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Csikkentett immunogenitasu, modositott human agyi eredetii neutréf faktor

(BDNF)

Kivonat

A talalmany targyat olyan polipeptidek képezik, amelyek — elsésorban terapias célbol -
specialisan embereknek adagolhatok. A talalmany szerinti polipeptidek modositott polipepti-
dek, mely mddositas eredményeként a polipeptid - embereknek torténé adagolasat kovetden -
kevésbé hajlamos immunreakcié kivaltasara. Kozelebbrol, a talalmany targyat human agyi ere-

10  detli neutrof faktor (BDNF) modositott valtozatai képezik, mely BDNF-proteinvaltozatok in
vivo alkalmazaskor lényegében nem immunogének vagy kevésbé immunogének, mint a megfe-
leld, modositas nélkiili alakjuk. Szintén a talalmany targyat képezik a nem modositott BDNF-
proteinbdl szarmazé T-sejt-epitop peptidek, valamint azok alkalmazasa csékkent immunogeni-
tasu, modositott BDNF-valtozatok eldallitasara. A talalmany targyat képezik tovabba a talal-

15  many szerinti modositott BDNF-molekulakat kodolé DNS-ek, a taldlmany szerinti modositott
BDNF-molekulakat tartalmazé gyogyaszati készitmények, valamint eljarasok a modositott

BDNF-molekulak eldallitasara.
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Csikkentett immunogenitiasu, médositott human agyi eredetii neutrof faktor

(BDNF)

A talalmany targyat olyan polipeptidek képezik, amelyek — elsésorban terapias célbél -
specialisan embereknek adagolhatok. A taldlméany szerinti polipeptidek modositott polipepti-
dek, mely modositas eredményeként a polipeptid - embereknek torténd adagolasat kovetSen -
kevésbé hajlamos immunreakcio kivaltasara. Kozelebbrél, a talalmany targyat human agyi ere-
detii neutrof faktor (BDNF) modositott valtozatai képezik, mely BDNF-proteinvaltozatok in
vivo alkalmazaskor lényegében nem immunogének vagy kevésbé immunogének, mint a megfe-
leld, modositas nélkiili alakjuk. Szintén a talalmany targyat képezik a nem médositott BDNF-
proteinbdl szarmazo6 T-sejt-epitop peptidek, valamint azok alkalmazasa csokkent immunogeni-
tast, modositott BDNF-valtozatok eldallitasara. A talalmany targyat képezik tovabba a talal-
many szerinti médositott BDNF-molekulakat kodolo DNS-ek, a talalmany szerinti modositott
BDNF-molekulakat tartalmazd gyogyaszati készitmények, valamint eljarasok a modositott
BDNF-molekulak eldallitasara.

A terapias hatasi proteinek hatékonysagat szamos esetben korlatozzak az ilyen pro-
teinekre iranyuld, nem kivanatos immunreakciok. A kiilonb6z6 human betegségek gyogykeze-
1ésére tobb egéreredeti monoklonalis antitest is igéretesnek bizonyult, azonban ezek, bizonyos
esetekben, jelentés mérték(i human anti-egér antitest (HAMA-) reakcid indukalasa miatt hasz-
nalhatatlannak bizonyultak [ld. Schoff és mtsai.: Cancer Res. 45, 879 (1985); Shawler és
mtsai.: J. Immunol. 135, 1530 (1985)]. A monoklonalis antitesteket illetden, szamos technikat
fejlesztettek ki a HAMA-reakcio csokkentésére (Id. a WO 89/09622 és WO 91/06667 szamu
nemzetkozi kozzétételi iratokat, illetve az EP 0239400 és EP 0438310 szamu eurdpai szaba-
dalmi leirasokat). Ezek a rekombinans DNS-technologian alapul6 eljarasok a végeredményként
kapott antitest-konstrukcioban altaldban az egéreredetii genetikai informacid6 mennyiségét
csokkentették, mikozben a human genetikai informacié mennyiségét novelték, azonban az igy
létrehozott ,,humanizalt” antitestek, jO néhany esetben, tovabbra is immunreakcidkat valtottak
ki a paciensekben [1d. Issacs: Sem. Immunol. 2, 449 (1990); Rebello és mtsai.: Transplantation
68, 1417 (1999)].

Mindazonaltal, a terapias hatéanyagként alkalmazott polipeptidek koéziil nem kizaro-
lag antitestek ellen indulhat be immunreakcio; a kezelt személyekben még a human eredetd, il-

letve az emberekben eléforduldval azonos aminosav-szekvenciat tartalmazoé proteinek is indu-
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kalhatnak immunreakciokat. Példaként emlithetd, tobbek kozott, a granulocita-makrofag kolo-
nizaciot stimulal6 faktor [Wadhwa és mtsai.: Clin. Cancer Res. 5, 1353 (1999)] és az interfe-
ron-o.-2 [Russo €s mtsai.: Bri. J. Haem. 94, 300 (1996); Stein és mtsai.: New. Engl. J. Med.
318, 1409 (1988)] terapias célu alkalmazasa.

Az immunreakciok indukalasanak alapvet6 tényezdje egy olyan protein vagy peptid
jelenléte, amely a T-sejtek aktivitasat MHC II. osztalyu molekulakon, Gn. ,» I -sejt-epitopokon”
prezentalva serkenti. A potencialis T-sejt-epitopok olyan aminosav-szekvenciaként definialha-
tok, amelyek képesek az MHC II. osztalyi molekulakhoz kétddni. Az ilyen T-sejt-epitopok az
MHC-kotddés kialakitasara mérhet6k, kovetkezésképpen, egy ,,T-sejt-epitop” olyan epitop,
amelyet - ha MHC-molekulakhoz kotddik — egy T-sejt-receptor (TCR) képes felismerni, és
amely, legalabbis elméletileg, egy T-sejt-receptor lekotése révén e T-sejtek aktivalasat okozza,
ami T-sejt-reakciot indukal. Mindazonaltal, altalinosan elfogadott, hogy bizonyos peptidek,
amelyek MHC II. osztalyd molekulakhoz kotddnek, az adagolasra szant protein aminosav-
szekvenciajaban megtarthatok, mivel az ilyen peptideket az organizmus (amelybe a protein-
végterméket bejuttatjuk) immunrendszere ,,sajatként” ismeri fel.

Ismeretes, hogy az ilyen T-sejt-epitop peptidek kozil néhany a peptidek, polipeptidek
vagy proteinek sejten beliili lebomlasakor felszabadulhat, és a f6 hisztokompatibilitasi komplex
(MHC) molekulakon prezentalasra kertilhet, ami a T-sejtek aktivalasat eredményezi. Az MHC
II. osztalyt molekulak altal prezentalt peptidek esetében a T-sejtek aktivalasa, példaul - a B-
sejtek antitest-termelésre torténd kozvetlen stimulalasa révén -, antitest-reakciot idézhet el6.

Az MHC 1II. osztalyt molekulak rendkiviil polimorf proteinek csoportjat alkotjak,
amelyek kozponti szerepet toltenek be a , helper” T-sejt-szelekcioban és —aktivalasban. E pro-
teinek f6 izotipusat a human leukocita-antigének DR-csoportja (HLA-DR) képezi, amely a ta-
lalmany szerinti megoldas szempontjabol kozponti jelentdségii. Mindazonéltal, a HLA-DQ- és
HLA-DP-csoport hasonlo funkciok betoltésére képes, igy a talalmany szerinti megoldas ezekre
is azonos mértékben alkalmazhat6. Az MHC II. DR-molekulak egy alfa-lancbél és egy béta-
lancbol allnak, amelyek C-terminalisuknal a sejtmembranba vannak beillesztve. Mindegyik
hetero-dimer tartalmaz egy ligandumko6td domént, amely 9-20 aminosavas peptidekhez koto-
dik (bar a koétdbarazda maximum 11 aminosav befogadasara képes). A ligandumkétd domén az
alfa-lanc 1-85. aminosavaibol, illetve a béta-lanc 1-84. aminosavaibdl all. Ujabban kimutattak,
hogy a DQ-molekulak homolog szerkezetliek, és varhat6an a DP-csaladba tartozo proteinek is
nagyon hasonléak. Emberekben a DR-izotipus hozzavetdleg 70, a DQ-izotipus 30, mig a DP-
izotopus 47 kiilonboz6 allotipusa ismert. Minden egyén 2-4 DR-allélt, két DQ-allélt és két DP-
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allélt hordoz. Szamos DR-molekula szerkezetét megfejtették, és ezekbdl a struktirakbol olyan
nyitott végzSdésii peptidkotd barazdak létezésére lehet kovetkeztetni, amelyek magukban
foglaljak a peptid hidroféb aminosavait (kotozseb-aminosavakat) [Id. Brown és mtsai.: Nature
364, 33 (1993), Stern €s mtsai.: Nature 368, 215 (1994)]. A II. osztalyi molekula kiilonb6z6
allotipusait meghataroz6 polimorfizmusok a peptidkotd barazdan beliili peptidkotd feliiletek
nagy valtozékonysagat teszik lehet6vé, ami populacios szinten az idegen proteinek felismerési
képessége ¢s a patogén organizmusok elleni immunreakciok vonatkozasaban maximalis rugal-
massagot biztosit. A ligandumkot6 domén jelentés mértékii polimorfizmusai figyelheték meg,
amelyek a kiilonboz6 foldrajzi populacidkban és etnikai csoportokban jol elkiilonithetd ,,mole-
kulacsaladok” kialakulasat eredményezi. Az ilyen polimorfizmusok hatissal vannak a
peptidkotd domén kotési tulajdonsagaira, ezaltal a DR-molekulak eltérd , csaladjai” kiilonbdzé
szekvencia-tulajdonsagu peptidekre iranyulé specifitassal birnak (bar lehetnek bizonyos atfedé-
sek). Ez a specifitas hatarozza meg a Th-sejt-epitopok felismerését (II. osztalyt T-sejtes reak-
ci6), melyek, végsé soron, azon [B-sejt-epitopok elleni antitest-reakcié beinditasaért felelések,
amelyek ugyanazon proteinen helyezkednek el, amelybdl a Th-sejt-epitop szarmazik. Ilyenfor-
maén, egy adott személyben egy protein elleni immunreakciot jelentds mértékben befolyasolja a
T-sejt-epitop felismerése, ami az adott személy HLA-DR-allotipusanak peptidkotd-specifitasa-
nak fliggvénye. Ennek megfelelGen, egy proteinen vagy peptiden beliili T-sejt-epitopok azono-
sitasa érdekében (egy teljes populaci6 vonatkozasaban) a HLA-DR-allotipusok leheté legval-
tozatosabb halmaza kotdspecifitasanak figyelembe vételére van sziikség, lefedve ezaltal a vi-
lagpopulacio lehet6 legnagyobb hanyadat.

A terapias hatasu proteinek (példaul, a taldlmany szerinti protein) elleni immunreakcio
az MHC II. osztalyu peptid-prezentalasi reakciout kozvetitésével zajlik le, melynek soran az
exogén proteinek megkotése €s a prezentalashoz torténd feldolgozasa a DR-, DQ- vagy DP-
tipusba tartozé6 MHC II. osztalyG molekulak kozremiikodésével zajlik le. Az MHC II. osztalyu
molekulakat a professzionalis antigénprezental6 sejtek (APC-k), mint példaul, tébbek kozott, a
makrofagok és a dendritikus sejtek expresszaljak. A T-sejt felilletén egy MHC II. osztalyu
peptidkomplex rokon szarmazasu T-sejt-receptor éltali megkotése — bizonyos egyéb recepto-
rokkal (pl. CD4-molekulaval) bekovetkezd keresztkotéssel egytitt — a T-sejt aktivalt allapotat
indukalja. Ez az aktivalas citokinfelszabadulast eredményez, amely mas limfocitakat (pl. B-

sejteket) antitestek termelésére indukal, illetve aktivalia az 616 T-sejteket, mialtal teljes

cellularis immunreakcié alakul ki.
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Egy peptid azon képessége, hogy - antigénprezentalé sejt feliiletén bekovetkezd pre-
zentalasat lehet6vé téve - adott MHC II. osztalyd molekulahoz kotddjon, szamos tényezdtdl
fugg, melyek koziil legfontosabb a peptid elsddleges aminosav-szekvenciaja, ami egyarant be-
folyasolja a proteolitikus hasitasra vonatkoz6 hajlamat, illetve az MHC II. osztalyi molekula
peptidk6td barazdajaban bekovetkezd kotédésre vonatkozo affinitasat. Az antigénprezentald
sejt feliiletén kialakul6 MHC II. osztalyi molekula/peptid-komplex egy adott — a peptid, illetve
az MHC II. osztalyu molekula szabad aminosavai altal reprezentalt determinansok felismerésé-
re képes - T-sejt-receptor (TCR) szamara kotofeliiletet biztosit.

