206  %°
[M+H]"
M,,,=550,4
IMSSHIE | sora (o
4411
[M+5H]S"
b, 522
abo 00 sbo %0 8bo 400 o0 0 1000

58. abra. DUT44 molekula reakcidja glutdraldehiddel és konjugdldsa peptidhez. A kapott vegyiiletek ESI-MS
tomegspektruma.



5. Kisérleti rész

5.1. Kémiai kisérletek

5.1.1. A szintetikus munka soran hasznalt vegyszerek, miiszerek

Aminosavszarmazékok, gyantak
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Elnevezés, kapacitas

Rovidités, jelzés

Gyirto cég

Boc- és Fmoc-aminosavszarmazékok

Reanal
(Budapest, Magyarorszag)
Iris
(Marktredwitz, Németorszag)
NovaBiochem
(Laufelfingen, Svajc)

4-metilbenzhidrilamin (MBHA) gyanta
(kapacitas: 1,1mmol/g)

MBHA

NovaBiochem
(Laufelfingen, Svdjc)

Fmoc-Rink-amid MBHA gyanta
(kapacitas: 0,65-0,69mmol/g)

NovaBiochem
(Laufelfingen, Svajc)

Oldoszerek, reagensek

Elnevezés, kapacitas Rovidités, jelzés Gyarté cég
diklormetan DCM Reanal
N,N-dimetilformamid DMF (Budapest, Magyarorszag)
ecetsav, n-butanol, jégecet, etanol, metanol, Molar
etilacetat, dietil-éter, acetonitril (Budapest, Magyarorszag)
N,N’-diciklohexilkarbodiimid DCC
N,N’-diizopropilkarbodiimid DIC
N,N-diizopropiletilamin DIEA
4-dimetilaminopiridin DMAP
etanditiol EDT
N-etilmaleimid NEM Fluka
izoniazid INH (Buchs, Svajc)
p-aminoszalicilsav PAS
pirazinamid PZA
pirazinkarbonsav PZC
piperidin, fenol, NalO4 NaBH;CN, hidrogén-
fluorid, anizol, ninhidrin, glutaraldehid
1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-én DBU Iris
1-hidroxibenztriazol HOBt (Marktredwitz, Németorszig)
dimetilszulfoxid DMSO Merck
N—metllplnelldon NMP (Darmstast, Németorszag)
trifluorecetsav TFA




Miiszerek

Elnevezés

Gyarto cég

SYRO-I Multiple Peptide Synthesizer
automata peptidszintetizator

MultiSynTech
(Witten, Németorszag)

Knauer HPLC rendszer
(pumpa, UV detektor, kézi injektor)

Knauer
(Bad Homburg, Németorszag)

SYKAM S-433H Sykam
automata aminosavanalizator (Eresing, Németorszag)
Bruker Esquire 3000+ Bruker
tomegspektrométer (Bremen, Németorszag)
VARIO EL III Elementar Analysensysteme
automata elemanalizator (Hanau, Németorszag)
Biichi 530 Biichi Labortechnik

olvadaspont mér6é

(Flawil, Svajc)

Perkin Elmer Lambda 2S
spektrofotométer

Perkin Elmer
(Uberlingen, Németorszag)

FS900CD
spektrofluoriméter

Analytical Instruments
(Edinburgh, UK)

HF teflon késziilék

Peptide Institute
(Osaka, Japan)

HPLC oszlopok, téltetek

Elnevezés Toltet, méret, jellemzok

Gyarté cég

forditott fazisa
C18 Phenomenex Jupiter

250x10mm félpreparativ oszlop
10pm, 300A modositott szilika toltettel

forditott fazisu
C4 Phenomenex Jupiter

250x10mm félpreparativ oszlop
10pm, 300A modositott szilika toltettel

forditott fazisu

C4 Phenomenex Jupiter 250x4mm analitikai oszlop

5um, 300A modositott szilika toltettel

Phenomenex
(Torrance, CA, USA)

C18 Eurosphere-100 forditott fazisa
250x4mm analitikai oszlop
Sum, 300A modositott szilika

Knauer
(Bad Homburg, Németorszag)
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5.1.2. Peptidek szintézise Fmoc//Bu moédszerrel

Fmoc/tBu stratégia alkalmazasaval a peptideket manualisan vagy automata
peptidszintetizatoron (SYRO Multiple Peptide Synthesizer) allitottuk el. A manualis szintézis
soran ciklusonként ellendrizheté a kapcsolds, mig a szintetizatorban végzett szintézis soran
erre nincs lehetdség. Az automata szintézis soran ezért eleve nagyobb feleslegben alkalmazzuk
az aminosavszarmazékokat és a kapcsoloreagenseket, valamint a kapcsolast minden esetben
megismételjik.

A peptidek szintéziséhez Fmoc-Rink-amid MBHA gyantat alkalmaztunk (kapacitas:
0,65-0,69mmol/g). Valamennyi aminosavat N“-Fmoc-szarmazék formajaban hasznaltuk. Az
Fmoc-aminosavak nukleofil oldallancai a 79. tdbldzatban felsorolt savérzékeny

védbesoportokat tartalmaztak.

19. tablazat. Fmoc/tBu stratégia soran alkalmazott Fmoc-aminosavszarmazékok oldallanc védicsoportjai.

aminosav funciéscsoport védéesoport rovidités
Asp, Glu karboxil terc-butil észter OrBu
Lys amino terc-butiloxikarbonil Boc

1,1,4,6,7-pentametil-
Arg guanidino Pbf
dihidrobenzofuran-5-szulfonil

Cys merkapto tritil Trt
Ser, Thr, Tyr hidroxil terc-butil Bu
Asn, Gln amid tritil Trt
Trp indol terc-butiloxikarbonil Boc
His imino tritil Trt
Gly, Ala, B-Ala,
Val, Pro, lle, Leu, oldallanc védocsoport nélkiil
Phe, Met

A peptidszintézis elsé 1épése az Fmoc-Rink-amid MBHA gyanta duzzasztasa ¢s
véddcesoportjanak eltavolitasa. Az els6 aminosav felkapcsolasa amidkotés kialakitasaval
tortént. A peptidlanc felépitését in situ aktiv észterek kialakitasaval (DIC/HOBt
alkalmazasaval) végeztiik. Az Fmoc-aminosavakat és a kapcsoloreagenseket NMP-ban
oldottuk 0,55-0,65mol/dm’ koncentracioban. Az Fmoc//Bu stratégiaval végzett szintézis egy

ciklusanak osszefoglalasa a 20. tablazatban lathato.
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20. tablazat. Az Fmoc/tBu stratégia szerint végzett peptidszintézis egy ciklusanak menete.

miivelet manulis szintézis automata szintetizator
Fmoc piperidin/DBU/DMF=2 : 2 : 96 v/v piperidin:DMF=2 : 3 v/v (5 perc)
hasitas (2+2+5+10 perc) piperidin:DMF =1 : 4 v/v (30 perc)
mosas DMF (5x1 perc) DMEF (5x1 perc)
Kapesols 3ekv.* Fmoc-Aaa-OH/DIC/HOBt 4ekv.* Fmoc-Aaa-OH/DIC/HOBt
(40-60 perc) (60 perc)
ujra 4ekv.* Fmoc-Aaa-OH/DIC/HOBt
kapcsolas i (60 perc)
mosas DMF (5x1 perc) DMF (5x1 perc)
ellendrzés ninhidrin- [211], izatin-teszt [212] -

*gyantakapacitsra szamitott mennyiség

A peptidlanc felépitése utan a peptid-gyantat mostuk DCM-nal, majd szaritottuk. A szilard
hordozorél a peptidet, illetve az oldallanc véddcsoportokat TFA segitségével manualisan
hasitottuk le. A hasitds soran keletkez6 reaktiv karbokationok alkilezhetik az aminosavakat
(féként Trp, Met, Tyr, Cys), ezért nukleofil reagenseket, un. gyokfogokat alkalmazunk. A
hasitoelegy Osszetételét a peptid szekvencidja, illetve az oldallanc védécsoportok hataroztak

meg (21. tabldzat).

21. tablazat. Az Fmoc/tBu stratégiaban alkalmazott hasitoelegyek dsszetétele.

szekvencia hasitéelegy osszetétele
Arg, Met, Trp aminosavakat ¢s TFA/viz
Trt védécsoportot nem tartalmaz 95: 5w
Trp aminosavat vagy TFA/Niz/EDT
Trt védéesoportot tartalmaz 95:2,5:2,5vn

TFA/tioanizol/viz /EDT/fenol
Arg vagy Met aminosavat tartalmaz 82,5:5:5:2,5:5vAiNN/w
(Reagens K)

100mg peptid-gyantara atlagosan Sml hasitoelegyet hasznaltunk. A hasitoelegyet jeges hiités
mellett adtuk a peptid-gyantahoz és szobahémérsékleten 1-3 6ran 4t kevertettiik. A Rink-amid
MBHA gyantarol val6 hasitas utan a peptidek C-terminalisat amid formaban kaptuk. A hasitas
utdn a keveréket sziirtiik és mostuk 1ml TFA-val, majd a peptidet hideg (0°C) dietil-éterrel
kicsaptuk. Centrifugalas utan (2000rpm, 10 perc) az tiledéket mostuk éterrel. majd vizben,

illetve acetonitril/viz elegyben oldottuk és liofilizalas segitségével izolaltuk.
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5.1.3. Peptidek szintézise Boc/Bzl médszerrel

A peptidek egy részét Boc/Bzl stratégia alkalmazasaval manualisan allitottuk eld
4-metilbenzhidrilamin (MBHA) gyantan (kapacitas: 1,1mmol/g). A peptidek C-terminélisat
amid formaban kapjuk e gyantarol valo hasitas utan. A felhasznalt N“-Boc-aminosavakat a 22.

tablazat foglalja 6ssze.

