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Ezrin szabalyozé/kihajtogatd peptidek

A talalmany targyat olyan tdéltéssel rendelkezs molekulak ké-
pezik, . amelyek képesek a Hepreceptorhoz koétédni, és a
Hepreceptor egy részével azonos aminosav szekvenciaval rendel-
keznek. A taladlmany kiulénésen olyan peptidekre vonatkozik, ame-
lyek 5-13 aminosav hossziak és a Hepreceptor A és B Doménjeinek
egy részével ézonos aminosav szekvenciaval rendelkeznek.

A talalmany szerinti peptidek felhaszndlhaték fertézé beteg-

ségek és rak kezelésére immunvalasz indukalasa utjan.
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Ezrin szabalyozdé/kihajtogatd peptidek
A talalmany olyan toltéssel rendelkezd peptid molekulakra
vonatkozik, amelyek a Hepreceptor egy részével azonos aminosav
szekvenciaval rendelkeznek.

A talalmany hattere

A talalmany teriilete a fertdzd betegségek és a rak kezelésé-
re vonatkozik a betegséget lekiizdd immunvalasz indukalasaval. Az
antibiotikumokra rezisztens patogén baktériumok 1j térzseinek
novekvdé problémaja, a krénikus virusos és gombas fertdzésekkel
szemben hatékony vegyliletek korlatozott valasztéka és a hatékony
rakellenes kezelések hiadnya olyan vegyiletek irant tamaszt sziak-
ségletet, amelyek képesek fokozni az ilyen qrvosi problémakkal
szemben a gazda védekezését. A talalmany olyan 0j, toltéssel
rendelkezé molekulakra vonatko;ik; ”amélyek az A&altalam 1izolalt
4j, human ezrinben 1évé aktiv helyhez, a Hepreceptorhoz koétddve
immunvéalaszt stimuldlnak. Az elényds, toéltéssel rendelkezd mole-
kulak 0j peptidek, amelyek a human ezrinben 1évé Hepreceptorral
azonos szekvenciaval rendelkeznek.

Az ezrin az ERM (ezrin-radixin-moezin) csaldd fehérjéinek
tagja, amely szerkezeti és szabalyozdé szerepet jatszik a kuldn-
féle sejttipusok széles korében. A meglévd nagyszama bizonyiték
azt mutatja, hogy az ezrin a sejtfelszini topografia iranyitasa
érdekében a kortikdlis citoszkeleton (sejtvaz) szerkezetét sza-

balyozza. Az ezrin két f&é konformaciés alakot vesz fel: 1) egy
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oldhaté hajtogatott format, amely a citoplazmaban talalhaté és
2) egy kihajtogatott és megnyujtott format, amely a sejtmembran
citoplazma feloli felszinéhez csatlakozva, kilénoésen a
mikrobolyhokkal és mas aktivaciéval Osszefiiggd szerkezeti ele-
mekkel egyiitt taldlhaté. A fehérje N-terminalis része a membran
citoplazma feldli felilletéhez csatlakozik, mig a C-terminalis
rész az aktin citoszkeletonhoz kétdédik. Az ezrin molekula egy
tirozin-kinaz szubsztrdt, a T-sejtekben és az EGF receptor
epidermalis noévekedési faktor (epidermal growth factor, EGF) al-
tali stimulalasanak eredményeként tirozin foszforildlt. Az ezrin
N-terminalis része megnyujtott konformaciéjaban PIP, jelenlétében
a CD44 citoplazmatikus végéhez koété8dik. Az ezrin kétSdhet tovab-
ba az ICAM-2 (intracellular adhesion molecule, intracellularis
adhézidés molekula) citoplazmatikus végéhez is. Az ezrin fehérje
nagyon érzékeny a szabalyozé proteazokra, ilyen a kalpain, és
sejtaktivacié alatt gyorsan megfordul (Anthony Bretscher és
mtsai., (1997), Jb&rnal of Cell Science 110: 3011-3018).

Az ezrin fehérje masodlagos szerkezetének részletes vizsga-
lata azt mutatja, hogy harom f& szerkezeti egységgel rendelke-
zik: az 1-300 aminosavig terjedd N-terminadlis egység, egy erdsen
toltott alfa egység a 300-470 aminosavakig és a 470-585 aminosa-
vakig terjedd C-termindlis egység. A szerkezeti modellezés azt
sugallja, hogy az ezrin oldhaté globularis formdjaban az alfa-
egység két antiparallel hélixbe van hajtogatva, jéllehet a csa-
varodas helyét nem tudtak azonositani. A megnyujtott
foszforilalt forma modelljében az ezrin az N-termindlis egység

segitségével a sejtmembran belsd felszinéhez csatlakozik, a két



ezrin molekula alfa egységei antiparallel dimerekké parosodnak
és a sejt feliuleti membranja alatt helyezkednek el. Ebben a ki-
nyGjtott formdban az ezrin a 353-as tirozinnal (Yp 353) tirozin
foszforilalt (Ossi Turunen és mtsai., (1998), Biochimica et
Biophysica Acta 1387: 1-16).