A MHC II. osztalyu molekuldk megkotésére képes szintetikus peptidek azonositasara
tobb eljarast is feltartak (1d. pl. a WO 98/52976 és WO 00/34317 szamu nemzetkozi kozzété-
teli iratot). Az ilyen peptidek — kiilondsen in vivo, az érési (,processing”) reakcidutak és egyéb
jelenségek miatt - nem minden esetben funkcionalhatnak T-sejt-epitopként. Az epitdp elimina-
lasanak els6 1épése a T-sejt-epitop azonositasa. Korabban leirtak a potencialis T-sejt-epitopok
azonositasat és proteinekrdl torténd eltavolitasat, tovabba eljarasokat tartak fel T-sejt-epitopok
detektalasara, melyek soran kisérletileg meghatarozott T-sejt-epitopokban a felismert szekven-
cia-motivumok atvizsgalasara szamitogépes programokat alkalmaztak, vagy mas modon, a
szamitogépes technikakat a MHC II. osztalyd molekulakhoz k6t6d6 peptidek — konkrétan a
DR-kot6 peptidek — megjoslasara alkalmaztak.

A WO 98/52976 és WO 00/34317 szamu nemzetkozi kozzétételi iratban szamitdgé-
pes tesztelési eljarasokat tartak fel MHC II. osztalyit DR-allotipusok részhalmazahoz koétddni
képes polipeptid-szekvenciak azonositasara. Ezen eljarasokban a megjosolt T-sejt-epitopokat a
terapias hatasu antitest vagy a human vagy nem human eredetii, nem antitest protein elsédleges
aminosav-szekvenciajan beliili, j0] megvalasztott aminosav-szubsztituciokkal tavolitjak el.

A rekombinans MHC-molekulék szintetikus peptidekkel alkotott oldékony - és embe-
rekbdl vagy kisérleti allatokbol szarmazé periférias vérmintakbol szarmazé T-sejt-klonokhoz
kotédni képes - komplexeit felhasznald egyéb technikakat is leirtak [Id. Kern és mtsai.: Nature
Medicine 4, 975 (1998); Kwok és mtsai.: Trends in Immunology 22, 583 (2001)], melyek
epitop-azonositasra is alkalmazhatok.

A fentieknek megfelelGen, elényos lenne a terapias szempontbol értékes, de eredetileg
immunogén hatast peptid, polipeptid vagy protein T-sejt-epitopjainak azonositasa és eltavoli-
tasa (vagy mennyiségiik legalabb részleges csokkentése).

A terapias szempontbol értékes molekulak egyike a huméan agyi eredeti neutrof faktor

(BDNF), amely az idegsejt novekedési faktor proteincsaladba tartozo glikoprotein. A 119 ami-
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nosavas érett glikoprotein egy hosszabb prekurzor érési folyamatanak eredménye, s az igy 1ét-
rejott neurotrof faktor az idegsejt-populaciok életben maradasat segiti elé [Jones és Reichardt:
Proc. Natl. Acad. Sci USA 87, 8060 (1990)]. Ezek az idegsejtek a kozponti idegrendszerben
vagy azzal kozvetlen osszekottetésben talalhatok.

A rekombinans BNDF-konstrukciok lehetévé tették a protein terapias hatasanak ideg-
eredetii neutrof faktor (BDNF) aminosav-szekvencidja (egybetis koddal) a kovetkezo:
HSDPARRGELSVCDSISEWVTAADKKTAVDMSGGTVTVLEKVPVSKGQLKQYFYET
KCNPMGYTKEGCRGIDKRHWNSQCRTTQSYVRALTMDSKKRIGWRFIRIDTSCVCTL
TIKRGR

Korabban mar leirtak médositott BNDF-molekulakat (1d. az 5 770 577 szamu egye-
stlt allamokbeli szabadalmi leirast), illetve eljarasokat rekombinins BNDF-molekulak kereske-
delmi termelésére (1d. az 5 986 070 szamu egyesult allamokbeli szabadalmi leirast), azonban e
leirasokban nem ismerték fel a T-sejt-epitopoknak a protein immunogén tulajdonsagaira vonat-
kozé jelentségét, sem az ilyen tulajdonsagok specifikus és kontrollalt médon (talalmanyunk
szerinti rendszerben végrehajthatd) modositasanak lehetdségét.

Mindazonaltal, tovabbra is sziikség van javitott tulajdonsagi, human agyi eredetii
neutrof faktor (BDNF-) anal6gokra. A szdoban forg6 javitasok kozé tartoznak a szoban forgo,
terapias hatasi protein expresszaltatasanak és tisztitdsanak alternativ modjai, tovabba a protein
biologiai tulajdonsagainak javitasai. Kilonosen nagy sziikség van a protein — embereknek tér-
ténd adagolast kovetéen megnyilvanuld - in vivo tulajdonsagainak javitaséra. E vonatkozasban
rendkiviil elény6s lenne olyan human agyi eredetii neutrof faktort (BDNF) létrehozni, amely
embereknek adagolva kevésbé (vagy egyaltalan nem) képes immunreakciét indukalni.

A talalmany értelmében‘humén agyi eredetli neutrof faktor (BDNF) moddositott alak-
jait tarjuk fel, amelyek immunologiai jellemzéi a potencidlis T-sejt-epitopok eltavolitasaval
vagy szamuk csokkentésével vannak javitva. A talalmany értelmében a human agyi eredetii
neutrof faktor (BDNF) olyan moédositott valtozatait tarjuk fel, amelyekbdl egy vagy tobb T-
sejt-epitop eltavolitasra keriilt.

Ezen talmenden, a human agyi eredetli neutrof faktor (BDNF) elsédleges aminosav-
szekvenciajaban azonositott szekvenciakat tarunk fel, amelyek — MHC II. osztalya molekulak-
hoz torténd kotddésik alapjan - potencialis T-sejt-epitopként funkcionalnak. A talalmany tar-
gyahoz elsésorban a human agyi eredetli neutrof faktor (BDNF) 119 aminosavat tartalmazo

valtozata tartozik.
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Feltarjuk tovabba a talalmany szerinti molekula elsédleges szekvenciajanak azon pozi-
cioit, amelyek specifikus aminosav-szubsztitucioval, -addicibéval vagy —deléciéval médositha-
tok, anélkil, hogy a protein biologiai aktivitasanak alapveté valtozasat okoznank. Olyan ese-
tekben, ha a molekula immunogenitasa csak biologiai aktivitisanak egyidejii csokkentésével
mérsékelhetd, az aktivitast a protein aminosav-szekvenciajanak tovabbi modositasaival allit-
hatjuk helyre.

Ezen tilmenden, eljarasokat tarunk fel a talalmany szerinti modositott molekulak elé-
allitasara, mindenekel®tt azon T-sejt-epitopok azonositasara szolgalo eljarasokat, amelyeket az
immunogén helyek eltavolitasa vagy szamuk csokkentése érdekében modositani kell.

A talalmény szerinti protein emberekben varhatéan fokozott keringési ideji, s alkal-
mazasa kiilonosen elonyos lehet a kronikus vagy kiGjuld betegségek esetén, melyek a human
agyi eredetil neutrof faktorra (BDNF) vonatkoz6 indikaciok esetében gyakoriak. A talalmany
értelmében a human BDNF-proteinek olyan modositott alakjait tarjuk fel, amelyek varhatdan
javitott in vivo tulajdonsaguak. A talalmany szerinti modositott BDNF-molekulak gyoégyaszati
készitmények osszetevOiként alkalmazhatok.

A talalmany megvalositasi modjai a kovetkezok:

- modositott molekula, amely human agyi eredetii neutrof faktor (BDNF) biologiai ak-
tivitasanak kifejtésére képes, €s in vivo alkalmazas soran lényegében nem immunogén tulajdon-
sagu vagy kevésbé immunogén, mint az ugyanolyan bioldgiai aktivitasi, nem modositott mole-
kula;, .

- az el6z6 pont szerinti molekula, amelynek immunogenitasa az eredeti, nem modositott
molekula egy vagy tobb potencialis T-sejt-epitopjanak eltavolitasaval van mérsékelve;

- a fentiek szerinti molekula, amelynek immunogenitisa az e molekulabdl szarmazo
peptidekhez k6tédnt képes MHC-allotipusok szamanak csokkentésével van mérsékelve;

- a fentiek szerinti molekula, amelybdl egy T-sejt-epitop van eltavolitva;

- a fentiek szerinti molekula, amelyben az eredetileg eléfordulé T-sejt-epitopok MHC
II. osztalyu ligandumok vagy peptidszekvenciak, amelyek a T-sejteket II. osztalya molekula-
kon prezentalva serkentik vagy kotédnek hozzajuk;

- a fentiek szerinti molekula, amelyben a peptidszekvenciak az 1. tablazatban felsorolt

szekvenciak koziil valok;

- a fentiek szerinti molekula, amelyben az eredeti T-sejt-epitopok 1-9 aminosava, eld-

ny6sen egy aminosava van modositva;
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- a fentiek szerinti molekula, amelyben a modositas(ok) az eredetileg jelenlévé amino-
sav(ak) meghatarozott pozicié(k)ban mas aminosavval (aminosavakkal) t6rténd szubsztiticio-
- a fentiek szerinti molekula, amelyben egy vagy tobb aminosav-szubsztiticio a 2. tablazatban
bemutatott szubsztituciok egyike;
- a fentiek szerinti molekula, amelyben egy vagy tobb (tovabbi) aminosav-szubsztiticid a 3.
tablazatban bemutatott szubsztituciok egyike, amely a molekulabdl szarmazo peptidek meg-
kotésére képes MHC-allotipusok szamat csékkenti;
- a fentiek szerinti molekula, amely, biologiai aktivitasanak helyreallitisa érdekében,
sziikség szerint, tovabbi specifikus aminosava(ka)t érintd szubsztitucioval, addicioval vagy
delécidval van modositva,
- DNS-szekvencia vagy —molekula, amely a fentebb meghatarozott molekuldk barme-
lyikét kodolja,
- gyogyaszati készitmény, amely human agyi eredetii neutrof faktor (BDNF) biolgiai
aktivitasanak kifejtésére képes, fentebb és/vagy az igénypontokban meghatarozott, moédositott
molekulat és, adott esetben, gyogyaszati szempontbol elfogadhato hordozot, diluendumot vagy
segédanyagot tartalmaz,;
- eljaras a fentiek szerint meghatarozott, human agyi eredetii neutrof faktor (BDNF) bi-
oldgiai aktivitasanak kifejtésére képes, modositott molekula eldallitasara, mely eljaras a kovet-
kez6 lépésekbdl all: (i) meghatarozzuk a polipeptid vagy részlete aminosav-szekvencigjat; (ii) a
protein aminosav-szekvencidjaban (tetszoleges eljarassal, ideértve a peptidek MHC-
molekuldkhoz térténd kotddésének in vivo vagy in silico technikakkal vagy biologiai tesztek-
kel tortén6 meghatarozasat) egy vagy tobb potencialis T-sejt-epitopot azonositunk; (iii) uj
szekvencia-valtozatokat tervezunk, amelyek az azonositott, potencialis T-sejt-epitopokon beliil
egy vagy tobb olyan aminosav-modositast hordoznak, melyek a T-sejt-epitop aktivitasanak je-
lentés mértékii csokkentését vagy megsziintetését eredményezik (amit a peptidek MHC-
molekulakhoz térténd kotddésének in vivo vagy in silico technikakkal vagy bioldgiai tesztek-
kel végzett meghatarozasaval allapitunk meg); (iv) rekombinans DNS-technikak alkalmazasa-
val eléallitjuk a megtervezett szekvencia-valtozatokat, és azokat egy vagy tobb - kivant tulaj-