22. tablazat. Boc/Bzl stratégia sordan alkalmazott Boc-aminosavszdrmazékok oldallanc védécsoportjai.

aminosav funcioéscsoport véddcsoport rovidités
2-klorbenziloxikarbonil Clz
Lys Amino
9-fluorenilmetiloxikarbonil* Fmoc
Arg Guanidino tozil Tos
Thr Hidroxil benzil Bzl (Bn)
Gly, Ala, 3-Ala, Pro oldallanc védécsoport nélkiil

A MBHA gyantara az elsé aminosavat amidkotés kialakitasaval kapesoltuk. A peptidlanc
felépitését N,N -diizopropilkarbodiimid (DIC) és HOBt reagensek segitségével végeztiik. Bar
a Boc/Bzl stratégia soran N,N’-diciklohexilkarbodiimid (DCC) alkalmazasa gyakoribb, de a
reagens allergids reakciot valthat ki, ezért ha helyettesitése lehetséges volt, hasznalatat

elkeriiltiik. A szintézis egy ciklusanak menetét a 23. tabldzat foglalja dssze.

23. tabldzat. A Boc/Bzl stratégia szerinti peptidszintézis egy ciklusanak menete.

miivelet Boc/Bzl szintézis
Boc hasitas TFA/DCM =1 : 2 v/v (2+20 perc)
mosas DCM (5x1 perc)
semlegesités DIEA/DCM=1 : 9 v/v (5x1 perc)
mosas DCM (5x1 perc)
kapcsolas 3ekv.* Boc-Aaa-OH/DIC/HOBt (40-60 perc)
mosas DCM (5x1 perc)
ellendrzés ninhidrin-, izatin-teszt

*gyantakapacitasra szamitott mennyiség

A végs6 hasitas elott a peptid-gyantat legalabb egy napig vakuum exszikkatorban szaritottuk.
A hasitast folyékony hidrogén-fluorid segitségével végeztiik teflon késziilékben 0°C-on. 0,5-
1g peptid-gyantara 10ml HF-ot desztillaltunk p-krezol (0,5g) gyokfogo jelenlétében. 1-1,5 dra
elteltével a HF-ot vakuum alatt eltavolitottuk és a lehasitott peptidet hideg dietil-éterrel (0°C)
kicsaptuk. Eteres mosast kovetéen a peptidet tomény ecetsavban vagy 5-10% ecetsav/viz

elegyben oldottuk, majd liofilizalassal izolaltuk.
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5.1.4. Tuftsin-szarmazékok szintézise
A tuftsin elagazé lanct hordozd peptideket MBHA gyantan (kapacitas: 1,1mmol/g)
ortogonalis véddcsoport kombinacié alkalmazasaval allitottuk els. Az 59. dabran bemutatott

szintézis szerint allitottuk elé az OT20 ([TKPKG]4), OT10 ([TKPKG],), és T6 (GTKPKG)

szarmazékokat. A szabad aminocsoportot

Boc-Gly-Q
tartalmazo lizin oldallancokat
1. TFA /DCM (1 : 2 v/v); DIEA / DCM (1 : 9 v/v)

2. Boc-Lys(Fmoc)-OH / DIC / HOBt (3ekv.) antituberkulotikum szarmazékokkal (pl.
Boc-Lys(Fmoc)-Gly-@ [TKPK(INH-CH,-CO)G]s) vagy klérecetsav-
1. TFA /DCM (1 : 2 v/v); DIEA / DCM (1 : 9 vy , o . s
2, Boc-Pm»OH(/DIC‘/20B1(3ekL>,) (=9 pentaklorfenil-észterrel — reagaltattuk  szilard
3. TFA/DCM (1 : 2 v4); DIEA / DCM (1 : 9 vAv) L. L , " .
4. Boc-Lys(C1Z)-OH / DIC / HOBt (3¢kv.) fazison. A gyantar6l valo hasitast egy napi

5. TFA/DCM (1 : 2 v4); DIEA / DCM (1 : 9 vA) ) o o B
6. Boc-Thr(Bzl)-OH / DIC / HOBt (3ekv.) vakuum exszikkatoros szaritas elézte meg. A

Boc-Thr(Bzl)-Lys(CIZ)-Pro-Lys(Fmoc)-Gly- @)| hasitast folyékony hidrogén-fluorid segitségével

lP‘Pe’id"“’DBU/ DMF (2:2:96 v/) végeztiik teflon késziilékben 0°C-on. 0,5-1g
Boc—Thr(le)»Lys(CIZ)—Pro—Ly‘s—Gly—o peptid-gyantara 10ml HF-ot desztillaltunk p-
He

krezol (0,5g) gyokfogd jelenlétében. 1-1,5 ora

59. abra. Tufisin-szdrmazékok szintézise. elteltével a HF-ot vakuum alatt eltavolitottuk és

a lehasitott peptidet hideg dietil-éterrel (0°C) kicsaptuk. Eteres mosast kovetSen a peptidet

tomény ecetsavban vagy 5-10% ecetsav/viz elegyben oldottuk, majd liofilizalassal izolaltuk.

5.1.5. Tioéterkotést tartalmazoé peptidkonjugatumok szintézise

5.1.5.1. Kléracetilezett hordozo molekulak szintézise

Ciszteinnel ~ hosszabbitott ~ peptideket  tioéterkotésen  keresztiil — kapcsoltuk
kloracetilcsoportot tartalmazo hordozé molekulakhoz.

A hordozé molekuldk kloracetilezését klorecetsav-pentaklorfenil-észter (ClAc-OPcp)
reagens segitségével allitottuk eld. A ClAc-OPcp reagens szintézise soran pentaklorfenolt és
klorecetsavat etilacetatban oldottunk (0,1mol; c=2mol/dm’ ), majd 0°C-on &sszedntdttik DCC
etilacetitos oldataval (0,lmol; c=2mol/dm’). A fehér csapadék kivalisa utin
szobah8mérsékleten tovabbi 24 oraig kevertettik az elegyet, majd 0°C-ra valo visszahiités
utan szlrtilk. A sziirletet haromszor kiraztuk 5%-os NaHCO; oldattal, kétszer vizzel és

egyszer telitett NaCl oldattal. Ezutan az oldatot szaritottuk (MgSO4) és vakuum alatt
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beparoltuk. A kapott fehér csapadékot metanolbol kristalyositottuk at, majd meghataroztuk az
olvadaspontjat (Op: 126-127°C). Kitermelés: 82%.

Cl Cl Cl Cl
plee .
HO: Cl + CICH,COOH ——> CICH,COO; Cl
Cl Cl1 Cl Cl

60. abra. Klorecetsav-pentaklorfenil-észter (ClAc-OPcp) reagens eléallitasa.

Az OT20 tuftsin-szarmazék kloracetilezését szilard fazison végeztiik. A szabad
aminocsoportra nézve 3 ekvivalens ClIAc-OPcp aktiv észtert oldottunk NMP-ban és 24 oran at
kevertettiik szobahdmérsékleten. Negativ Kaiser-teszt utan a peptidet hasitottuk a gyantarol a
fent leirt modszerek szerint, majd félpreparativ RP-HPLC tisztitas utan elvégeztiik a kapott
OT20(ClAc) szarmazék analizisét (M, szamitott=2180,3; M,, mért=2180,6; Rt=22,9 perc).

A SAK ¢és EAK polipeptidek kloracetilezett szarmazékait oldatban allitottuk eld. A
polimert (10mg) Iml vizben oldottuk és Sml DMF-dal higitottuk. A szamitott mennyiségii
klorecetsav-pentaklorfenil-észtert (25% a monomer molekulatomegére szamitva) 4ml DMF-
ban oldottuk. Osszedntés utdn az elegyet szobahdmérsékleten, egy éjszakan at kevertettiik,
majd vizzel szemben dializaltuk (Pierce dializis hartya, 10.000 MWCO). A kapott vizes

oldatbol a kloracetilezett SAK illetve EAK polimert liofilizalassal izolaltuk.
a a

e annna e ——
ngmj?hg"m;; + CICHZCOOQCI — ‘M?LMML + IIO—Q—O

NH, d a NH-CO-CH,-CI da a
61. abra. Hordozo peptidek és polimerek kloracetilezése

A kapott polimerek klortartalmat modositott Schoniger égetéses modszer [196] szerint
hataroztuk meg (Id. x. fejezer). ClAc-SAK esetében a klortartalom alapjan szamitott
szubsztitaciofok 21%, ClAc-EAK esetében 15% volt.