Korabban az US 5,773,573 szami amerikai egyesiilt a4llamokbeli
szabadalmi leirasban (Rupert Holms, 1998, juanius 30.) ismertet-
tem a HEPl1 peptid 14 aminosavbél &allé szekvenciajat (a 28. azo-
nositdé szadmu szekvencia (SEQ ID NO.): TEKKRRETEREKE, amely azo-
nos a human ezrin 324-337-ig terjedé aminosavaival), amely 70 %
azonossagot mutat az in vivo emberben HIV replikaciét gatolni
képes gpl20 C-terminalis részével. Akkor ugy gondoltam, hogy a
HEP1 peptid megfigyelt HIV-ellenes hatasa az ordlisan beadott
HEP1 miatt koévetkezett be, amely immunoldégiai toleranciat idéz
eléd a gpl20 C-terminadlis részével komplementer HIV szekvencia
dltal indukalt autoreaktiv immunvalasszal szemben.

Most kimutattam, hogy a HEP1 HIV-ellenes aktivitasat egy uj
immunolégiai wUtvonal aktivaldédasa okozza, amelyben a HEPl1 a
Hepreceptor B egységében 1lévé vele komplementer szekvenciahoz

k6té8dik (a HEP1 azonos a Hepreceptor A egységének egy részével).

A talalmany osszefoglaléasa

A taladlmédny a humadn ezrinben 1lévé uj szabalyozdé helyet
(Hepreceptort) és olyan toéltéssel rendelkezd molekulakat ir le,
amelyek immunvalasz létrehozasara e helyhez koétddnek. Meghata-
roztam, hogy az ezrin oldhaté forméajadban a Hepreceptor (a huméan

ezrin 308-373 aminosavait foglalja magaban) két szomszédos alfa-



helikalis egységbél 4all, amelyek a kapocsrégiénal (M339-M340)

csavarodnak egybe két antiparallel hélixszé, melyet az elsddle-

ges aminosav szekvencia komplementer oldallanc téltései stabili-

zalnak (lasd 1. téablazat és 1. &bra). Meghataroztam, hogy az

ezrin membrannal kapcsolt, kihajtogatott konformaciéjaban a

Hepreceptor atkeril a sejtmembranon, és a sejt kiils8 felszinére

keril (lasd 2. abra). Ez a nem vart felfedezés ellentmond a mai
tudomanyos publikacidkban ismertetett membran-szervezé8dési mo-
delleknek, amelyek az ezrin alfa-egységének egyik részét sem
tintetik fel a kilsé sejtfelszinen. A talalmanyom lényege, hogy

a Hepreceptor részeivel azonos aminosav szekvenciaval rendelkezd

peptidek a Hepreceptor komplementer részeihez kété8dnek, amely

orvosilag hasznos immunolégiai valaszt eredményez. A taldlmany
lényege tovabba, hogy barmely e helyhez kétd8dé toltéssel rendel-
kezé molekula orvosilag hasznos immunvalaszt fog eldidézni. E
toltéssel rendelkezd molekuldkat szajon at, illetve a kiilénféle
fert8z86 betegségek és a rak kezelésére szolgald egyéb moéddokon
adhatjuk be.

1. Tadblazat: Aminosavak, harombetds koédjaik, egybetiis kédjaik és

oldallanc toltéseik

AZ AMINOSAV OLDALLANCOKON LEVS TOLTESEK FIZIOLOGIAS pH-N

Aminosav Harombetis kéd |Egybetiis kdd |Toltés Jele
Glicin Gly G nincs
Alanin Ala A nincs
Valin Val \Y nincs
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Izoleucin Ile I nincs

Leucin Leu L nincs

Szerin Ser S nincs

Treonin Thr T nincs
Aszparaginsav |Asp D negativ --
Glutaminsav Glu E negativ -
Foszfotirozin |Tyr (P) Yp negativ -
Aszparagin Asn N gyengén negativ |-
Glutamin Gln Q gyengén negativ |-
Lizin Lys K pozitiv +
Arginin Arg R pozitiv +
Hisztidin His H gyengén pozitiv |+
Prolin Pro P nincs