donsagokkal biré — valtozat azonositasa céljabol teszteljiik; és (v) adott esetben megismételjiik

az (ii)-(iv) lépéseket;
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- az el6z6 pont szerinti eljaras, melynek soran az (iii) 1épést az eredeti molekula T-sejt-
epitopjai barmelyikének 1-9 aminosavat érintd szubsztiticioval, addicioval vagy delécioval
hajtjuk végre;
- a fentiek szerinti eljaras, melynek soran a modositast egy homolég protein szekvenci-
aja és/vagy in silico modellez technikak alapjan hajtjuk végre;
- a fentiek szerinti eljaras, melynek soran az (i) lépést a kovetkezok szerint végezziik:
(a) kivalasztjuk a peptid ismert aminosav-szekvenciaju régiojat; (b) a kivalasztott régiobol
egymast kovetSen - elére meghatarozott, egyforma méreti, a kivalasztott régi6 legalabb harom
aminosavat tartalmazo - atfedd aminosav-szekvencia-szegmenseket valasztunk ki; (c) minde-
gyik kivalasztott szegmensre kiszamitjuk az MHC II. osztaly molekulakhoz torténé kotddésre
vonatkoz6 pontszamot, oly modon, hogy a kivalasztott szegmensben 1évé hidofob aminosa-
vakhoz hozzéarendelt pontszamokat 6sszeadjuk; és (d) az MHC II. osztalyi molekulakhoz tor-
ténd kotddésre kiszamitott pontszam alapjan kivalasztunk legalabb egy olyan szegmenst, amely
alkalmas a peptid brutt6 MHC II. kétési pontszamat megvaltoztaté moédositasara, anélkiil,
hogy a peptid terapias alkalmazhatosagat jelentds mértékben csokkentené; azzal, hogy a (c) 1¢-
pést elonyosen a Bohm-féle pontszam-eldallitd figgvény (amelyet 12-6 van der Waals-féle
ligandum-protein taszitasi energia tag €s ligandum konformacios energia tag beiktatasaval mo-
dositottunk) alkalmazasaval hajtjuk végre, a kovetkezok szerint: (1) létrehozunk egy els6 adat-
bazist, amely MHC II. osztalyi molekulamodelleket tartalmaz ; (2) létrehozunk egy masodik
adatbazist, amely az MHC II. osztalyi molekulamodellekre megengedett peptidvazakat tartal-
maz, (3) az elsé adatbazisbodl kivalasztunk egy modellt; (4) a masodik adatbazisbol kivalasz-
tunk egy megengedett peptidvazat; (5) azonositjuk az egyes kivalasztott aminosav-szekvencia-
szegmensekben jelenlévd aminosav-oldallancokat; (6) az egyes kivalasztott szegmensekben 1é-
v6 Osszes oldallancra kotési affinitasi értéket hatarozunk meg; és az (1)-(5) lépéseket minden
egyes modellre és peptidvazra megismételjik;
- 13mer T-sejt-epitop peptid, amely potencialisan MHC II. osztalyd molekulat megk6td
aktivitassal bir, és amely immunogenitasi szempontbdl nem modositott human agyi eredetii
neutrof faktorbol (BDNF) van kialakitva, mely peptid az 1. tablazatban bemutatott aminosav-
szekvenciak egyikét tartalmazza, valamint e peptid alkalmazasa human agyi eredetii neutrof
faktor (BDNF) elGallitasara, amely in vivo felhasznalas esetén lényegében nem immunogén

vagy kisebb immunogenitasu, mint egy tetszéleges, azonos bioldgiai aktivitasu, nem médosi-

tott molekula;
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- peptidszekvencia, amely egy €l6z6 pont szerinti 13mer T-sejt-epitop peptid legalabb
kilenc egymdst kovetd aminosavabol all, valamint e peptidszekvencia alkalmazasa huméan agyi
eredetil neutrof faktor (BDNF) elballitasara, amely in vivo felhasznalas esetén lényegében nem
immunogén vagy kisebb immunogenitasi, mint egy tetszoleges, azonos bioldgiai aktivitasu,
nem modositott molekula.

Ahogy a talalmany leirasdban hasznaljuk, a ,,T-sejt-epitop” kifejezésen olyan amino-
sav-szekvenciat értiink, amely képes az MHC II. osztalyt molekulakhoz kot6dni, képes a T-
sejtek indukalasara és/vagy MHC II. osztalyd molekulaval komplexet alkotva képes a T-
sejtekhez kotédni (anélkiil, hogy mérhetd aktivalasat idézné elé). Ahogy a leirasban és az
igénypontokban hasznaljuk, a ,,peptid” kifejezésen két vagy tobb aminosavat tartalmazé ve-
gytletet értiink, amelyben az aminosavak peptidkotéssel vannak egymashoz kapcsolva (a
peptidkotés meghatarozasat 1d. késébb). A peptidek biologiai produkcidjaban 20 kiilonbdzd,
természetben el6fordulé aminosav jatszik szerepet, melyek tetszoleges mennyisége tetszéleges
sorrendben peptidlancca vagy peptidgytiriivé kapcsolodhat. A peptidek bioldgiai produkcidja-
eljarasok alkalmazasaval szintetikus peptidek is eldallithatok — ilyen esetben L-aminosavak, D-
aminosavak és a két konfiguracioju aminosavak kiilonb6z6é kombinaciéi alkalmazhatok. Bizo-
nyos peptidek csak néhany aminosavat tartalmaznak. Az ilyen rovid (pl. tiznél kevesebb amino-
savat tartalmazo) peptideket ,,oligopeptideknek” nevezziik. Mas peptidek nagyobb szama (pl.
100 vagy még tobb) aminosavat tartalmaznak, s ezeket ,,polipeptideknek” nevezzik. Altalaban
a ,polipeptid” harom vagy tobb aminosavat tartalmazo6 peptidlanc, mig az ,,oligopeptid” a ,,r6-
vid polipeptid” specialis tipusanak tekinthetd. Ilyenforman, ahogy itt hasznaljuk, a ,,polipeptid”
kifejezés jelentése kiterjed az oligopeptidekre is, mig a ,,peptid” kifejezés a polipeptideket,
oligopeptideket és proteineket egyarant magaban foglalja. Az aminosavak minden egyes eltérd
elrendezédése kiillonb6zé polipeptideket vagy proteineket hoz létre. A létrehozhatd
polipeptidek — s ezaltal a proteinek — szama gyakorlatilag végtelen.

Az alfa-szénatom” (aC) kifejezés a polipeptidek peptidlanca szénhidrogén (CH)
komponensének szénatomjara vonatkozik. Az ,oldallanc” az alfa-szénatomhoz kapcsolédd
csoport, amely egyszerli vagy Osszetett csoport vagy gyok lehet, melynek fizikai kiterjedése a
peptid méreteihez képes jelentds eltérést mutathat.

A taldlmany szerinti megoldas barmely human agyi eredetii neutrof faktor (BDNF)
molekulara alkalmazhato, amelynek elsédleges aminosav-szekvencidja lényegében azonos az

altalunk feltart szekvenciakkal; ennek megfelelden, az ilyen molekulak k6zé tartoznak a génse-
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bészeti modszerekkel vagy mas eljarasokkal létrehozott human agyi eredetii neutréf faktor
(BDNF) molekulak, melyek nem feltétleniil 119 aminosavat tartalmaznak.

A human BDNF-proteinek - mint példaul az egyéb emlds forrasokbol azonositott
BDNF-proteinek - szamos, a talalmany szerinti peptidszekvenciakkal azonos peptidszekvenciat
tartalmaznak, és szamos olyan peptidszekvenciat tartalmaznak, amelyek az 4ltalunk feltartakkal
lényegében azonos szekvenciajuak. Ennek megfelelden, az ilyen proteinszekvencidk szintén a
talalmany igényelt oltalmi korébe tartoznak.

A talalmany kidolgozésa soran célul tiiztiik ki, hogy megakadalyozzuk annak gyakor-
lati lehet6ségét, hogy az autoloég organizmusokba bejuttatott oldékony proteinek olyan immun-
reakci6t valtsanak ki, amely a gazdaszervezetben - oldhaté proteinek megkotésére képes — an-
titestek kialakulasat eredményezi. Az egyik ilyen példa, tobbek kozott, az interferon-o-2,
amely ellen az emberek egy részében antitestek termelddnek, annak ellenére, hogy ez a protein
endogén modon termelddik [Russo €s mtsai. (1996), 1d. fentebb Stein és mtsai. (1988), 1d.
fentebb]. Valdszinli, hogy ugyanez a helyzet a human agyi eredetti neutréf faktor (BDNF) te-
rapias célu alkalmazasaval. A talalmany szerinti megoldas értelmében ezt olyan human BDNF-
proteinek létrehozasaval kivanjuk megoldani, amelyek embereknek torténé adagolast kovetden
kevésbé hajlamosak immunreakciot kivaltani.

A médositott human agyi eredetii neutrof faktor (BDNF) létrehozasanak talalmany
szerinti altalanos eljarasa a kovetkezo 1épésekbal all:

(a) meghatarozzuk a polipeptid vagy részlete aminosav-szekvenciajat;

(b) a protein aminosav-szekvencigjaban (tetszoleges eljarassal, ideértve a peptidek
MHC-molekulakhoz torténd kotddésének in vivo vagy in silico technikakkal vagy biologiai
tesztekkel torténd meghatarozasat) egy vagy tobb potencialis T-sejt-epitopot azonositunk;

(c) 4j szekvencia-valtozatokat terveziink, amelyek az azonositott, potencialis T-sejt-
epitopokon beliil egy vagy tobb olyan aminosav-modositast hordoznak, melyek a T-sejt-epitop
aktivitasanak jelentds mértékli csokkentését vagy megsziintetését eredményezik (amit a
peptidek MHC-molekulakhoz torténd kotddésének in vivo vagy in silico technikakkal vagy bi-
ologiai tesztekkel végzett meghatarozasaval allapitunk meg). Az ilyen szekvencia-valtozatokat
oly modon allitjuk el6, hogy a szekvencia modositasa kdvetkeztében ne alakuljanak ki ujabb
potencialis T-sejt-epitopok, hacsak azok, végsé soron, nem ugy vannak modositva, hogy je-

lentds mértékben csokkenjen vagy megsziinjon a T-sejt-epitop aktivitasa; és
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(d) rekombinans DNS-technikak alkalmazasaval eldallitjuk a megtervezett szekvencia-
valtozatokat, és azokat egy vagy tobb - kivant tulajdonsagokkal biré6 — valtozat azonositisa
céljabol jol ismert rekombinans technikakkal teszteljiik.

A (b) 1épésben a potencialis T-sejt-epitopok azonositasat korabban feltart eljarasokkal
végezhetjiik. Az erre a célra alkalmas eljarasok (melyek leirasat illetéen Id. a WO 98/59244,
WO 98/52976 és WO 00/34317 szami nemzetkozi kozzétételi iratokat) elénydsen a human
agyi eredetii neutrof faktor- (BDNF-)eredetli peptidek MHC II. osztalyt molekulakhoz térténé
kotédésére vonatkozo hajlamanak azonositasara alkalmazhatok.