5.1.5.2.  Cisztein tartalmu peptidek konjugiciés reakciot megel6z6 dimerizicios
vizsgalata

A cisztein tartalma peptidek bazikus koézegben diszulfidhidon keresztiil dimereket
képezhetnek, mely reakcid verseng a tioéterkotés kialakulasaval. A konjugalas el6tt ezért
dimerizacios probat végeztiink, hogy a reakcid koriilményeit meghatarozhassuk. A
dimerizacios probat 0,1M  TRIS-pufferben (pH=8,3) végeztik (c=Img/ml) zart

reakcidoedényben. A peptidekbdl Img/ml koncentracioju oldatot szobahdmérsékleten
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kevertettiink és oranként 50ul mintat vettiink. A mintahoz 1,1 ekvivalens N-etilmaleimidet
adtunk, majd RP-HPLC analizist végeztiink (gradiens: 5B%, 5 perc, 5-60B%, 35 perc). A
csucs alatti teriiletek alapjan meghataroztuk a dimer, illetve monomer aranyat. A terméket

frakcioszedés utan tomegspektrometriaval azonositottuk.

5.1.5.3. A tioéterkotés kialakitasa

A tioéterkotés kialakitasa a konjugalando peptid szabad ciszteinjének tiolcsoportja és a
hordozé peptiden illetve polimeren kialakitott kloracetilezett aminocsoportok kozott torténik
0,1M TRIS-pufterben (pH=8,3).

llmr + R\NHEH/ llmr + ua

NH-CO- CHz Cl S- (:1-[Z -CO-NH

R\NH’Q‘/R

(o]

62. abra. Kloracetilezett hordozo peptidek és polimerek reakcioja cisztein tartalmii peptidekkel.

5-10mg hordozé OT20 tuftsin-szarmazékot 2-5ml 0,IM TRIS-pufferben (pH=8,3)
oldottunk. Az oldatot argon segitségével oxigénmentesitettiik, majd a konjugalando peptidet a
kloracetilcsoportokra szamitott kétszeres molaris feleslegben kis részletekben adagoltuk. Az
oldatbol oranként mintat vettiink és analitikai RP-HPLC segitségével kovettiik a reakciot. A
konjugalas 12-24 ora alatt ment végbe. Ezutan az oldatot félpreparativ eljarassal RP-HPLC
segitségével tisztitottuk és analizaltuk. (M,y szamitott=4005,8; M,, mért=4006,0; Rt=26,2
perc).

A Kkloracetilezett SAK és EAK polimerekbdl 5-10mg-ot 10-20ml 0,1M TRIS-pufferben
(pH=8,3) oldottunk és a konjugalandé peptidet kis részletekben 3-4 6ra alatt 10-15 percenként
adtuk az oldathoz. A konjugaland6 peptidet a klortartalomra szamitott 20%-os feleslegben
alkalmaztuk. A teljes peptidmennyiség hozzadadasa utan a reakcidelegyet 12 oOran at
kevertettiik. Az el nem reagalt kloracetilcsoportokat a klortartalomra szamitott 5 ekvivalens
cisztein hozzaadasaval semlegesitettiik. A kapott terméket 2 napig desztillalt vizzel szemben
dializaltuk, majd a konjugatumot liofilizalassal izolaltuk. A konjugatumok szubsztituciéfokat
aminosavanalizis segitségével hataroztuk meg. A (SAK(91-106) esetében a szubsztiticiofok

15% volt, EAK(91-106) esetében 12%.
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5.1.6. Antituberkulotikum — peptidkonjugitumok szintézise

5.1.6.1. Izoniazid (INH) — peptidkonjugatumok szintézise

Az izoniazid-konjugatumok eldallitasara két szintézis utat fejlesztettiink ki. Az elsé
modszerben peptidaldehidet allitottunk el6 szerin N-terminalisu peptidbdl és ezt reagaltattuk
izoniaziddal oldat fazisban. A masik szintézisben el6szor az izoniazidbol glioxilsavval
szarmazékot allitottunk eld, melyet szilard fazison kapcsoltunk peptidekhez.

A szerin N-terminalisi >’ SEFAGAGFVRAGAL'™ vagy S-"'SEFAYGSFVRTVSLPV'®
peptidet 1% NaHCO; oldatban (pH=8,3) oldottuk 5mg/ml koncentracioban. A szelektiv
oxidaciot 4ekv. NalOs-tal végeztiik. Az oldathoz gydkfogoként 10ekv. metionint adtunk. 50
perc kevertetés utan a reakciot 10ekv. etilén-glikol hozzaadasaval allitottuk le. A
reakcioelegyet RP-HPLC segitségével tisztitottuk. Liofilizalas utan a peptidaldehidet 0,1M
NH4OAc-ban (pH=4,6) oldottuk (c=10mg/ml), majd 10ekv. izoniazid acetonitriles oldatat
adtuk hozza (c=10mg/ml). 60 perc kevertetés utan a reakcioelegyet RP-HPLC segitségével
tisztitottuk, majd a kapott hidrazon szarmazékot liofilizdlas utan kémiailag jellemeztiik.
INH=CH-CO-"EFAGAGFVRAGAL'™ (M,, szamitott=1438,8; M,, mért=1438,8; Rt=298
perc). INH=CH-CO-"'SEFAYGSFVRTVSLPV'*: (M,, szamitott=1932,0; My, mért=1932,0;
Rt=31,4 perc)

A masik modszerben 10mmol (1,37g) izoniazidot 10ml acetonitril/viz (1 : 4 v/Wv)
elegyben oldottunk ¢és hozzdadtuk a glioxilsav-monohidrat vizes oldatat (10mmol; 0,92g /
2ml). 60 perc kevertetés utan a kivalo fehér csapadékot sziirtiik és mostuk vizzel. A terméket
vakuum exszikkatorban szaritottuk P,Os felett (kitermelés: 97%). Ezutan meghataroztuk a
termék olvadaspontjat (Op: 204,5-205,0°C) és monoizotopos molekulatdomegét (Mo
szamitott=193,1; M, mért=193,0). Izonikotinoilhidrazono-ecetsavat (9mmol; 1,75g) 15ml
absz. metanolban szuszpendaltunk, majd ekvimolaris mennyiségben hozzaadott NaBH;CN
(9mmol; 0.57g) segitségével redukaltuk. 12 ora kevertetés utan az oldatot vakuum alatt
szarazra paroltuk, majd metanolbdl atkristalyositottuk (kitermelés: 92%). Ezutan
meghataroztuk az igy eldallitott izonikotinoilhidrazino-ecetsav olvadaspontjat (Op: 192,5-
193,0°C) és monoizotopos molekulatomegét (M, szamitott=195,1; My, mért=195,0). A
terméket szilard fazison kapcsoltuk Boc/Bzl, illteve Fmoc/fBu stratégiaval eldallitott peptidek
N-terminalisahoz, illetve lizin g-aminocsoportjdhoz. A gyantakapacitasra szamitott 5

ekvivalens izonikotinoilhidrazino-ecetsavat, DIC ¢s HOBt reagenseket NMP-ban oldottuk ¢és a
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peptid-gyantahoz adtuk. 1 6ra elteltével a kapcsolas végbemenetelét Kaiser-teszt segitségével
ellendriztiik. A gyantarol valo hasitast és a termék feldolgozasat az 5.1.2 és 5.1.3. fejezetekben
ismertetett modszerek szerint végeztik. A tisztitott terméket analitikai RP-HPLC,
tomegspektrometria és aminosavanalizis segitségével jellemeztik. Az analizis eredménye a

10. tablazatban talalhato.

5.1.6.2. p-Aminoszalicilsav (PAS) — peptidkonjugatumok szintézise

p-Aminoszalicilsavat szilard fazison kapcsoltuk Fmoc//Bu stratégia szerint felépitett
peptidek N-termindlisdhoz. A gyantakapacitasra szamitott 5 ekvivalens mennyiségben PAS-t
és 5 ekvivalens DIC/HOBt reagenseket NMP-ban oldottunk ¢s hozzaadtuk a szabad
aminocsoportot tartalmazo peptid-gyantdhoz. 1 6ra kevertetés utdn mostuk és szaritottuk a
gyantat, majd TFA segitségével lehasitottuk a PAS-peptidkonjugatumot a fent leirt modszerek
szerint (5.1.2. fejezet). A kapott terméket RP-HPLC segitségével tisztitottuk, liofilizaltuk majd
kémiailag jellemeztilk analitikai RP-HPLC, aminosavanalizis és tomegspektrometria

segitségével (az analizis eredménye a /1. tablazatban talalhato).