Triptofan f;p W nincs ’
Fenilalanin Phe F nincs

Tirozin Tyr Y nincs

Metionin Met M nincs

Cisztein Cys C nincs

Az abrak rovid leiréasa

Az 1. abra a kovetkezd molekuldk elsédleges aminosav szek-—
vencidinak egymas utani diagramja:

a) az oldhaté ezrinben 1évé Hepreceptor hajtogatott antiparallel
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kapcsolt hélixei;
b) a membran-kapcsolt ezrinben 1évé Hepreceptor kihajtogatott
hélixe egy peptid ligandum példan bemutatva;
c) két sejt kozotti kolcsdénhatas alatt az antiparallel kapcsolt
hélixek dimerjét képezd két kihajtogatott Hepreceptor.
A 2. abra az ezrinen lév3 Hepreceptor, annak ligandumai, a
sejtmembranok, a sejtfelszini receptorok és a citoszkeletalis

komponensek kozétti kapcsolat &brazolasa.

A szekvenciak roévid leiréasa

Az 1. azonosité szadmi szekvencia a taldlmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 2. azonositdé szama szekvencia a taldlmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 3. azonosité szama szekvencia a taldlmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 4. azonositdé szamid szekvencia a taldlmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

Az 5. azonositd szami szekvencia a taldlmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 6. azonosité szami szekvencia a talalmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 7. azonosité szami szekvencia a talalmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 8. azonosité szami szekvencia a talalmdny szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 9. azonosité szami szekvencia a taldlmdny szerinti peptid



aminosav szekvencia.
A 10. azonositéd
aminosav szekvencia.
A 11. azonositd
aminosav szekvencia.
A 12. azonosité
aminosav szekvencia.
A 13. azonositd
aminosav szekvencia.
A 14. azonosité
aminosav szekvencia.
A 15. azonosité
aminosav szekvencia.
A 16. azonosité
aminosav szekvencia.
A 17. azonosité
aminosav szekvencia.
A 18. azonositéd
aminosav szekvencia.
A 19. azonosité
aminosav szekvencia.
A 20. azonosité
aminosav szekvencia.
A 21. azonositd
aminosav szekvencia.
A 22.

azonositéd

aminosav szekvencia.
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peptid

peptid

peptid
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peptid
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peptid
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A 23. azonositd szami szekvencia a taldlmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 24. azonositd szami szekvencia a télélmény szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 25. azonositdé szadmi szekvencia a taladlmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 26. azonositdé szami szekvencia a taladlmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 27. azonositd szadmi szekvencia a talalmany szerinti peptid
aminosav szekvencia.

A 28. azonositd szami szekvencia a taldlmany szerinti peptid

aminosav szekvencia.

A tal4lmany részletes leirasa

Az ezrin citoplazmdban talalhaté oldhaté konformaciéja két
szomszédos alfa-helikalis doménbd8l all, amelyek az elsddleges
aminosav szekvencia komplementer ‘oldallancainak toéltései altal
stabilizalédva a kapocsrégidénal (M339-M340) hajtogatdédnak oOssze
két antiparallel hélixszé. A talalmany targya, hogy a
Hepreceptor A Domén aminosav szekvenciajanak pozitivan és nega-
tivan toéltott oldallancai komplementerek a Hepreceptor B Domén
aminosav szekvencidjanak pozitivan és negativan to6ltoétt oldal-
lancaival. Az ezrin aktivalt felnyitott konformaciéjadban a két
kilénb6z8 ezrin molekula Hepreceptoranak A Doménje és B Doménje
kozotti kolcsédnhatds lehetdvé teszi az antiparallel dimerek ki-
alakulasat. A sejtfelszin alatt képzddé ezrin antiparallel

dimereken felil meghataroztam azt, hogy a dimerek képzdédhetnek
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az egyik sejt fellletére kikerilt Hepreceptor és egy masik sejt
feliletére kikerilt Hepreceptor kézott is. Amikor a két
Hepreceptor kapcsolatot létesit, a két sejtfelszin koézeli kap-
csoldédasa alatt aktivaciés jel indul el mindkét sejtben (2. &ab-
ra) . Barmely toltott molekula, amely a Hepreceptorok A
Doménjének és B Doménjének oldallanc tdéltései kozotti kélecsdnha-
tast részlegesen utéanozza, orvosilag hasznos biolégiai valaszt
fog eldidézni.