A T-sejt-epitopok azonositasanak egy masik nagyon hatékony modszere a Példaban le-
irt szamitas, amely a talalmany elényos megvalositasi modjat reprezentalja.

A gyakorlatban szamos moédositott human agyi eredetii neutrof faktor (BDNF) proteint
allitottunk el6 és teszteltiink a kivant immunologiai és funkcionalis tulajdonsagokra. A protein-
valtozatokat legelényosebben rekombinans DNS-technikak alkalmazasaval allitottuk eld, de
egyéb eljarasok is alkalmazhatok (mint példaul a human agyi eredetii neutréf faktor (BDNF)
fragmenseinek kémiai szintézissel torténd eldallitasa).

A fenti, altalanos eljaras (b) Iépésében végzett — és a human agyi eredeti neutrof faktor

(BDNF) 119 aminosavas szekvenciajara vonatkozd - analizis eredményét az 1. tablazatban

mutatjuk be.

1. tablazat

A human agyvi eredetii neutrof faktor (BDNF) - human MHC I1. osztalyi molekulakhoz poten-

cialisan k6tddni képes — peptidszekvenciéi

GELSVCDSISEWYV, LSVCDSISEWVTA, DSISEWVTAADKK, SEWVTAADKKTAYV,
EWVTAADKKTAVD, WVTAADKKTAVDM, KTAVDMSGGTVTV, VDMSGGTVTVL,
VDMSGGTVTVLEK, GTVTVLEKVPVSK, VTVLEKVPVSKGQ, TVLEKVPVSKGQL,
EKVPVSKGQLKQY, VPVSKGQLKQYFY, GQLKQYFYETKCN, KQYFYETKCNPMG,
QYFYETKCNPMGY, YFYETKCNPMGYT, NPMGYTKEGCRGI, MGYTKEGCRGIDK,
RGIDKRHWNSQCR, RHWNSQCRTTQSY, HWNSQCRTTQSYV, QSYVRALTMDSKK,
SYVRALTMDSKKR, RALTMDSKKRIGW, LTMDSKKRIGWRF, KRIGWRFIRIDTS,
IGWRFIRIDTSCV, GWRFIRIDTSCVC, WRFIRIDTSCVCT, RFIRIDTSCVCTL,
IRIDTSCVCTLTI, IDTSCVCTLTIKR

A tablazatban szerepld peptidek 13merek (az aminosavakat egybetiis koddal adtuk meg).
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A talalmany szerinti modositott molekula - fentebb leirt altalanos eljaras (c) és (d) 1é-

pése szerint végrehajtott - tervezésének, illetve eléallitasanak eredményeit a 2. és 3. tablazatban

mutatjuk be.

2. tablazat

A human agyi eredetii neutrdf faktor (BDNF) potencialis T-sejt-epitdpjainak megsziintetését

vad tipusu aminosav)

eredményezd szubsztituciok (VTA
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3. tablazat

Egy vagy tobb MHC-allotipushoz megfelel potencialis T-sejt-epitOp eltavolitasat eredménye-

vad tipusti aminosav)

z0 tovabbi szubsztitucidk (VTA
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113 Tetszbleges amindsav

A talalmany értelmében a human agyi eredet(i neutrof faktor (BDNF) olyan analégjait
tarjuk fel, amelyekben meghatarozott pozicidkban legalabb egy aminosavat érint6 szubsztitici-
6k vannak végrehajtva, amelyek a protein egy vagy tobb potencialis T-sejt-epitopja megsziiné-
sét vagy aktivitasanak jelentds mértékii csokkenését eredményezik. A potencialis MHC II.
osztalyu ligandumok barmelyikében az 1. tablazatban megadott pozicidkban végrehajtott egy
vagy tobb aminosav-szubsztitiicié a human agyi eredetii neutrof faktor (BDNF) olyan valtoza-
tat eredményezi, amely embereknek gyogyszerként adagolva csokkentett immunogén hatasu.
Az aminosav-szubsztiticiokat elényosen a peptidszekvencia megfelelé pozicidiban hajtjuk vég-
re, amelyekrél megjosoltuk, hogy a T-sejt-epitop aktivitasanak jelentds mértékii csokkentését
vagy megsziintetését eredményezi. A gyakorlatban ez a megfeleld pozicié elényosen olyan
aminosavval tekinthetd azonosnak, amely az MHC II. osztalyu kétdbarazdan belili hidroféb
kotézsebek egyikében helyezkedik el.

A kotdbarazda elsd kotdzsebén bekovetkezd kotddést legelonyosebben a peptid n.
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behelyettesitését eredményezi, amely kevésbé fér el a kotdzsebben (példaul, egy nagyobb
hidrofilitdsu aminosav behelyettesitése). A peptid azon pozicidiban lévé aminosavak, amelyek
az MHC II. osztalyn kotObarazda mas kotdzseb-régioin beliili kotodésnek felelnek meg, szin-
tén a talalmany igényelt oltalmi korébe tartoznak.

Az epitdpok eltavolitasanak legelényosebb modjat az adott potencidlis T-sejt-
epitopon beliili egyszeres aminosav-szubsztiticiok reprezentaljak. Egy epitopon beliil tobb
szubsztiticio is végrehajthatd, ami olyan esetekben lehet kiilonosen elényés, ha a kiilon-kiilon
meghatéarozott epitopok egymassal atfed6ek. Ezen tilmenden, egy adott epitopon beliili egy-
szeres vagy egy epitopon beliili kombinalt aminosav-szubsztituciok olyan poziciokban is vég-
rehajthatok, amelyek az MHC II. osztalyu kotdbarazda vonatkozasaban nem felelnek meg a
,,kotézseb-aminosavaknak”, de a peptidszekvencian belil barmely pozicidban. A szubsztiticidk
— szakember szadmara jol ismert in silico technikdk alkalmazasaval létrehozott - homolog
struktira vagy strukturalis modszer vonatkozasaban, a talalmany szerinti molekula ismert
strukturalis jellemzdi alapjan hajthatok végre. Valamennyi ilyen szubsztitucié a talalmany igé-
nyelt oltalmi korébe tartozik.

A fentebb azonositott peptideken kiviil is végrehajthatok szubsztitaciok, kiilondsen
olyan esetekben, ha azok a felsorolt peptideken beliili szubsztitucidval vagy szubsztitucidkkal
vannak kombinalva. Példaul, ilyen szubsztiticiét a modositott molekula szerkezetének vagy
bioldgiai aktivitdsanak helyreallitasa céljabol alkalmazhatunk. Az ilyen kompenzilé modosita-
sok, valamint a human agyi eredetii neutrof faktor (BDNF) polipeptid adott aminosavait érintd
deléciot vagy addiciot magaban foglald valtoztatasok, amelyek kivant aktivitasu valtozatot
eredményeznek, és a feltart peptidek barmelyikében végrehajtott valtoztatasokkal kombinalva,
a talalmany igényelt oltalmi korébe tartoznak.

Minthogy a talalmany targyat modositott human agyi eredet(i neutrof faktor (BDNF)
képezi, a talalmany igényelt oltalmi korébe tartoznak az ilyen moédositott BDNF-proteineket
vagy azok fragmenseit tartalmazo készitmények is. A talalmany egy kovetkezd szempontjanak
megfeleléen modositott human agyi eredeti neutrof faktort (BDNF) kodold nukleinsavakat ta-
runk fel. A talalmany egy masik megvalositasi modja értelmében eljarasokat tarunk fel emberek

modositott BDNF-proteinek alkalmazaséaval végzett gyogykezelésére.
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Példa

A proteinek vagy polipeptidek teljes szerkezetének meghatarozasaban tobb faktor is
fontos szerepet jatszik. El6szor is, a peptidkotés (amely a peptidlancban az aminosavakat egy-
mashoz kapcsolja) kovalens kotés. Ez a kotés planaris szerkezetli; lényegében egy szubsztitualt
amid. Az ,,amid” ~-CONH- atomcsoportot tartalmazd szerves vegyiilet.

A szomszédos aminosavak alfa-szénatomjait egymashoz kapcsold, planaris peptidké-

tés az alabbiak szerint abrazolhatd

Y,
Ctommemeaenns S H
N
i C=N :
N
VA

Mivel az O=C és a C-N atomok viszonylag merev sikban helyezkednek el, e tengelyek
koriil szabad rotacio nem lehetséges. Ennek megfeleloen, a szaggatott vonallal jelolt sikot,
amelyben a peptidvaz oxigénatomja, szénatomja, nitrogénatomja és hidrogénatomja fekszik,
,amidsiknak” vagy ,,peptidsiknak” is nevezik. Az amidsik egymassal szemben fekvé sarkaiban
helyezkednek el az alfa-szénatomok. Mivel a peptid- vagy amidsikban elhelyezkedé O=C és C-
N atomparok tengelyei koriil 1ényegében nincs rotacio, a polipeptid-lanc az alfa-szénatomokat
Osszekoto planaris peptidkotések sorozatabol all.

A polipeptidek vagy proteinek teljes szerkezetének vagy konformécidjanak meghata-
rozasaban fontos szerepet jatszO masodik faktor az egyes amidsikok koézos aC-kotés koriili
elfordulasanak szoge. Az ,elfordulasi szog” vagy ,.torzios szog” kifejezéseket egymas szinoni-
mainak tekintjiikk. Ha feltételezziik, hogy az oxigén-, szén-, nitrogén- és hidrogénatomok az
amidsikban maradnak (ami rendszerint valds feltételezés, bar bizonyos konformaciokban ezen
atomok némileg kiterhetnek a sikbol), ezek az elfordulasi szogek hatarozzak meg az N és R
polipeptidvaz-konformaciot, azaz a szomszédos aminosavak kozotti struktarat. Ez a két szog a
¢ és y. Ilyenforman, a ¢1, v, szogek sorozata (ahol az ,,i” index a polipeptid-lanc i-edik amino-
savat reprezentalja) megfeleléen definidlja a polipeptid méasodlagos szerkezetét. A ¢ és y szo-

gek meghatarozasara alkalmazott konvenciok, vagyis azon vonatkoztatasi pontok, amelyeknél

az amidsikok 0°-os szoget alkotnak, és annak definici6ja, hogy egy adott polipeptidben melyik
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sz6g a ¢ és melyik a y, szakirodalmi forrasokban talalhatok [Id. pl. Ramachandran és mtsai.:
Adv. Prot. Chem. 23, 283 (1968), amely cikk 285-294. oldalait a kitanitas részének kell tekin-
teni]. A talalmany szerinti eljaras barmely proteinre alkalmazhat6, és, részben, azon a felisme-
résen alapul, hogy emberekben az MHC II. osztalyi molekula kétébarazdajanak elsodleges 1.
zseb horgonypozicidja meghatarozott aminosav-oldallancokra vonatkozé specifitassal bir. E
zseb specifitasat az MHC II. osztalyu molekula béta-lanca 86. pozicidjaban 1évd aminosav ha-
tarozza meg. Ez a pozicio a 1. zseb aljan talalhato, és meghatarozza az e zsebben elférd oldal-
lanc méretét [Marshall: J. Immunol. 152, 4946 (1994)]. Ha ez az aminosav glicin, gy a zseb-
ben valamennyi hidroféb alifas és aromas oldallanci aminosav elhelyezhetd (hidrofob alifas ol-
dallanci a valin, leucin, izoleucin és metionin, aromas oldallanci a fenilalanin, tirozin és
triptofan), de eldnyosebbek az aromas oldallanciak. Ha a zseb aljan 1évé aminosav valin, annak
oldallanca benyulik a zsebbe, és korlatozza a zsebben elhelyezhetd aminosav-oldallanc méretét,
ezaltal a zsebben csak hidroféb alifas oldallancok helyezhet6k el. Ennek megfeleléen, egy ami-
nosav-szekvenciaban akar hidroféb alifas, akar aromas oldallancu aminosav talalhatd, megvan
a lehet6sége egy MHC II. osztaly korlatozott T-sejt-epitop jelenlétének. Mindazonaltal, ha az
oldallanc hidrofob alifas, hozzavetoleg kétszer nagyobb a T-sejt-epitdp jelenlétének valoszinii-
sége, mint egy aromas oldallanc esetén (az egész populaciora az ,,1. zseb” tipusok kortilbeliil
egyenletes eloszlasat feltételezve).