5.1.6.3. Pirazinamid (PZA) — peptidkonjugatumok szintézise

Pirazinkarbonsavat (PZC) szilard fazison kapcsoltuk peptidek N-terminalisahoz, illetve
lizin g-aminocsoportjaihoz, DIC és HOBt reagensek segitségével (gyantakapacitasra szamitott
5 ckvivalens mennyiségben) amidkotés kialakitdsaval. A kapcsolast Kaiser-teszttel
ellendriztiik. A kapott pirazinamid-konjugatumot a gyantarol HF, illetve TFA segitségével
hasitottuk attol fliggéen, hogy a peptidlanc felépitése soran Boc/Bzl vagy Fmoc/tBu
védbesoport-kombinaciot alkalmaztunk (5.1.2 és 5.1.3. fejezetek). A terméket tisztitottuk (RP-
HPLC), majd kémiailag jellemeztilk. Az analitikai RP-HPLC és tomegspektrometria soran
kapott eredmények a /2. tablazatban talalhatoak.

5.1.6.4. DUT69 — peptidkonjugatumok szintézise

TKPKGTKPKG (OT10) peptid-gyantat (Rink-amid MBHA gyanta, kapacitas:
0,70mmol/g) a gyantakapacitasra szamitott 3 ekvivalens Boc-aminooxiecetsavval reagaltattuk
3 ckvivalens PyBOP, 3 ekvivalens HOBt és 6 ekvivalens DIEA jelenlétében. Egy ora

kevertetés utdan negativ Kaiser-teszt esetén a peptid-gyantait mostuk DCM-nal, majd
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szaritottuk. A hasitds soran 100mg peptid-gyantat TFA/H,O (4,75ml : 0,25ml) eleggyel
kevertettiik 1,5 6ran at. A hasitas utan a keveréket szfirtiik, majd a peptidet hideg (0°C) dietil-
éterrel kicsaptuk. Centrifugalas utan (2000rpm, 10 perc) az iiledéket vizben oldottuk, majd
liofilizaltuk. Az aminooxi-szarmazékok acetonnal reagalnak, ezért annak hasznalatat mindig
kertiltiik és a fagyasztast aceton/szarazjég elegy helyett folyékony nitrogénnel végeztikk. (May
szémitott=1114,3; My, mért=1114,2).

50mg NH,-O-CH,-CO-T10 peptidszarmazékot 2ml piridin/MeOH/H,O (1 : 4 : 1 vw)
elegyeben oldottunk. Az oldathoz 4 ekvivalens DUT69 (My,=229,3) szarmazékot adtunk,
majd 2 oran keresztiil szobahémérsékleten kevertettiik. Ezutan az oldathoz 0,1% TFA/viz
elegyet ontottiink és a kivalo csapadékot (DUT69 szarmazék feleslege) sziirtiik. A szirletet
vizzel négyszeresére higitottuk és RP-HPLC segitségével tisztitottuk. A terméket
liofilizalassal izolaltuk, majd kémiailag jellemeztuk analitikai RP-HPLC, tomegspektrometria

¢és aminosavanalizis segitségével. (May szamitott=1323,5; M,y mért=1323,6).

5.1.6.5. DUT44 — peptidkonjugatumok szintézise

50mg DUT44 (M,,=436,2) hatéanyagot 2ml DMF-ban oldottunk, majd 3 ekvivalens
glutaraldehiddel reagaltattunk 5 ekvivalens DIEA jelenlétében. 2 ora kevertetés utan az
oldathoz 0,1% TFA/viz elegyet adtunk és a kivalo sarga csapadékot sziirtilk, mostuk vizzel és
szaritottuk. (Mpo szamitott=550,3; My, mért=550,4).

Rink-amid MBHA gyantan (kapacitas: 0,70mmol/g) Fmoc//Bu stratégiaval felépitett
peptidhez a gyantakapacitasra szamitott 2 ekvivalens DUT44-O-CO-(CH,);-CO-OH
szarmezékot adtunk 2 ekvivalens PyBOP, 2 eckvivalens HOBt és 4 ekvivalens DIEA
jelenlétében. 1,5 ora kevertetés utan negativ Kaiser-teszt esetén a peptid-gyantat mostuk
DCM-nal, majd szaritottuk. A hasitast TFA/tioanizol/viz /EDT/fenol (82,5 : 5:5:25:5
viviv/iv/w) eleggyel végeztiik (2 ora kevertetés). A hasitas utan a keveréket sziirtiik, majd a
peptidet hideg (0°C) dietil-éterrel kicsaptuk. Centrifugalas utan (2000rpm, 10 perc) az
iledéket vizben oldottuk, majd liofilizaltuk. A nyersterméket RP-HPLC segitségével
tisztitottuk, majd kémiailag jellemeztuk analitikai RP-HPLC, tomegspektrometria ¢és

aminosavanalizis segitségével. (M,, szamitott=3520,8; M,, mért=3520,6).
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5.1.7. Peptidek és peptidszairmazékok tisztitasa

Az elbzetesen feldolgozott peptideket és peptidszarmazékokat félpreparativ eljarassal
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) alkalmazéasaval tisztitottuk. Knauer
rendszeren, C18 csoporttal modositott szilika toltetii oszlop felhasznalasaval egy injektalassal
5-10mg nyersterméket valasztottunk el a szennyezéseitél. Apolarosabb peptidek esetében C4
csoporttal modositott oszlopot hasznaltunk. A munka soran hasznalt oszlopok adatai az 5.7.1.
fejezetben lathatoak. Az oszlop ekvilibralasahoz, illetve az elicidhoz alkalmazott elegyek a
kovetkezok voltak: 4 eluens: 0,1% TFA/viz; B eluens: 0,1% TFA/acetonitril-viz (80 : 20 v/v).
Az elegyeket a felhasznalas el6tt vakuum alatt ultrahangos razatas mellett leveg6tlenitettiik.
Minden peptid és peptidszarmazék esetében linearis gradienseliiciot alkalmaztunk, a gradienst
a peptidek és peptidszarmazékok hidrofilitdsa hatarozta meg. A detektalas UV detektor
segitségével tortént (A=214nm, 280nm). Az elvalasztasokat szobahdmérsékleten végeztik, a
folyassebesség 4ml/perc volt. A mintat 4 eluensben oldottuk, 2,5-5mg/ml téménységben. Az
oszlopra 2ml oldatot injektaltunk. A fékomponenst tartalmazo oldatbol az acetonitrilt vakuum

alatt elparologtattuk és a maradék vizes oldatot liofilizaltuk.

5.1.8. Peptidek, peptidkonjugatumok és hatéanyagok analitikai jellemzése

5.1.8.1. Analitikai RP-HPLC vizsgalatok

A vizsgalando vegyiiletek homogenitasat analitikai RP-HPLC vizsgalattal elemeztiik.
Knauer késziilék, forditott fazisu, C18, illetve C4 oszlopok felhasznalasaval, analitikai
eljarassal (az oszlopok adatai az 5.1.1. fejezetben talalhatoak). Az oszlopok ekvilibralasahoz,
illetve az eliciohoz a kovetkezd elegyeket alkalmaztuk: A eluens: 0,1% TFA/viz; B eluens:
0,1% TFA/acetonitril-viz (80 : 20 v/). Az A eluensben oldott 0,5-1,0mg/ml toménységt
mintakbol az oszlopra 20ul-t injektaltunk. Minden peptid és peptidszarmazék esetében linearis
gradienseluciot alkalmaztunk (leggyakrabban 5B% 5 perc, 5-60B%, 35 perc). Az aramlasi

sebesség 1ml/perc volt. A detektalas abszorbancia mérésével (A=214, 280nm) tortént.

5.1.8.2. Aminosavanalizis

100-200pg peptidet, illetve peptidszarmazékot 6M sosavval, 110°C-on, 24 o6ra alatt
evakualt cs6ben hidrolizaltunk, majd a hidrolizatumbol az aminosavosszetételt SYKAM S-433
automata aminosavanalizator segitségével allapitottuk meg. Az aminosavanaliziseket

Dr. Medzihradszky Schweiger Hedvig és Dr. Bésze Szilvia végezte.
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5.1.8.3. Peptidek cisztein tartalminak meghatirozasa NV-etilmaleimiddel

100pg peptidet 1mg/ml koncentracioban 0,1M TRIS-pufferben (pH=7,0) oldottunk és
20ul-t injektaltunk azonnal analitikai RP-HPLC-re. A maradék oldathoz N-etilmaleimid
etanolos oldatat (¢=0,1mg/ml) adtuk a tiolcsoportokra szamitott 1,1 molaris feleslegben. Az
oldatot 5 percig szobahémérsékleten ultrahangfiirdében razattuk, majd analitikai RP-HPLC
segitségével elemeztilk Eurospher-100 C18 oszlop felhasznalasaval (5.1.8.1. fejezet). Az
alkalmazott gradiens a vizsgalt vegyiilet polaritasatol fliggott. A reakcid soran keletkezett
szukcinimid szarmazék retencids ideje minden esetben eltért a kiindulasi peptidétdl, igy a
csucs alatti teriilet alapjan kiszamithato a szabad tiolcsoportot tartalmazé peptid mennyisége.
A kiindulasi anyagokat és a reakcid soran kapott termékeket tomegspektrometriaval

azonositottuk.