A talalmany szerinti szamitogépes eljarassal a kovetkezOk szerint hatarozhaté meg
annak valdsziniisége, hogy egy adott peptidrégio T-sejt-epitopot tartalmazzon:
(1) Atvizsgaljuk egy elére mghatarozott hossziisagi peptidszegmens elsddleges szekvenciajat,
és azonositjuk valamennyi jelenlévo hidroféb alifas és aromas oldallancot. (2) A hidrofob alifas
oldallancokhoz nagyobb értéket rendeliink, mint az aromas oldallancokhoz (elényosen az aro-
mas oldallancokhoz rendelt érték korulbeliil kétszeresét; példaul, egy hidrofob alifas oldallanc-
hoz 2-est, mig egy aromas oldallanchoz 1-est). (3) A peptiden beliil minden egyes -elére meg-
hatarozott, egyforma hosszisagu - atfed6é peptidszegmensere (ablakra) ¢sszegezziik a kapott

értékeket, és az adott szegmensre (ablakra) meghatarozott 9sszértéket a szegmens (ablak) egy

egyetlen aminosavhoz rendeljiik. Ezt mindegyik vizsgalt atfedé peptidszegmensre (ablakra)
megismételjiik, igy a peptid minden egyes aminosavahoz hozzarendeliink egy értéket, amely
annak valdsziniiségét tikkrozi, hogy az adott szegmensben (ablakban) T-sejt-epitop helyezkedik
el. (4) A 3. 1épésben leirtak szerint kiszamitott és hozzarendelt értékeket a vizsgalt teljes ami-

nosav-szekvencia aminosav-koordinatainak fuggvényeében ébrazolhatjuk. (5) A szekvencia va-
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lamennyi olyan részletét, amely egy elére meghatarozott (pl. 1-es) pontértékkel bir, potenciali-
san T-sejt-epitopot tartalmazonak tekintiink, és ez a részlet, kivant esetben, modosithatd. A
talalmany e megvalositasi modja egy olyan altalanos eljaras, amellyel leirhatok a potencialisan
T-sejt-epitopot tartalmazo peptidrégiok. A peptidek e régiokban végzett modositasai lehetdsé-
get nyujtanak az MHC II. osztalya molekulak kétddésére vonatkozo tulajdonsagok modosita-
sara.

A taldlmany egy tovabbi megvalositasi modja értelmében a T-sejt-epitopok egy kifi-
nomultabb — a peptidek MHC II. osztalya allélok modelljeivel bekdvetkezd kolcsonahatasait
figyelembe vevo - szamitogépes eljaras alkalmazasaval nagyobb pontossiggal josolhatok meg.
Egy peptiden beliil elhelyezkedd T-sejt-epitopok szamitogépes meghatarozasanak e specialis
megvalositasi modja szerinti az 6sszes ismert MHC II. osztalyti molekula szerkezete alapjan
elkészitjiik legalabb 42 MHC II. osztalyu allél modelljét és e modelleket T-sejt-epitopok sza-
mitégépes azonositasara alkalmazzuk; a peptidvaz relativ alfa-szénatom (Cot) pozicidinak is-
mert variabilitasanak figyelembe vétele érdekében a egyes modellekhez elkészitjiik a peptidva-
zak konyvtarait; az egyes peptidvazakra elkészitjik az aminosav-oldallanc-konformaciék
konyvtarait, melyeket 9sszekapcsolunk a - peptid és az MHC II. osztalyd molekula kozotti in-
terakcié szempontjabol kulcsfontossagi - poziciokra lehetséges 20 aminosav-alternativa min-
degyikének modelljével; és a peptidvazak és az oldallanc-konformaciok e koényvtarait — pont-
szam-el6allito fuggvény felhasznalasaval — egy bizonyos MHC II. osztalyi molekulaval 6ssze-
kapcsolt, adott peptidre optimalis peptidvaz- é€s oldallanc-konformacié kivalasztasara alkal-
mazzuk, és a koélcsOnhatas alapjan kotési pontszamot szarmaztatunk le.

Az MHC II. osztalyn molekuldk modelljei a Brookhaven Protein Adatbankban (PDB)
talalhaté hasonld struktirak alapjan, homologia-modellezéssel szarmaztathatok le. Az ilyen
modellezések félautomata homolégia-modellezd szoftver [,,Modeller”, 1d. Sali és Blundell: J.
Mol. Biol. 234, 779 (1993)] alkalmazasaval hajthatok végre, amely — a ,CHARMmMm” erdtérrel
egylitt - magaban foglal egy szimulacios illesztd (,,annealing”) figgvényt (Molecular
Simulations Inc., San Diego, CA). Ezen tulmenden, egyéb modellezési eljarasok is alkalmaz-
hatok.

A talalmany szerinti eljaras jelent6s mértékben eltér az egyéb szamitogépes eljara-
soktdl, amelyekben az MHC II. osztalyd molekuldk kis részhalmazahoz valé kot6barazda
egyes pozicidiban 1évé minden egyes aminosav-alternativa kisérletileg meghatarozott kotési
adatainak konyvtarat alkalmazzak [ld. Marshall és mtsai.: Biomed. Pept. proteins Nucleic

Acids 1(3), 157 (1995)], tovabba azoktdl a szamitogépes eljarasoktol, amelyek a kotébarazdan
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beluli kotézsebek adott tipusai kotési tulajdonsagainak meghatarozasara hasonlé kisérleti koté-
si adatokat alkalmaznak (ismét csak az MHC II. osztalyi molekulak viszonylag kis részhalma-
zanak felhasznalasaval), majd e kot6zseb-konyvtarbol a kotézseb-tipusokat - tovabbi virtualis
MHC II. osztalyd molekulak mesterséges létrehozasa céljabol — ,,6sszekeverik és parositjak”.
[1d. Sturniolo és mtsai.: Nat. Biotech. 17(6), 555 (1999)]. E két kiilonb6zd eljaras fé hatranya,
hogy — a vizsgalati eljarasok bonyolultsaga és nagyszami peptidvaltozat szintézisének sziiksé-
gessége miatt — csak kevés MHC 1I. osztalyd molekula kisérleti atvizsgalasara van lehetdség.
Ilyenforman, az elséként emlitett korabbi médszer csak kisszamu MHC I1. osztalyti molekulara
vonatkozo joslasokat eredményez, mig a masodikként emlitett eljarasra szintén jellemz6 az a
feltételezés, hogy egy molekulaban a hasonlé aminosavakkal , kibélelt” zseb egy eltéré MHC
II. osztalyu allél vonatkozasaban hasonlé kétési tulajdonsagu, tovabbi hatranyként pedig az
emlithetd, hogy csak olyan MHC II. osztalyu molekulak , virtualis” létrehozasara ad lehetsé-
get, amelyek a kotézseb-konyvtarban 1évé kotdzsebeket tartalmaznak. A talalmany szerinti
modellezési eljarassal barmilyen szamu és tipusu MHC II. osztalyt molekula szerkezete megjo-
solhato, mialtal az allélok specifikusan ugy szelektalhatok, hogy a teljes populaciora reprezen-
tativak legyenek. Ezen tilmenden, az atvizsgalt MHC II. osztalyu molekulak szama tovabbi
modellek létrehozasaval novelhetd, anélkil, hogy bonyolult kisérletezéssel tovabbi adatokat
kellene produkalni.

A peptidvaz-konyvtar alkalmazaséaval figyelembe vehetok az atvizsgalas alatt allo,
kiilonboz6 (adott MHC II. osztalyi molekulakkal 6sszekapcsolodott) peptidek o-szénatomjai
pozicidinak variacidi. Ez ismét ellentétes a fentebb emlitett, korabbi szamitogépes eljarasokkal,
melyek - az adott kotdzsebekben létrejové aminosav-kotddés atvizsgalasara - egyszeriisitett
peptidvazak alkalmazasan alapulnak. Az ilyen egyszeriisitett peptidvazak kevéssé reprezentati-
vak a ,valodi” peptidekben megfigyelhetd peptidvaz-konformaciokra, ami a peptidkotés meg-
joslasanak pontatlansagat eredményezi. A taldlmany szerinti peptidvaz-konyvtar létrehozasa
érdekében szuperponaljuk a Protein Adatbankban talalhaté MHC II. osztalyu molekulakhoz
k6t6do valamennyi peptid molekulavéazat, és feljegyezzitk a kotobarazdan beliil elhelyezkedd
11 aminosav alfa-szénatomjai kozotti négyzetes kozépérték- (RMS-) eltérést. Bar ez a konyv-
tar viszonylag kevés (jelenleg 13) rendelkezésre allo6 egéreredeti és human struktirabol szar-
maztathato, a még nagyobb variabilitas figyelembe vétele érdekében minden egyes a-szénatom
RMS-értékét 50 %-kal noveljik. Ezutan meghatarozzuk az egyes aminosavak atlagos Cot-

pozicidjat, és e pont korul egy gombot rajzolunk, amelynek sugara egyenld az adott poziciéban
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meghatarozott RMS-eltérés 150 %-aval. Ez a gomb reprezentalja az 6sszes megengedett Cot-
poziciot. A legkisebb RMS-eltérést mutatd o-szénatombol kiindulva (a fentebb emlitett 1.
zsebben elhelyezkedd aminosav, amely ekvivalens a kotdbarazdaban 1évé 11 aminosav 2. pozi-
ciojaval) a gobmbot haromdimenzids racsozattal latjuk el, és a racsozat valamennyi szogpontjat
az adott aminosav alfa-szénatomjanak lehetséges pozicidjaként hasznaljuk. A kovetkezd
amidsikot (amely a kdvetkezd aminosavhoz torténd kapcsolodast lehetové tevd peptidkétésnek

felel meg) atiiltetjiik ezen lehetséges alfa-szénatomok mindegyikére, és a ¢ és v szogeket — a

crer

s sy

fogadjuk el. Ezt az eljarast a kovetkezd Co-poziciok mindegyikére megismételjiik (mialtal a
peptid az 1. zseb alfa-szénatom ,magjabol” nd ki), egészen addig, mig az el6zd alfa-
szénatomok valamennyi lehetséges permutacidja alapjan mind a kilenc maradék alfa-szénatom
pozicidjat meg nem hatarozzuk.

Az eljarast ezutan az 1. zseb el6tt elhelyezkedd alfa-szénatomra még egyszer megis-
mételve a kotdbarazdan belil elhelyezkedd peptidvaz-alkotdé Ca-poziciok kényvtarat hozzuk
létre. Az igy kapott peptidvazak szdma tobb tényez6tdl fligg; ilyenek a ,,megengedett poziciok
gémbjei”; az 1. zseb pozicidban megrajzolt ,.els6 gomb” racsozatanak finomsaga; és a ¢ és y
szogek - kovetkezd alfa-szénatomok pozicidjanak meghatarozasara alkalmazott — lépésenkénti
elforgatasanak finomsaga. Ezzel a modszerrel nagyméretli peptidvaz-konyvatrak allithatok el.
Minél nagyobb a peptidvaz-konyvtar, annal nagyobb a valdszinlisége annak, hogy egy MHC II.
osztalyt molekula kotébarazdajan beliil megtalaljuk egy konkrét peptid optimalis illeszkedését.
Minthogy valamennyi peptidvaz — a kétédomének aminosavaihoz torténé titkGzések miatt -
nem lesz alkalmas az MHC II. osztalyi molekulak valamennyi modelljével torténé ésszekap-
csolasra, minden egyes allélra egy olyan konyvtar-részhalmazt hozunk létre, amely olyan
peptidvazakbol all, amelyekhez az allél hozzailleszthetd. A peptidvaz-konyvtar - MHC II. osz-
talyu molekulak modelljeivel egytittes — alkalmazasa olyan részletes adatbazis létrejottét ered-
ményezi, amely — az egyes megengedett peptidvazakkal 6sszekapcsolt — minden egyes MHC
aminosavra megengedett oldallanc-konformaciokbdl all. Ezt az adathalmazt egyszer(i térbeli
atfedési fuggvény alkalmazasaval hozzuk létre, ahol is egy MHC II. osztalyi molekula egy

peptidvazzal van Osszekapcsolva, €s a peptidvazra — a kivant pozicioban — egy aminosav-
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oldallanc van raiiltetve. Az oldallancok valamennyi elforgathato kotését eloirt intervallumok-
ban, 1épésenként elforgatjuk, és az igy kapott, adott kotéstdl fliggd atompoziciokat feljegyez-
zitk. Az atom és a kétdbarazdaban elhelyezked6 oldallancok atomjai kozotti kolcsénhatast fel-
jegyezziik, és a poziciokat — a kovetkezd kritériumok alapjan - elfogadjuk vagy elvetjiik. Az
adott pontig pozicionalt valamennyi atom atfedésének 6sszege nem haladhat meg egy eldre
meghatéarozott értéket. Ennek megfeleléen, a konformaciokeresés szigorusaga a kotés lépésen-
kénti elforgatasa soran alkalmazott intervallum és a teljes atfedésre elére meghatéarozott hatar-
érték fiiggvénye. Ez az utobbi érték kicsi lehet, ha tudjuk, hogy az adott kotézseb merev,
azonban a szigorusag enyhithetd, ha a kotdzseb-oldallancok pozicioirdl ismert, hogy viszony-
lag flexibilisek. Ilyenforman, a k6tébarazda zsebein beliili flexibilitasi valtozékonysag imitalasa
érdekében engedmények vehetdk figyelembe. Ezt a konformacios keresést az egyes peptidva-
zak valamennyi pozicidjaban 1évé aminosavra megismételjiikk (amikor azok az egyes MHC II.
osztalyl molekulakkal vannak 6sszekapcsolva).

Az MHC II. osztalyu molekuldk modelljei és a peptidligandum-konformaciék (melye-
ket a peptidvaz/oldallanc-konforméciok fentebb ismeretett, nagyméretii adatbazisanak atvizs-
galasa révén, kisérleti uton kell leszirmaztatni) kozotti kotédés energidjanak becslésére meg-
felel6 matematikai kifejezést alkalmazunk. Ennek megfeleléen, egy protein lehetséges T-sejt-
epitopok jelenlétére torténd atvizsgalasa céljabol az 6sszes lehetséges, 9 €s 20 aminosav kozott
valtozo hosszisagn peptidet (bar a peptidhossziisagot az egyes atvizsgalasok soran allandoként
tartjuk) az alabbi szamitasoknak vetjiik ala: Kivalasztunk egy MHC II. osztalya molekulat (az

adott molekulara megengedett peptidvazzal egyiitt, és erre raiiltetjilk a kivant peptidszekven-

s sy

s sy

a peptidvaz mentén minden egyes oldallancra megismételjik, és pontszam-el6allito fiiggvény
alkalmazasaval peptidpontszamokat szarmaztatunk le. Az adott peptidvazra kapott legjobb
pontszamot megtartjuk, és az eljarast a kivéalasztott modell valamennyi megengedett peptidva-
zara megismételjuk. A megengedett peptidvazakra kapott pontszamokat 6sszehasonlitjuk, és a
legnagyobb pontszamot tekintjitk a szoban forgd MHC II. osztalya modellben a kivant peptid
peptidpontszamanak. Ezt az eljarast mindegyik modell esetében — az atvizsgalas alatt allo pro-
teinbd] szarmazé - minden egyes lehetséges peptidre megismételjiik, és a modellek fiiggvényé-

ben megjelenitjilk a peptidpontszamokat.



10

15

20

25

30

-22-

A talalmany szerinti megoldas értelmében a kotési affinitasi szamitasra prezentalt min-
den egyes ligandum egy peptidbdl vagy proteinbdl fentebb leirtak szerint kivalasztott amino-
sav-szegmens. Ennek megfeleléen, a ligandum egy ismert szekvenciaju peptidbél, polipeptidbdl
vagy proteinbdl szarmazo, kb. 9-20 aminosav hosszasagu, kivalasztott szakasz. A ligandumot -
a peptidvaz-konyvtarbol szarmazo peptidvazra ratltetett, vizsgalni kivant peptid egymas utani
aminosavai formajaban — az MHC II. osztalyt molekulak modellkényvtarabol szarmazé MHC
II. osztalyi molekula kotObarazdajaban a peptidvaz alfa-szénatomjainak koordinatai, és az
egyes oldallancokra megengedett — a megengedett konformaciok adatbazisabol kivalasztott —
konformacio alapjan helyezziik el. Ebbdl az adatbazisbol visszakeressiik a relevans atomazo-
nossagokat és atomkozi tavolsagokat is, és ezeket felhasznaljuk a peptidk6tddési pontszam ki-
szamitasara. Az MHC II. osztalya kotdzsebhez nagy kotodési affinitast mutatd ligandumokat
helyspecifikus mutagenezisre kiszemelt célpontokként megjeloljik. A megjelolt (,,flagged”)
ligandumokban (s igy a vizsgalt proteinben) aminosav-szubsztituciokat hajtunk végre, melyeket
a pontszam-el6allité fliggvény alkalmazasaval ismételt tesztelésnek vetiink ala, hogy meghata-
rozzuk azokat a valtozasokat, amelyek a kotési affinitast egy elére meghatarozott kiiszobérték
ala csokkentik. Ezeket a valtozasokat azutan — a T-sejt-epitopok eltavolitasa érdekében - be-
iktathatjuk a kérdéses proteinbe. A peptidligandum és az MHC II. osztalyu molekulak kétéba-
razdaja kozotti kotddés nem kovalens kolcsonhatasokkal valosul meg, ideértve, tobbek kozott,
a hidrogénkotéseket, elektrosztatikus kolcsonhatasokat, hidrofob (lipofil) kolesonhatasokat és
Van der Waals-féle kolcsonhatasokat. Ezeket az alabbiakban leirtak szerint foglalhatjuk a
peptidpontszam-eldallito figgvénybe. A hidrogénkotést nem kovalens kotésnek kell tekinteni,
amely polaros vagy toltéssel biré csoportok kozott alakul ki, és két masik atom altal k6zosen
birtokolt hidrogénatombdl all.

A hidrogéndonor hidrogénatomja pozitiv toltési, mig a hidrogénakceptor részlegesen
negativ toltéssel bir. A peptid/protein kolcsonhatasokat illeten a hidrogénkotés-donorok nit-
rogénatomok, amelyekhez hidrogénatom kapcsolddik, vagy olyan hidrogénatomok, amelyek
oxigénatomhoz vagy nitrogénatomhoz kapcsolédnak. A hidrogénkotés akceptoratomja hidro-
génatomhoz nem kapcsolt oxigénatom, kapcsolt hidrogénatomot nem tartalmazé nitrogénatom
(egy vagy két kapcsolodassal) vagy kénatom, csak egy kapcsolodassal. Bizonyos atomok, mint
pl. a hidrogénatomokhoz kapcsolt oxigénatomok vagy az imin-nitrogének (pl. C=NH) egyarant
lehetnek hidrogénakceptorok vagy ~donorok. A hidrogénkétés energiaja 3-7 Kcal/mol, vagyis
sokkal erdsebb, mint a Van der Waals-féle kolcsonhatas, de gyengébb, mint a kovalens kotés.

Ezen tulmenden, a hidrogénkotések nagymértékben irdnyfliggdk, és akkor a legerdsebbek, ha a
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donoratom, a hidrogénatom €s az akceptoratom egy egyenesbe esik. Az elektrosztatikus koté-
sek ellentétes toltésli ionok kozott jonnek létre, és a kolcsonhatas erdssége forditottan aranyos
az atomok kozotti tavolsag négyzetével (a Coulomb-torvénynek megfeleléen). Az ionparok
kozotti optimalis tavolsag koriilbelill 2,8 A. A protein/peptid kolcsonhatasokban elektrosztati-
kus kotések az arginin, hisztidin vagy lizin és aszparaginsav vagy glutaminsav kozott alakul-
hatnak ki. A kotés erdssége az ionizalé csoport pKa-értékétol és a kozeg dielektromos allan-
dojatol fiigg, bar hozzavetdlegesen hasonl6 erdsségiiek a hidrogénkotéssel. A lipofil koleson-
hatasok kedvezd hidrofob-hidroféb kolcsonhatasok, amelyek a protein és a peptidligandum
kozott alakulnak ki. Az ilyen kolcsonhatasok rendszerint a peptid — kétdbarazda zsebeibe be-
sullyedt — hidrofoéb aminosav-oldallancai kozott alakulnak ki, amelyek nem érintkeznek az ol-
dészerrel. A hidrofoéb aminosavak oldoszerrel torténé érintkeztetése nagyon kedvezétlen, mi-
vel a koérnyez6 oldoszermolekulak egyméssal hidrogénkotések kialakitasara vannak kényszerit-
ve, mialtal ketrecszerli klatrat-strukturakat alkotnak. Az ebbdl eredd entrépiacsokkenés igen
kedvezétlen. A lipofil atomok kénatomok (amelyek sem nem polarosak, sem nem hidrogén-
akceptor tulajdonsaguak) vagy szénatomok lehetnek, amelyek nem poliarosak. A Van der
Waals-féle kolcsonhatasok az egymastol 3-4 A tavolsagra elhelyezked$ atomok koézott kiala-
kuld, nem specifikus kotderdk — gyengébbek és kevésbé specifikusak, mint a hidrogénkostések
és az elektrosztatikus kotések. Az elektronok toltéseloszlasa az atomok koriil idébeni valtozast
mutat és — barmely pillanatban - nem szimmetrikus. Az elektront6ltés ezen atmeneti aszimmet-
ridja a szomszédos atomokban hasonlé aszimmetriat indukal, és az atomok kozétt kialakulod
vonzderdk a Van der Waals-féle kotétavolsagban érik el maximalis értékiiket, de kb 1-2 A
atomtavolsagnal ugrasszeriien lecsokkennek. Ezzel szemben, minthogy az atomokat az érint-
kezési tavolsagnal kisebb tavolsag valasztja el, az atomok kiils6 elektronfelh6inek atfedésével
egyre nagyobb taszitderdk valnak dominanssi. Bar a vonzderok az elektrosztatikus kotéshez
és hidrogénkotéshez viszonyitva viszonylag gyengék (kb. 0,6 Kcal/mol), a taszitéerdk kiilono-
sen fontosak lehetnek annak megallapitasaban, hogy egy peptidligandum sikeresen kotddik-e
egy proteinhez.