5.1.8.4. Tomegspektrometria

A tomegspektrumokat electrospray ionforrassal, Bruker Esquire 3000+ tipust ioncsapdas
késziléken vettiik fel. A mintakat 0,1% AcOH-t tartalmazé acetonitril/viz 1:1 (v/v)
oldoészerelegyben oldottuk és 10ul/perc aramlasi sebességgel injektaltuk. A spektrumokat

pozitiv modban, 50-3000 m/z tartomanyban, 13,000 m/z/sec mintavételi sebességgel vettiik fel.

5.1.8.5. Elemanalizis

A vegyiiletek elemanalizisét Dr. Medzihradszky Schweiger Hedvig végezte VARIO EL
IIT automata elemanalizator segitségével.

A polimer hordozok klortartalmanak meghatarozasat Kiskd Maria végezte modositott

Schoniger égetéses modszer alkalmazasaval [196].

5.1.8.6. Olvadaspont meghatirozas
A vegylileteket achatmozsarban valo elporitds utan egyik végén leforrasztott
tvegkapillarisba toltéttikk. Az olvadaspontot Biichi 530 késziilék segitségével hataroztuk meg

0,5°C/perc fiitési sebesség mellett.
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5.1.8.7. Spektrofluorimetria

A hatéanyagok, illetve konjugatumok fluoreszcens spektrumat FS900CD
spektrofluoriméter segitségével vettiik fel. A méréseket Dr. Csik Gabriella (SOTE, Biofizikai
Intézet) végezte. A mintak gerjesztése Xe lampaval, a jelek detektalasa Hammamatsu
“photomultiplier”(R955) alkalmazasaval tortént. A monokromator felbontasa 0,5 nm volt. A
10-3mol/dm3 koncentraciojui (DMSO) torzsoldatokat HPMI médiummal 100-szorosara

higitottuk, majd a spektrumokat lcm-es kiivettaban, szobahémérsékleten vettiik fel.



5.2. In vitro Kisérletek

87

5.2.1. Az in vitro kisérletek sordn hasznalt vegyszerek, eszkozok, miiszerek

Anyagok, vegyszerek

Elnevezés Rovidités, jelzés Gyarto cég
polioxietilén-szorbitan-monolaurat Tween-20
forbol-12-mirisztat-13-acetat PMA
fitohemagglutinin PHA
marha szérum albumin BSA
(bovine serum albumin) Sigma
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-tetrazolium) (St.Louis, MO, USA)
: MTT
bromid
tripankék, DMSO, Sigma fast OPD, ionomycin,
monensin, szaponin, gentamicin, L-glutamin
5(6)-karboxifluoreszcein-diacetat N-szukcinimid- Fluka
A CF-SE .
észter (Buchs, Svijc)
Human IFN-y standard TFN-y 'Euroclone .
(Paignton, Anglia)
magzati borji savo (foetal calf serum) FCS (Paisg/l,blicr)lglia)
Ficoll-Hypaque Beckman Coulter
(Fullerton, CA, USA)
H,0,, HCI, NaN3 NaCl, Na,HPO,, KH,PO,, Reanal
Na,CO; NaHCO;, MgCl,, citromsav, etanol (Budapest)
Ellenanyagok

Elnevezés

Gyarto cég

monoklonalis anti-huméan IFN-y antitest

biotinalt monoklonalis anti-human IFN-y antitest

PE-konjugalt monoklonalis anti-human IFN-y antitest

PE-konjugalt monoklonalis anti-human CD25 antitest

BD Bioscience
(San Jose, CA, USA)

FITC-konjugalt monoklonalis anti-huméan CD4 antitest Sigma
avidin-peroxidaz (EC 1.11.1.7) (St.Louis, MO, USA)
MABTECH

Human Interferon-y ELISpot ™ készlet

(Nacka Strand, Svédorszag)

Taptalajok, pufferek

Osszetétel Rovidités, jelzés pH

0,01M foszfat puffer + 0,1M NaCl PBS 74
2-amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol TRIS 7,0 s 8,3

4-(2-hidroxietil)-1-piperazin etanszulfonsav HEPES 7.4

9ImMglik6z, 10mM NaHCOs;, 119mmM NaCl, 9mM HEPES, 5mM KCl, HPMI 74

0,85mM MgCl,, 0,053mM CaCl,, 5SmM Na,HPO,x2H,0 ’
RPMI-1640 szovettenyészté médium RPMI 7.4
FacsFlow (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 7,5




Eszkozok
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Elnevezés

Gyarto cég

25cm”, 750mz, 175cm” szovettenyésztd flaska

24, 96 lyuku letapad6 és szuszpenzios
szovettenyésztd lemez

Iml, 5ml, 10ml, 50ml szeroldgiai pipetta

15ml, 50ml centrifuga-cs6

3,5ml Pasteur-pipetta

Sarstedt
(Niimbrecht, Németorszag)

96 lyukt MaxiSorp mikrotitracios "flat-bottom" lemez

Nunc
(Roskilde, Déania)

Millex 0,22pm sziird

Millipore
(Cork, Irorszag)

1ml-es fecskendd

Terumo
(Leuven, Belgium)

BD Biosciences

276 ti (San Jose, CA, USA)
Miiszerek, programok
Elnevezés Gyarto cég
ELISA lemez leolvasé spektrofotométer (Helsihlilij,slgis;irgrszég)
Carl Zeiss

Sedival fénymikroszkop

(Jena, Németorszag)

R, Esco
ESCO Labculture laminaris fiilke (Class II) (Hatboro, PA, USA)
Multifuge 3 S-R centrifuga Hereaeus

Hera Cell inkubator

(Hanau, Németorszag)

FACSCalibur aramlasi citométer

BD LSR II aramlasi citométer

DiVa FCS 3.0 program

CellQuest program

BD Biosciences
(San Jose, CA, USA)

ImmunoSpot lemez leolvaso késziilék

Image Acquisation program

C.T.L.
(Bonn, Németorszag)
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5.2.2. Sejtek izolalasa, sejtvonalak fenntartasa
A kovetkezd fejezetben ismertetem a munka soran alkalmazott sejtek preparalasanak

menetét, illetve a sejtvonalak fenntartasanak koriilményeit.

5.2.2.1. PBMC (periférias vérbél szarmazé monomorfonuklearis sejtek) izolalasa

10-15ml alvadasgatolt vénas vért (vérvételi csd: Vacuette 3,5ml INC Na-citrat 3,2%)
kétszeresére higitottunk RPMI-1640 szérummentes médiummal. A higitott vért 15ml-es
centrifuga-csovekben Ficoll-Hypaque folé rétegeztiik (3ml Ficoll + 6ml higitott vér), majd 30
percig centrifugaltuk (2000rpm, 18°C, fékezés nélkiil) [213].
Az elvalt limfocita réteget (63. dbra) Pasteur-pipetta

segitségével 15ml-es centrifuga-csébe szedtiik, majd

phazma mostuk  RPMI-1640  szérummentes  médiummal

PBMC (limfocték, monocicaiy | (1 000rpm, 10 pere, 18°C). A feliiliiszé ledntése utan a

Ficoll kapott pelletet felszuszpendaltuk, majd a sejteket ismét

vordsvértestek

mostuk szérummentes médiummal (1000rpm, 15 perc,

63. abra. PBMC prepar dlds Ficoll segitségével 1 SOC) Ezutin a sejteket 2ml RPMI-1640 teljes

médiumban® vettiik fel. A sejtszamot Biirker-kamraban hataroztuk meg (4ltalaban 10pl
sejtszuszpenzidt 190ul 0,4% tripankék oldattal higitottunk). A sejteket ezutan 24 vagy 96
lyuku szuszpenzids szovettenyésztd lemezekre osztottuk a kisérleteknek megtfeleld

sejtszammal.

5.2.2.2. Egér csontveldi sejtek preparalasa és differencialtatasa

11 hetes Balb/c ndstény egerekbdl szarmazé femur (combcesont) és tibia (sipcsont)
csontokat 70%-os etanolban sterilizaltuk (0,5 perc), majd steril PBS pufferbe (pH=7.4) tettiik.
A csontvégek levagasa utan a csontvel6t 27G-s tiivel atmostuk (steril PBS), majd centrifugalas
utan (1000rpm, 5 perc) a sejteket Sml R10/M-CSF fenolvords nélkiili médiumban vettiik fel.
Az R10/M-CSF médium osszetétele a kovetkezd volt: fenolvoros nélkiili RPMI-1640; 10%
FCS; 10mM HEPES; 0,160umol/ml gentamicin; 2,5ug/ml rMu M-CSF (makrofag-

koloniastimulalo faktor). A sejteket ezutan 19G-s tii segitségével homogenizaltuk, majd steril

% A teljes RPMI-1640 médium 10% FCS-t (hével inaktivalt magzati borjii szérum, foetal calf serum), L-glutamint
(2mM) és gentamicint (160pumol/ml) tartalmazott
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Petri-csészékbe osztottuk. A sejteken 3 naponta cseréltik a médiumot ugy, hogy a nem-

letapado sejteket ovatosan a médiummal egyiitt eltavolitottuk [214-216].

o %
64. abra. Egér csontveldi sejtek differencialodasa M-CSF hatdsara, fénymikroszkopos felvételek.
A makrofag koloniastimulalo faktor (M-CSF) hatasara a sejtek differencialodtak, ami a
mikroszkopos felvételeken jol latszik (64. abra). Két hét elteltével a differencialodott sejteket
szovettenyészté lemezekre osztottuk és citotoxicitasi ¢és sejtfelvételi vizsgalatokat végeztiink.
A citotoxicitasi vizsgalatokhoz 96 lyuka Sarstedt letapadd sejtekhez vald lemezeket

hasznéltunk és lyukanként 10* sejtszamot alkalmaztunk.

5.2.2.3. HepG2 — human hepatoma sejtvonal fenntartasa

A human m4j eredetti hepatokarcinoma HepG2 sejtvonalat [217, 218] (ATCC HB-8065)
150ml-es szdvettenyésztd flaskaban tenyésztettiik RPMI-1640 teljes médiumban, 37°C-on, 5%
CO; atmoszféraban. A teljes médium 10% FCS-t, L-
glutamint (2mM) ¢és  gentamicint  (160pg/ml)
tartalmazott. A sejteket kétnaponta passzaltuk. A
sejtszamot Biirker-kamraban hatdroztuk meg 0,4%-os

tripankék oldat alkalmazasaval. A citotoxicitasi

vizsgalatokhoz a logaritmikus novekedési szakaszban

65. abra. HepG2 sejtvonal mikroszkdpos képe

lemezre osztottuk.

1évé  sejteket 96 lyuka letapadd szovettenyésztd

5.2.2.4. MonoMac6 — monocita sejtvonal fenntartisa
A huméan monocitikus MonoMac6 sejtvonalat [219-221] a German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Németorszag) forgalmazza. A

szuszpenzios sejteket 150ml-es szovettenyésztd flaskaban tenyésztettik RPMI-1640 teljes
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médiumban. A teljes médium 10% FCS-t, L-glutamint (2mM) ¢és
gentamicint (160pg/ml) tartalmazott. A sejteket 37°C-on, 5% CO,

atmoszféraban tartottuk.. A citotoxicitasi és sejtfelvételi vizsgalatok

el6tt a logaritmikus novekedési fazisban 1€vo sejteket 24 illetve 96

66. abra. MonoMac6 sejtvonal
mikroszkopos képe.

lyuku szuszpenzids szovettenyészto lemezekre osztottuk.

5.2.3. Az izolalt PBMC sejtek stimuldlasa epitop peptidekkel és konjugatumokkal

A teljes, alvadasgatolt vérbol a kisérlet napjan izolalt PBMC sejteket 96 lyuku, U-alju
szuszpenzios lemezre osztottuk (1,5x10° sejt/225ul RPMI-1640 teljes médium). A
vizsgalandd peptideket ¢és peptidszarmazékokat RPMI-1640 szérummentes médiumban
oldottuk és 0,22pum sziirdvel steril oldatokat készitettiink. Az oldatokbol 25ul-t adtunk a
sejtszuszpenziohoz gy, hogy a végkoncentracio 25uM és 12,5uM legyen. A pozitiv kontroll
0,5png/ml PHA (fitohemagglutinin) mitogén volt, amely a sejtek (elsésorban limfocitak) DNS
szintézisének és osztodasanak fokozodasat - nem antigénspecifikus modon - indukalja.
Negativ kontrollként 25l szérummentes médiumot adtunk a sejtekhez. 24 és 48 ora inkubalas
utdn (37°C, 5% CO,) a sejtekrol 100ul feliiliszot szedtiink, amit az ELISA teszt elvégzéséig -
80°C-on taroltunk.

5.2.4. PBMC sejtek altal termelt IFN-y meghatirozisa ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) modszerrel

A sejtek altal termelt IFN-y mennyiségét enzimkotott immunesszé (ELISA) segitségével
hataroztuk meg a feliiliszobol. 96 lyukit NUNC Maxisorp lemezt lyukanként 50ul 2pg/ml
monoklondlis anti-human IFN-y antitesttel érzékenyitettiink egy éjszakan keresztiil 4°C-on.
Ezutan a lemezt kétszer mostuk 0,05% Tween-20/PBS pufferrel (200ul/lyuk), majd a nem-
specifikus kotéhelyeket 10% FCS/PBS oldattal blokkoltuk (200ul/lyuk, 2 6ra, 25°C). Mosés
utdn (2x200ul/lyuk; 0,05% Tween-20/PBS) hozzdadtuk a -80°C-on térolt vagy frissen

eltavolitott 100ul feliilliszokat, illetve az IFN-y standard oldatokat®.

* Az Iug/ml koncentraciéjn IFN-y torzsoldatbol a higitast 10% FCS/0,05% Tween-20/PBS oldattal végeztiik. A
legnagyobb végkoncentracio 10000pg/ml volt. Ebbdl 3-szoros tovabbmend higitassal allitottuk elé a tovabbi
koncentracio és a mérés soran kapott OD adatokra masodfokt figgvényt illesztettiink és a parabola egyenletébdl
szamitottuk ki a PBMC sejtek altal termelt IFN-y mennyiségét.
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2 ora elteltével (25°C) a lemezt mostuk (4x200ul/lyuk;

0,05% Tween-20/PBS), majd lyukanként 100pul

biotinalt monoklonalis anti-human IFN-y antitestet
adtunk Ipg/ml végkoncentracioban (1 ora, 25°C).
Mosast  kovetden (6x200ul/lyuk; 0,05% Tween-
20/PBS) avidin-peroxidazt pipettaztunk a lemezre
(Ipl/ml, 100ul/lyuk). 30 perc inkubalas (25°C) utdn
mostuk a lemezt (8x200ul/lyuk; 0,05% Tween-
20/PBS),

szubsztrat oldatot (100ul/lyuk), melyet Sigma fast OPD

majd hozzaadtuk a peroxid tartalmu

tablettabol készitettilk 20ml vizzel. A lemezt s6tétben

inkubaltuk a szin megjelenéséig, majd a reakciot S0pul

3M HCI hozzaadasaval allitottuk le. A szin intenzitasat (OD, optical density) ELISA lemez

leolvaso spektrométer segitségével hataroztuk meg A=492nm-en

5.2.5. PBMC sejtek altal termelt IFN-y meghatirozasa ELISpot (enzyme-linked

immunospot) teszttel

Az ELISpot kisérleteket a MABTECH készlet (Nacka Strand, Svédorszag) segitségével

végeztiik (Human Interferon-y ELISpotPRO kit). A készlet tartalmazza az IFN-y antitesttel

kotott lemezt, a pozitiv kontrollt, biotinilalt IFN-y antitestet, alkalin foszfatazzal konjugalt

detektalo antitestet és a szubsztrat oldatot. Az IFN-y antitesttel kotott ELISpot lemezt steril
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68. abra. Enzimkotott immunospot (ELISPot).

PBS pufferrel (pH=7,4) mostuk (200ul/lyuk), majd 10%
FCS-t tartalmaz6é médiummal blokkoltuk (200ul/lyuk,
45 perc). A lemezre 2x10° PBMC sejtet osztottunk

100ul  teljes médiumban, majd hozzaadtuk a
médiumban oldott peptideket (c=10pg/ml),
peptidkeverékeket (c=3pg/ml), ESAT6+CFP10

fehérjekeveréket (c=5pg/ml), rekombinans fehérjéket
(c=5pg/ml), illetve a pozitiv kontrollt (c=ng/ml). 16 6ra
inkubélas (37°C, 5% CO,) utan a sejteket eltavolitottuk,
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majd a lemezt 6tsz6r mostuk PBS pufferrel. Ezutan hozzaadtuk az alkalin foszfataz enzimmel
konjugalt detektalo antitestet (mAb 7-B6-1, 1:2000 higitds, 100ul/lyuk) és 2 oran at
szobahdmérsékleten inkubaltuk a lemezt. Mosas (5x200ul PBS/lyuk) utan 100ul szubsztrat
oldatot (BCIP/NBT-plus) pipettaztunk a lyukakba és a szines pottydk (spots) megjelenését
kovetéen (kb. 10-15 perc) csapvizzel mostuk a lemezt, majd szaritottuk. A lemez leolvasasat
szabad szemmel, vagy Image Acquisition 4.5 és ImmunoSpot 3.2 programok segitségével

végeztik.