A talalmany egyik megvalositasi modja értelmében a kotési allandé megbecslésére a
Bohm-féle pontszam-eléallitd fuggvényt (,SCORE1” moédszer) alkalmazzuk [Id. Bohm, H.J
J. Comput. Aided Mol. Des. 8(3), 243 (1994), melyet teljes terjedelmében a kitanitas részének
tekintiink]. A talalmany egy masik megvalositasi modja szerint a pontszam-el6allité figgvényt
(,SCORE2” modszer) — T-sejt-epitopot tartalmazo ligandum indikatoraként — a kotési affinitas
megbecslésére alkalmazzuk [Bohm, H.J.: J. Comput. Aided Mol. Des. 12(4), 309 (1998), me-
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lyet teljes terjedelmében a kitanitas részének tekintiink]. Mindazonaltal, a fenti cikkekben leirt
Bohm-féle pontszam-el6allito fiiggvényeket egy protein liganduma kétési affinitasanak olyan
esetekben torténd megbecslésére alkalmazzak, amikor ismert, hogy a ligandum sikeresen koté-
dik a proteinhez, és a protein/ligandum komplex szerkezete megoldott, mely megoldott szerke-
zet megtalalhatoa Protein Adatbankban. Ilyenforman, a pontszam-eléallité fliggvényt ismert
pozitiv kotési adatok alapjan fejlesztették ki. A pozitiv és negativ kétémolekulak megkiilon-
boztetése érdekében az egyenletbe egy taszitasi tagot kell foglalni. Ezenfeliil, a lipofil kolcson-
hatasok paronkeénti kiszamitasaval a kotési energia kielégitdbb pontossagi megbecslése érhetd
el, mint a fenti Bohm-fiiggvények terilletalapa energia-kifejezéseinek alkalmazasaval. Ennek
megfelelden, az egyik eldnyds megvalositdsi mod értelmében a kotési energiat modositott
Bohm-féle pontszam-elGallitdo fliggvény alkalmazasaval becsiiljilk meg. A moédositott Bohm-
féle pontszam-el6allité fiiggvénnyel a protein és ligandum kozotti kotési energiat (AGyaes) a
kovetkezd paraméterek figyelembe vételével hatarozzuk meg: a ligandum 6sszes transzlacios
és rotacios entropia-veszteségének betudhaté kotési energiacsokkenés (AGo); hozzajarulasok
az idealis hidrogénkotésekbdl (AGrk), ahol legalabb egy partner semleges; hozzajarulasok a za-
vartalan ionos kolcsonhatasokbol (AGiones); lipofil ligandumatomok és lipofil akceptoratomok
kozotti lipofil kolcsonhatasok (AGiipo); a kotési energia vesztesége a ligandum belsé szabad-
sagfokainak befagyasztasa miatt, vagyis az egyes C-C kotések koriili elfordulas szabadsaganak
csokkenése (AG;.); a protein és a ligandum kozotti kolcsonhatas energiaja (Evaw). E tagok
megfelel6 elrendezésével az 1. egyenlethez jutunk:
(AGiotes)=(AGo)+(AGuxNii )+ (AGionosXNionos) T (AGiipoX Niipo) H(AGrotXNrot) H(Evaw)
amelyben ,,N” egy adott tagra a kvalifikalo kolcsonhatasok szama; €s — az egyik megvalositasi
modban - AGy, AGnk, AGionos, AGiipe €s AG; allandoOk, melyek értéke, sorrendben, a kovetkezd:
5,4, -4,7,-4,7, -0,17; 1,4.

Az Ny tag a 2. egyenlettel szamithato ki:
Nix = Zhotesekf(AR, Ad) X f(Nzomsz) X fpes
ahol , f(AR, Aa)” egy buntetési fiiggvény, amely szamot ad a hidrogénkotések idealistol valod
nagy eltéréseire, €s amely a kovetkezo, 3. egyenlettel szamithato ki:
f(AR, Aa) = f1(AR) x f2(Acv)
ahol f1(AR) = 1; ha AR < TOL
vagy = 1-(AR-TOL)/0,4; ha AR < 0,4+TOL
vagy = 0; ha AR > 0,4+TOL;
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és f2(AR) = 1; ha Ao <30° TOL

vagy = 1-(Aa-30)/50; ha Aa < 80°

vagy = 0; ha Aa > 80°
»TOL” jelentése: a hidrogénkétés hossziisaganak toleralt eltérése = 0,25 A;

»AR” jelentése: a H-O/N hidrogénkétés hossziisaganak idealis értéktdl valo eltérése = 1,9 A;
»Aa” jelentése: Az N/O-H...O/N hidrogénkotés szogének idealis 180°-t6l valo eltérése;

az ,,f(Naomsz6d)” tag megkiilonbozteti egy protein felilletének konkav és konvex részeit, s ezaltal
nagyobb sulyt rendel a zsebekben talalhaté poléros kolcsonhatasokhoz, mint a protein feliiletén
talalhatokhoz (ezt a fiiggvényt az alabbi, 4. egyenlet szerint szamitjuk ki):

fNszomsz6a) = (Nezomszéa/Nizomsz¢a0)”; ahol a = 0,5;

Neomszed” jelentése: a protein azon nem hidrogén atomjainak szama, amelyek a protein barmely
adott atomjahoz 5 A-nél kozelebb helyezkednek el;

»Neomszédo €gy allando, értéke: 25;

Jfpes” jelentése: olyan fliggvény, amely szamitasba veszi a polaris érintkezési felilet hidrogén-
kotésenkénti teriiletét, s ezaltal killonbséget tesz az erds és gyenge hidrogénkotések kozott —
értékét a kovetkezd kritériumok alapjan hatarozzuk meg:

focs = B, ha Apotiros/Nizx < 10 A% vagy

foes = 1, ha Agotiros/Nix > 10 A%

»Apoliros” jelentése: a polaros protein-ligandum érintkezési feliilet mérete;

,Nuk” jelentése: a hidrogénkotések szama,

B jelentése: allando, amelynek értéke: 1,2.

A Bohm-féle modositott pontszam-eléallitd fiiggvény teljesitése érdekében az ionos
kolcsonhatasokbdl szarmazoé hozzajarulast a hidrogénkotésekre fentebb leirtak szerint szamit-
juk ki (mivel hasonl6 geometria-fliggdséget feltételeziink).

Az Ny, tagot a kovetkezd, 5. egyenlet szerint szamitjuk ki:

Niipo = Zif(riL);

amelyben az f(r;.) tagot az &sszes lipofil ligandumatomra (1) és az dsszes lipofil proteinatomra
(L) a kovetkez6 kritériumok alapjan szamitjuk ki:

f(r) = 1, ha ryp, < RI1f(r)=(r-R1)/(R2-R1), ha R2 <r; >R1;

f(r) =0, har, > R2;

ahol R1 =" + "™ + 0,5; és

R2 =R1+ 3,0; és
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vdwss

LI jelentése: az ,,I” atom Van der Waals radiusza,

LI jelentése: az ,,L.” atom Van der Waals radiusza,

N~ jelentése: az aminosav-oldallanc elforgathatd kotéseinek szama, melyet a nem ciklusos
sp>-sp> és sp>-sp” kotések szamanak vesziink (a terminalis -CH; vagy -NH; csoportok elfor-
gatasat nem vessziik figyelembe).

A pontszam-elballité fuggvény utolsé tagja, az ,Evaw”, a 6. egyenlet szerint szamit-
hato ki:

Evaw = €1 82((rlvdw +r2VdW)12 12 ( rlvdw +r2vdW)6 /r6;
ahol g, és&,: az adott atomtol fiiggd allandok;
r"*+r,"%": Van der Waals atomradiuszok;

r = egy atompar kozotti tavolsag.

A 6. egyenletben, az egyik megvalositasi mod szerint, az €, és€; allandok a kovetkezd
atomi értékek: szén (C): 0,245, nitrogén (N): 0,283; oxigén (O): 0,316; kén (S): 0,316. Az S.
és 6. egyenlet vonatkozasaban, a Van der Waals atomradiuszok a kovetkez6 atomi értékek: C:
1,85, N: 1,75; O: 1,60; S: 2,00 A.

Megjegyezziik, hogy a fenti egyenletekben megadott valamennyi elére meghatarozott
érték és allando a protein-ligandum kolcsonhatasok ismeretének jelenlegi allasanak megfeleléen
van meghatarozva (kiilénos tekintettel a altalunk végzett szamitéas tipusara). Ennek megfeleld-
en, lehetséges, hogy e pontszam-el6allité figgvény tovabbi finomitasa soran ezek az értékek és
allandok valtozhatnak, igy barmely — a protein-ligandum kolcsonhatas kotést energidjanak
meghatarozasat illetden kivanatos eredményeket ado — numerikus érték alkalmazhato, s ezek
alkalmazasa szintén a talalmany igényelt oltalmi kérébe tartozik.

Ahogy fentebb emlitettiik, a pontszam-eldallité fliggvényt az oldallanc-konformaciok,
atomazonossagok és atomkozi tavolsagok adatbazisabol kivont adatokra alkalmazzuk. A ta-
lalmany céljaira az ezen adatbazisban talalhat6 MHC II. osztalya molekulak szama: 42 modell
+ négy megoldott struktura. Az eddigiek alapjan érthet, hogy a talalmany szerinti szamitogé-
pes eljaras konstrukciojanak moduléris természete azt jelenti, hogy — a fentiekben ismertetett
peptidpontszam-eléallito fuggvénnyel feldolgozhato wjabb adathalmazok létrehozasa céljabol -
4j modellek egyszeriien hozzaadhatok és a peptidvaz-konyvtarral €s oldallanc-konformacios
kereséfiiggvénnyel atvizsgalhatok. Ez lehetdvé teszi az atvizsgalt MHC II. osztalyt molekulak
repertoarjanak egyszerii novelését, illetve szerkezetek és azokhoz kapcsolodd adatok helyette-

sitését (ha adatok allnak rendelkezésre a létez6 allélok pontosabb modelljeinek létrehozaséra).
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A talalmany szerinti prediktiv eljaras nagyszami peptidbol 4ll6 adathalmazzal szemben
kalibralhat6, mely peptidek kiilonbozé6 MHC II. osztalyt molekulakra vonatkozo affinitisa ko-
rabban kisérleti uton meghatarozasra keriilt. A szamitott és a kisérletileg meghatarozott adatok
osszehasonlitasaval olyan hatarérték allapithaté meg, amely felett tudjuk, hogy valamennyi ki-
sérletileg meghatarozott T-sejt-epitdp pontosan van megjosolva.

Megjegyezziik, hogy — bar a fenti pontszam-el6allité fiiggvény a néhany hozzaférhetd,
kifinomult médszerhez képest viszonylag egyszerii — a szamitasok rendkiviil gyorsan hajthaték
végre. Tudni kell tovabba, hogy célunk nem a kivalasztott MHC II. osztalyu protein kotdba-
razdajaba bekapcsolédott minden egyes peptid valos kotési energiajanak onmagaban torténd
meghatarozasa, hanem az, hogy a T-sejt-epitopok elhelyezkedésének — kivalasztott protein el-
sodleges szerkezete (vagyis aminosav-szekvenciaja) alapjan torténd - megjoslasanak segédesz-
kozeként 6sszehasonlité kotési energia adatokat nyerjiink. Egy viszonylag nagy kotési energia
(vagy egy kivalasztott kiiszobérték feletti kotési energia) a ligandumban a T-sejt-epitop jelen-
létére utalhat. A ligandumot ezutan legalabb egy aminosav-szubsztitiicionak vethetjik ala, és
ismét kiszamithatjuk a kotési energiat. A szamitasok gyorsasiganak koszénhetGen a peptid
szekvenciajaban végrehajtott manipulaciok olcsé hardver felhasznalasaval, a program felhasz-
naloi interfészén belil interaktiv moédon hajthatok végre. Ilyenforman, a programhoz nincs
sziikség hardver-szint(i beruhazasokra.