5.2.6. PBMC sejtek stimuldlasa és az intracellularis IFN-y meghatirozasa aramlasi
citometridaval

A PBMC sejteket 24 lyuka szuszpenzios lemezre osztottuk (5x10° sejt/950ul RPMI-
1640 teljes médium). A vizsgalando epitop peptidekbdl és peptidszarmazékokbol steril
oldatokat készitettink RPMI-1640 szérummentes médiummal ¢és 50ul-t adtunk a
sejtszuszpenziohoz gy, hogy a végkoncentracidé S0uM és 25uM legyen. Pozitiv kontrolként a
sejteket 10ng/ml PMA ¢és 1pg/ml ionomycin oldattal stimulaltuk. Negativ kontrollként 50ul
szérummentes médiumot adtunk a sejtekhez. 2 ora inkubalas utan (37°C, 5% CO) a sejtekhez
fehérje transzport gatldé monensin (30pl, ImM) oldatot adtunk. 6, 16 és 24 ¢ra elteltével
aramlasi citometriaval hataroztuk meg az intracellularis IFN-y mennyiségét.

Centrifugalas (2000rpm, 5 perc) utan eltavolitottuk a feliiliszot, majd a sejtekhez
lyukanként 5ul FITC-konjugalt monoklonalis anti-human CD4 antitestet adtunk (10 perc,
4°C). Mosas (1% hdvel inaktivalt FCS / 0,2mg/ml NaN; / PBS) utan a sejteket fixaltuk 100ul
4% paraformaldehid tartalma PBS pufferrel 30 percig (25°C). Ezutdn a sejteket mostuk és
permeabilizaltuk 0,1% szaponin tartalmi permeabilizalo pufferrel (1% FCS / PBS). Az
intracellularis IFN-y jeloléshez a sejteket lyukanként 3ul PE-konjugalt anti-human IFN-y
antitesttel inkubaltuk 1 oraig 4°C-on. Mosas utan a sejteket FacsFlow folyadékban vettiik fel
és FACSCalibur aramlasi citométerrel analizaltuk. A kapott eredményeket CellQuest program
segitségével értékeltiik.

5.2.7. T-sejt proliferacié vizsgalata aramlasi citometriaval
PPD+ egészséges donor vérébol preparalt PBMC sejteket hideg PBS pufferrel mostuk
(2000rpm, 5 perc). A feliiluszo ledntése utan a sejteket 1ml PBS-ben felszuszpendaltuk majd
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2,5uM (1,39mg) CF-SE (5(6)-karboxifluoreszcein-diacetat N-szukcinimid-észter) reagenst
adtunk a sejtszuszpenzidhoz [57, 58]. 10 perc 37°C-on valé inkubalds utin a reakciot 5%
FCS/PBS hozzaadasaval allitottuk le. Mosast kovetden (2xPBS) a sejteket 24 lyukua
szdvettenyészté lemezre osztottuk (5x10° sejt/ml/lyuk) RPMI-1640 teljes médiumban. A
sejtekhez ezutan hozzaadtuk a vizsgalandd peptidek / konjugatumok steril oldatat 25uM
végkoncentracidban. Pozitiv kontrollként a sejtekhez 0,5ug/ml PHA-t adtunk. 6 nap (37°C,
5% CO,) elteltével a sejteket lecentrifugaltuk (2000rpm, 5 perc), FacsFlow folyadékban
felvettiik és FACSCalibur aramlasi citométerrel analizaltuk. A kiértékelést CellQuest

programmal végeztiik.

5.2.8. T-sejt stimulacio vizsgalata CD25 Kkorai aktivaciés marker jelolésével

A preparalt PBMC sejteket 24 lyuku szovettenyésztd lemezre osztottuk (5x10°
sejt/ml/lyuk) RPMI-1640 teljes médiumban. A vizsgalandé peptidbdl és konjugatumbol steril
oldatokat készitettiink és 25uM végkoncentracioban a sejtekhez adtuk. Pozitiv kontrollként a
sejteket 0,5ug/ml PHA reagenssel stimulaltuk. 3, 6, 12 és 24 ora inkubalas (37°C, 5% CO»)
utan a sejteket lecentrifugaltuk (2000rpm, 5 perc). A korai aktivacios marker jelolésé¢hez a
sejtekhez 5ul PE-konjugélt monoklondlis anti-human CD25 antitestet adtunk (10 perc, 4°C)
[198-200]. A sejteket ezutan mostuk (1% FCS / 0,2mg/ml NaNs / PBS), fixaltuk (100ul 4%
paraformaldehid / PBS; 30 perc, 4°C), majd permeabilizaltuk (0,1% szaponin / 1% FCS / PBS;
10 perc, 25°C). Mosas utéan a sejtekhez 3ul FITC-konjugalt monoklonalis anti-human IFN-y
antitestet adtunk. 1 6ra 4°C-on valo inkubalas utdn a sejteket mostuk, FacsFlow folyadékban
felvettiik ¢s FACSCalibur aramlasi citométerrel analizaltuk. A kiértékelést CellQuest program

segitségével végeztiik.

5.2.9. Minimalis inhibiciés koncentracié (MIC) és telepszam (CFU) meghatirozasa M.
tuberculosis és M. kansasii tenyészeten

Kisérleteinket az Orszagos Koranyi TBC és Pulmonologiai Intézet teriiletén talalhato
Bakterioldgiai Laboratériumban (Corden International Magyarorszag Kft.), Dr. Szabo Nora
iranyitasaval és David Sandor kozremiikodésével végeztiik.

Mycobacterium tuberculosis HzRv (ATCC 27294), vagy Mycobacterium kansasii
(ATCC 35775) 4 hetes friss tenyészetébdl golyds lombikban 0,5 Mcfarland (1,5%10% CFU/ml
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69. abra. Minimalis inhibiciés koncentracio (MIC) és telepszam (CFU) hatarozasa.

A vizsgalando vegyiileteket DMSO-ban oldottuk, sterilre sziirtiik, majd DMSO-dal
sterilen 10 higitast készitettiink®, A hatoanyagoldatokbol 100pl-t pipettaztunk az 5ml Sula
folyékony taptalajt (pH=6,5) [12, 13, 223] tartalmazo6 csovekbe. A cséveket ezutan befertdztiik
a higitott baktérium szuszpenzidval (100ul) és 28 napig 37°C-on inkubaltuk. 28 nap elteltével
meghataroztuk a minimalis inhibiciés koncentraciot (MIC), tehat azt a legkisebb hatdanyag
koncentraciot, ahol szabad szemmel a csOvekben nem lattunk baktériumnovekedést
(zavarosodast). Ezekbdl a csovekbdl szilard Lowenstein-Jensen [9, 10] taptalajokra oltottunk
ki, és 4-6 hét elteltével megszamoltuk a kindvekedett koloniak szamat (CFU, Colony forming
Unit, telepszam) A telepszamnak a megfeleld baktérium szuszpenzié higitassal vald szorzatat
hasonlitottuk Ossze a kiindulasként alkalmazott 0,5 Mcfarland szuszpenzié telepszamaval
(1,510% CFU/ml). A MIC és CFU értékekeket minden esetben legalabb két fiiggetlen

kisérletben hataroztuk meg.

4 INH és INH-konjugatumok esetében (az irodalmi adatok alapjan, MICnE=0,02-0,2png/ml) a vizsgalt
koncentracio tartomany 0,01 — 0,50pg/ml volt. A tobbi vegyiiletbdl 0,1 — S0ug/ml kozotti koncentracidban
vizsgaltuk a gatld hatast.
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5.2.10. Citotoxicitas és citosztatikus hatas vizsgalata kolorimetrias tetrazélium (MTT)
teszt alkalmazasaval

Az antituberkulotikus hatasu vegyiiletek és konjugatumok citotoxicitasat vizsgaltuk
HepG2, MonoMac6 sejtvonalakon, valamint preparalt human PBMC és egér csontveldi
makrofag sejteken. A citosztatikus hatast HepG2, MonoMac6 és PBMC sejteken vizsgaltunk.
Mindkét vizsgalatnal a sejtek életképességének meghatarozasa MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) teszt segitségével tortént [224-226].

HepG2 és MonoMac6 sejtvonalak esetén a logaritmikus névekedési szakaszban 1évo
sejteket 96 lyuku szovettenyésztd lemezre osztottuk 100ul RPMI-1640 teljes médiumban
(5><103 sejt/lyuk). Az izolalt human PBMC illetve csontveldi eredetli differencialtatott egér
makrofagok esetében a vizsgalat napjan osztottuk lemezre a sejteket (egér makrofag: 10°
sejt/lyuk, human PBMC: 5x10” sejt/lyuk) 100ul szérummentes RPMI-1640 médiumban.