Szakember szamara kézenfekvd, hogy e célokra egyéb szofiverek is alkalmazhatok.
Kozelebbrdl, az energia-minimalizalassal 6sszefuggésben olyan, kifinomultabb szoftverek al-
kalmazhatok, amelyek alkalmasak a ligandumok protein kétdhelyekre torténd beillesztésére. A
beilleszté (,,dokkolo™) szoftverek példai a kovetkezok: ,,DOCK” [Kuntz és mtsai.: J. Mol.
Biol. 161, 269 (1982);, ,LUDI” [Béhm: J. Comput. Aided Mol. Des. 8, 623 (1994)] és
,FLEXX” [Rarey és mtsai.. ISMB 3, 300 (1995)]. A molekularis modellezé és manipulacids
szoftverek példaiként az ,,AMBER” (Tripos) és a ,,CHARMm” (Molecular Simulations, Inc.)
emlithetd. E szamitastechnikai eljarasok alkalmazasa — a megfelelé szamitasok elvégzéséhez
sziikséges adatfeldolgozasi id6 hossziisiga miatt - jelentds mértékben korlatozhatja a talalmany
szerinti eljaras teljesitményét, azonban e modszereket ésszerlien ,,masodlagos sziiréként” al-
kalmazhatjuk azon peptidek kotési energidjanak még pontosabb kiszamitasara, amelyeket a ta-
lalmany szerinti eljarassal ,,pozitiv kotOképességiinek™ talaltunk. A kifinomult molekularis
mechanikai vagy molekularis dinamikai szamitasok feldolgozasi idejének korlatjat az e szamita-
sok elvégzésére hasznalt szoftver tipusa, illetve a hardver jelenlegi technologiai korlatjai hata-

rozzak meg. A jovét illetden az varhato, hogy az ilyen szamitasok — hatékonyabb szamitogépes
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kod kifejlesztése és a szamitogép-processzorok sebességének folyamatos novekedése révén -
kezelhetOobb idokeretben lesznek végrehajthatok.

A makromolekulékra alkalmazott energiafiiggvényeket, valamint az 6sszehajtogato-
dott proteinszerkezeten belil potencialisan bekovetkezo, kiilonféle kdlcsénhatasokra vonatko-
z6 megfontolasokat illetden Id. Brooks és mtsai.: J. Comput. Chem. 4, 187 (1983), mig az al-
talanos protein-ligandum koélcsénhatasokkal kapcsolatos tovabbi informacidkat illetéen 1d.
Dauber-Osguthorpe és mtsai.: Proteins 4(1), 31 (1988), mely forrasokat teljes terjedelmiikben
a kitanitas részének kell tekinteni. Tovabbi hasznos alapvetd informaciok talalhatok, példaul, a
~Prediction of Protein Structure and the Principles of Protein Conformation” cimii kiadvanyban

(szerk.: Fasman, Plenum Press, New York, ISBN: 0-306 4313-9).//
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Modositott molekula, amely human agyi eredetii neutrof faktor (BDNF) biologiai
aktivitasanak kifejtésére képes, €s in vivo alkalmazas soran lényegében nem immunogén tulaj-
donsagl vagy kevésbé immunogén, mint egy ugyanolyan biologiai aktivitasi, nem modositott
molekula.

2. Az 1. igénypont szerinti molekula, amelynek immunogenitasa az eredeti, nem médo-
sitott molekula egy vagy tobb potencialis T-sejt-epitopjanak eltavolitasaval lett mérsékelve.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti molekula, amelynek immunogenitasa az e molekula-
bol szarmazé peptidekhez kotddni képes MHC-allotipusok szamanak csokkentésével lett mér-
sékelve.

4. A 2. vagy 3. igénypont szerinti molekula, amelyb6l egy T-sejt-epitop lett eltavolitva.

5. A 2-4. igénypontok barmelyike szerinti molekula, amelyben az eredetileg el6forduld
T-sejt-epitdopok MHC 1II. osztalyu ligandumok vagy peptidszekvenciak, amelyek képesek a T-
sejteket I osztaly molekulakon prezentalva serkenteni vagy hozzajuk kétédni.

6. Az 5. igénypont szerinti molekula, amely peptidszekvencidkként az 1. tablazatban
felsorolt szekvenciak koziil kivalasztott szekvenciakat tartalmaz.

7. A 2-6. igénypontok barmelyike szerinti molekula, amelyben az eredeti T-sejt-
epitopok barmelyikében 1-9 aminosav van moédositva.

8. A 7. igénypont szerinti molekula, amelyben az eredeti T-sejt-epitopok egy aminosava
van modositva.

9. A 7. vagy 8. igénypont szerinti molekula, amelyben a modositas(ok) az eredetileg
jelenlévd aminosav(ak) specifikus pozicid(k)ban mas aminosavval (aminosavakkal) torténd
szubsztitucidjaval van(nak) végrehajtva.

10. A 9. igénypont szerinti molekula, amely egy vagy tobb aminosav-szubsztitiicioként
a 2. tablazatban bemutatott szubsztituciok koziil kivalasztott szubsztitucid(ka)t tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti molekula, amely a 3. tablazatban bemutatott szubsztiticiok
kozill egy vagy tobb tovabbi aminosav-szubsztiticiét tartalmaz, amely(ek) a molekulabol
szarmaz6 peptidek megkotésére képes MHC-allotipusok szamanak csokkentését eredménye-
zi(k).

12. A 9. igénypont szerinti molekula, amely a 3. tablazatban bemutatott szubsztituciok

koziil egy vagy tobb tovabbi aminosav-szubsztituciot tartalmaz.
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13. A 7. vagy 8. igénypont szerinti molekula, amely aminosav-modositasként, specifi-
kus pozicié(k)ban, az eredetileg jelenlévd aminosav(aka)t érint6 delécio(ka)t hordoz.

14. A 7. vagy 8. igénypont szerinti molekula, amely aminosav-modositasként az erede-
tileg jelenlévo, specifikus pozicio(k)ban aminosav-addicio(ka)t hordoz.

15. A 7-14. igénypontok barmelyike szerinti molekula, amely biolégiai aktivitasanak
helyreallitasara tovabbi moédositasokat tartalmaz.

16. A 15. igénypont szerinti molekula, amely tovabbi méodositasként specifikus amino-
sav(ak)at érintd szubsztiticiot, addiciot vagy deléciot hordoz.

17. A 7-16. igénypontok barmelyike szerinti modositott molekula, amely egy homolég
proteinszekvencia alapjan végrehajtott aminosav-modositast hordoz.

18. A 7-16. igénypontok barmelyike szerinti modositott molekula, amely in silico mo-
dellezési technikak alapjan végrehajtott aminosav-moédositast hordoz.

19. DNS-szekvencia, amely 1-18. igénypontok barmelyike szerinti modositott
BDNF-molekulat kédol.

20. Gyogyaszati készitmény, amely human agyi eredeti neutrof faktor (BDNF)
biologiai aktivitasanak kifejtésére képes, 1-19. igénypontok barmelyike szerinti médositott
molekulat, és, adott esetben, gydgyaszati szempontbdl elfogadhatd hordozét, diluendumot
vagy segédanyagot tartalmaz.

21. Eljaras human agyi eredetli neutrof faktor (BDNF) biologiai aktivitasanak
kifejtésére képes, 1-20. igénypontok barmelyike szerinti modositott molekula eldallitasara, az-
zal jellemezve, hogy

(i) meghatarozzuk a polipeptid vagy részlete aminosav-szekvenciajat;

(i) a protein aminosav-szekvencidjaban (tetszoleges eljarassal, ideértve a peptidek
MHC-molekulakhoz torténd kotédésének in vivo vagy in silico technikakkal vagy bioldgiai
tesztekkel torténé meghatarozasat) egy vagy tobb potencialis T-sejt-epitopot azonositunk;

(i) 0 szekvencia-valtozatokat terveziink, amelyek az azonositott, potencialis T-sejt-
epitopokon beliil egy vagy tobb olyan aminosav-moédositast hordoznak, mely(ek) a T-sejt-
epitop aktivitasanak jelentds mértékii csokkentését vagy megsziintetését eredményezi(k) (amit
a peptidek MHC-molekulakhoz torténd kotddésének in vivo vagy in silico technikakkal vagy
biologiai tesztekkel végzett meghatarozasaval, vagy a peptid-MHC komplexek T-sejtekhez

torténd kotddése alapjan allapitunk meg);
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(iv) rekombinans DNS-technikak alkalmazéasaval eldallitjuk a megtervezett szekvencia-
valtozatokat, és azokat egy vagy tobb - kivant tulajdonsdgokkal biré — valtozat azonositasa
céljabol teszteljiik; és

(v) adott esetben, megismételjik az (ii)-(iv) 1épéseket;

22. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az (iii) 1épést az eredeti
molekula T-sejt-epitopjai barmelyikének 1-9 aminosavat érintd szubsztitucidval, addicidval
vagy delécioval hajtjuk végre.

23. A 22. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a médositast egy homolog
protein szekvenciaja és/vagy in silico modellez6 technikak alapjan hajtjuk végre.

24. A 21-23. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az (ii) 1é-
pést a kovetkezOk szerint végezziik: (a) kivalasztjuk a peptid egy ismert aminosav-
szekvenciaju régiojat; (b) a kivalasztott régiobol egymast kovetden - elére meghatarozott,
egyforma méretii, a kivalasztott régié legalabb harom aminosavat tartalmaz6 - atfedé amino-
sav-szekvencia-szegmenseket valasztunk ki; (c) mindegyik kivalasztott szegmens esetében
MHC II. osztalyu molekulakhoz torténd kotddésre vonatkozo pontszamot szamitunk ki, oly
modon, hogy a kivalasztott szegmensben 1év6é hidofob aminosavakhoz hozzarendelt pontsza-
mokat osszeadjuk; és (d) az MHC II. osztalyi molekulakhoz torténd kotddésre kiszamitott
pontszam alapjan kivalasztunk legalabb egy olyan szegmenst, amely alkalmas a peptid brutt6
MHC II. kotési pontszamat megvaltoztatd modositasara, anélkiil, hogy a peptid terapias alkal-
mazhatosagat jelentés mértékben csokkentené.

25. A 24. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a (c) 1épést elényosen a
Bohm-féle pontszam-el6allité fliggvény (amelyet 12-6 van der Waals ligandum-protein taszitasi
energia tag és ligandum konformacios energia tag beiktatasaval modositottunk) alkalmazasaval
hajtjuk végre, a kovetkezok szerint: (1) létrehozunk egy elsé adatbézist, amely MHC II. osz-
talyt molekulamodelleket tartalmaz; (2) létrehozunk egy masodik adatbazist, amely az MHC
II. osztalyi molekulamodellekre megengedett peptidvazakat tartalmaz; (3) az elsé adatbazisbol
kivalasztunk egy modellt; (4) a masodik adatbazisbol kivalasztunk egy megengedett
peptidvazat; (5) azonositjuk az egyes kivélasztott aminosav-szekvencia-szegmensekben jelen-
lévé aminosav-oldallancokat; (6) az egyes kivalasztott szegmensekben 1év6 Osszes oldallancra
kotési affinitasi értéket hatarozunk meg, és az (1)-(5) lépéseket minden egyes modellre és
peptidvazra megismételjik.

26. Potencialisan MHC II. osztalyi molekulat megkotd aktivitassal bird 13mer T-sejt-

epitop peptid, amely immunogenitési szempontbol nem modositott human agyi eredetii neutrof
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faktorbol (BDNF) van kialakitva, és az 1. tablazatban bemutatott aminosav-szekvenciak egyi-
két tartalmazza.

27. Peptidszekvencia, amely 26. igénypont szerinti 13mer T-sejt-epitop peptid legalabb
9 egymast kovetd aminosavat tartalmazza.

28. A 26. igénypont szerinti 13mer T-sejt-epitop peptid alkalmazasa human agyi ere-
detli neutrof faktor (BDNF) eldallitasara, amely in vivo felhasznalas esetén lényegében nem
immunogén vagy kisebb immunogenitasi, mint egy tetszéleges, azonos bioldgiai aktivitasq,
nem modositott molekula.

29. A 27. igénypont szerinti peptidszekvencia alkalmazasa human agyi eredetii neutréf
faktor (BDNF) eldéllitasara, amely in vivo felhasznalas esetén lényegében nem immunogén
vagy kisebb immunogenitasi, mint egy tetszoleges, azonos bioldgiai aktivitasi, nem moédosi-

tott molekula.
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