50ul médium eltavolitasa utdn 150ul szérummentes médiumban oldott, sterilre sziirt
vizsgalando vegyiiletet / konjugatumot® adtunk a sejtekhez 4-8 parhuzamosban és 37°C-on
inkubaltuk a lemezt. 3 ora kezelési id6 elteltével a sejtekrol lemostuk a hatéanyagot.
Citosztatikus hatas vizsgalatanal a sejtekhez 150ul teljes médiumot pipettaztunk és tovabbi 3
napig inkubdltunk (37°C, 5% CO,). 3 nap elteltével, citotoxicitas esetében pedig a kezelést
kovetéen a sejtekhez lyukanként 45ul MTT-oldatot adtunk (c=2mg/ml, szérummentes
médiumban oldva). 3,5 dra inkubélds utan a lemezt centrifugaltuk (2000rpm, 5 perc) és a
feliiluszot G30 tlivel dvatosan eltavolitottuk. A lila kristalyokat 100ul DMSO-ban oldottuk és
10 perc razatas utan ELISA lemez leolvasd spektrométer segitségével hataroztuk meg az
abszorbanciat A=540nm ¢és 620nm-en. A két hullamhosszon mért abszorbancia értékek
kiilonbségét atlagoltuk (4). A citotoxicitast, illetve a citosztatikus hatas mértékét a kovetkezd
képlet alapjan szamitottuk ki:
citotoxicitds % =1 OO'Ll_ Apezetrejek J ahol 4 a 4-8 parhuzamos lyukban mért abszorbancia

konirollsejiek ) 3tlaga.
A citotoxicitas mértékét (%) a koncentracio fiiggvényében abrazoltuk és az illesztett gorbe

segitségével meghataroztuk az ICs értéket.

torzsoldatokbol haromszoros tovabbmend higitassal 8 tovabbi oldatot allitottunk el6 és ezekbdl pipettaztunk
150pl-t a sejtekhez. Minden lemezen alkalmaztunk negativ kontrollt, ahol a sejtekhez lyukanként 150ul
szérummentes médiumot adtunk.
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5.2.11. DUT44 hatéanyag sejtfelvételének vizsgalata MonoMac6é monocita sejtvonalon
aramlasi citometridval

A logaritmikus novekedési fazisban 1évé MonoMac6 sejteket 24 lyukl szuszpenzids
lemezre osztottuk (10° sejt/lml RPMI-1640 teljes médium). A vizsgilands DUT44
hatéanyagot RPMI-1640 szérummentes médiumban oldottuk, majd az oldatot sterilre szlrtiik.
A torzsoldat végkoncentracija 10°*M volt. Ebb8l 5-sz6ros tovafuto higitassal allitottuk eld a
tbbi oldatot (koncentraciotartomany: 5x10°M; 10°M). A sejtekré] centrifugalas (1000rpm, 5
perc) utan eltavolitottuk a médiumot, majd 250ul szérummentes médiumot és 250ul
hatoanyagoldatot adtunk a lyukakhoz. 1 o6ra inkubalas utan (37°C, 5% CO,) a sejteket
lecentrifugaltuk (1000rpm, 5 perc), eltavolitottuk a médiumot, majd 100ul 1mM tripszin
oldatot adtunk a sejtekhez. Ezutan 1ml 10%FCS/HPMI médiumot adtunk a lyukakhoz, majd
mosas utan a sejteket 0,5ml HPMI médiumban vettiik fel. A sejteket BD LSR II aramlasi

citométerrel analizaltuk. A kapott eredményeket WinMDI program segitségével értékeltiik ki.
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Osszefoglalas

Doktori munkdm soran Mycobacterium tuberculosis immundominans fehérjéit
reprezentald peptidantigénekkel foglalkoztam, melyek immundiagnosztikai reagensként
potencialisan a fertdzottség korai detektalasat tennék lehetévé. A 16kDa fehérje funkcionalis
T-sejt epitopjanak szarmazékait allitottam el6. PPD pozitiv donorok esetében a
peptidszarmazékok nagyobb T-sejt valaszt indukaltak. Megallapitottam, hogy az
antituberkulotikus ~ kezelés hatdsara csokken az IFN-y termelés mértéke. A
*ISEFAYGSFVRTVSLPV'®-C peptidet OT20 oligotuftsin szarmazékhoz és SAK, EAK
polimerekhez konjugaltam tioéterkotésen keresztiil. A konjugalas tobbszorosére novelte a 91-
106 peptid altal kivaltott IFN-y termelést. Az Rv2654 (Tb7.7) fehérje antigénszerkezetének
felderitését atlapold dodekamer peptid segitségével végeztem. A fehérjén beliil harom T-sejt
epitop régiot lokalizaltam ELISpot moddszerrel PPD pozitiv latens fertézottek és aktiv tbe-s
betegek PBMC sejtjein. Az Rv2654 fehérje C-terminalis régidja (61-81) a tbe-s betegek 60%-
anal indukalt specifikus immunvalaszt. Az N-terminalis, a 31-50 és a C-terminalis région beliil
tovabbi peptideket szintetizaltam. Megallapitottam, hogy a legnagyobb, az ESAT6/CFP10
fehérjekeverékkel kozel azonos mértéki, T-sejt valaszt az 51-65 peptid valtja ki. A dormans
allapoti baktérium altal expresszalt Rv1733c fehérje epitopszerkezetének felderitésére husz
atlapold dodekamer peptidet allitottam el6. Az in vitro tesztek alapjan lokalizalt két région
(91-130 ¢és 191-210) belill tovabbi peptideket szintetizaltam. A legnagyobb mértékii T-
sejtvalaszt a 91-105, 111-125 és 193-210(Ser) peptidek esetében detektaltam.

Peptidek cisztein tartalmanak kvantitativ meghatarozasara alkalmas 1j analitikai
modszert dolgoztam ki N-etilmaleimid reagens alkalmazasaval. Az eljaras a tioéter kotésen
keresztiil torténd konjugalasi reakcio kovetésére is alkalmas.

INH, PAS ¢és PZA antituberkulotikumok molekuldrisan jellemezett peptidalap
konjugatumait allitottam el6. Megallapitottam, hogy az INH konjugatumok mindegyike a
szabad izoniaziddal kozel azonos hatast mutat. A karboxilcsoporton torténd konjugalas
hatasara a PAS elveszti in vitro antituberkulotikus hatsat.

Az altalam vizsgalt harminchét in silico azonositott vegyiilet kozill tizenét mutatott
antituberkulotikus hatast. A legkisebb MIC értékkel rendelkez6é vegyiiletek citotoxikus és
citosztatikus hatasat hatdroztam meg. Fluoreszcens sajatsagi DUT44 molekula esetében
koncentracio fliggd sejtfelvételt tapasztaltam MonoMac6 sejtvonalon. A DUT44 és a DUT69
molekula szarmazékait oligopeptid hordozohoz konjugaltam. A konjugalas hatasara a

vegyliletek megdrizték antituberkulotikus hatasukat.
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Summary

Peptide antigens representing immundominant proteins of Mycobacterium tuberculosis
can be considered as potential diagnostics. Derivatives of the functional T-cell epitope of
16kDa protein were synthesized and characterized. The in vitro functional activity of these
peptides was higher in the case of PPD positive donors. The amount of the released IFN-y
decreased under the antituberculotic treatment. Peptide *’SEFAYGSFVRTVSLPV'%-C was
conjugated to OT20 oligotuftsin derivatives and SAK, EAK polymers via thioether bond
formation. The conjugation dramatically increased the T-cell response of the 91-106 peptide.
Epitope mapping of Rv2654 (Tb7.7) protein was carried out using 20-mer overlapping
synthetic peptides. Three epitope regions were determined using ELISpot method on PBMC
of PPD positive latently infected individuals and active TB patients. Based on these results
shorter peptides were synthesized according to N-terminal, 31-50 and C-terminal epitope
regions. Peptide 51-65 provoked the highest T-cell response which was comparable to
ESAT6/CFP10 protein mixture. The Rv1733c protein is expressed by dormant M.
tuberculosis. The epitope mapping of the protein was carried out using twenty 20-mer
overlapping peptides. Corresponding to the in vitro activity shorter peptides of 91-130 and
191-210 regions were synthesized. Peptide 91-105, 111-125 and 193-210(Ser) provoked the
highest IFN-y release.

New method for the quantitative determination of the cysteine content of synthetic
peptides was described using N-ethylmaleimide reagent. The method is also useful to follow
the conjugation reaction.

Well characterized peptide conjugates of recently used izoniazid (INH),
p-aminosalicylic acid (PAS), pyrazinamide (PZA) antituberculars were prepared. All of the
INH-conjugates were effective against M. tuberculosis and the MIC values were comparable
to the free INH moiety. In contrast PAS, which was coupled on its carboxylic group, lost the
antitubercular activity after conjugation.

Antitubercular activity of 37 in silico identified drug candidates was determined on M.
tuberculosis and 15 molecules had a relevant inhibition. Cytotoxicity and the cytostatic effect
of the compounds were evaluated. The cellular uptake of fluorescent DUT44 molecule showed
concentration dependence on MonoMac6 cell line. Derivatives of DUT44 and DUT69
compounds were coupled to oligopeptide carriers. The antitubercular activity of the conjugates

was comparable to the free molecules.
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