A Hepreceptor A Domén (a human ezrin 308-339 aminosavai) a
kovetkezé 32 aminosavbél all (a szekvencidkat az egybetiis kéd
alkalmazasaval soroljuk fel a polipeptid N-terminalisa feld8l a
C-terminalisa felé haladva. Az Yp a foszfotirozin format jelen-
ti, émelyet in vivo figyeltink meg): 1. azonosité szami szekven-
cia: AREEKHQKQLERQQLETEKKRRETVEREKEQM. Az US 5,773,573 szama
amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirasban a HEP1 (28.
azonosité szamu szekvenciA) HIV-elleni aktivitasat ismertettem,
amelyr8l most kimutattam, hogy a Hepreceptor A Domén eqgy ‘részé-
nek szekvenciajaval azonos szekvenciéval rendelkezik (a human
ezrin szekvencia 324-337 aminosavait Aatéré aminosavak). A fenti
szabadalmi leirasban azt a feltételezést tettem, hogy a HIV-
elleni aktivitast a HIV gpl20 C-termindlisa 4altal indukalt
autoreaktiv immunvalaszra immunolégiai tolerancia el8idézése
okozza. Most mar kijelenthetem, hogy a HEP1 HIV-elleni aktivita-
sat annak Hepreceptor B Doménhez toérténd két8dése és egy ujfajta
immunvalasz eldéidézése okozza. A talalmany targyat tehat az
ezrin Hepreceptorbél szarmazé Uj peptidek képezik, amelyek je-

lentésen magasabb HEPl-aktivitdssal rendelkeznek.
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A Hepreceptor B Domén (a human ezrin 340-373 aminosavai) a
kovetkezé 34 aminosavbdél &ll (a 353-as Tirozin (Y) az ezrin
membrannal kapcsolt konformaciéjaban foszfotirozinna [ Ypl
foszforilaltak lehetnek) : 2. azonositod szama szekvencia:
MREKEELMLRLQDY ., EEKTKKAERELSEQIQRALQ. Megallapitottam, hogy a
Hepreceptor B Domén az a hely az ezrinen, ahova a HIV gpl20 ko6-
tédik az agy fertdzése soran. (A HIV gpl20 a Hepreceptor B
Doménhez annak toltétt C-termindlis aminosavainak felhaszndlasa-
val kotddik, amely a Hepreceptor A Doménjének egy részével 70 %-
ban azonossagot mutat). Az uj, toltéssel rendelkezd8 molekulak,
amelyek a Hepreceptorhoz kétédnek a HIV-vel Osszefliggé elmebaj
kezelésére hasznalhatdék (Claudia Hécker és mtsai., (1997), Virus
Research 49: 215-223).

Az 1A. példédban bemutatom, hogy a Hepreceptor peptidek je-
lentd8s adjuvans aktivitassal rendelkeznek és ezt egerekben az
Ovalbuminnal szembeni IgG antitest valasz fokozdédasaval mutatom
be HEP1l, Rupe312, Rupel0l14, Rupel024 és Rupe2032 felhaszndlasa-
val. Az 1B. példdban bemutatom tovabbad a Hepreceptor peptidek
aktivitasat az egérben barany vordsvérsejtekkel (sheep red blood
cells, SRBC) szembeni csecsemémirigyben indukalbédé antitest-
figgé citotoxikus valasz fokozdédasa soran HEP1l, Rupe312, Rupels5,
Rupe 1014, Rupel024 és Rupe2032 felhasznalisaval.

A 2. példdban bemutatom, hogy a hepreceptor peptidek jelen-
t8s antitumor aktivitassal rendelkeznek és ezt az egerekben a
gyorsan névekvé atiltetett szarkémadk és a lassabban névekvd at-
ultetett kérgi rak novekedési sebességének Hepreceptor peptidek

altali csokkentésével mutatom be Rupe3l2 és Rupedld alkalmazasa-
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A 3. példaban bemutatom, hogy a HEPl1l terapia (10 mg/nap sza-
jon &t beadva vagy 30 napig, vagy 90 napig) 21 HIV fertézoétt be-
tegben olyan immunvalaszt idéz eld8, amely klinikai javulashoz
vezet a terdpia utan koévetkezd hat hénap alatt, amint azt a CD4
T-limfocita populacidé névekedésével és az opportunista fertdzé-
sek csokkenésével, a HIV-fertdzd8képesség csdkkenésével és a T-
limfocitak CD38, CD8 populéacidéinak csdkkenésével mértem (az AIDS
eld8rehaladottsdganak egy elfogadott prognosztikai markere) (M.
Levancher és mtsai., (1992), Clinical Experimental Immunology
90: 376-382).

Megfigyeltem a T-limfocitdk CD44 és MHCI expresszidjanak
szintjében bekovetkezd atlagos novekedést, amely latszdlag szin-
tén oOsszefliggésben van a klinikai javulassal. A HEP1 beadasakor
nem mutattam ki semmilyen toxicitast. Az MHCI és CD44 expressziéb
novekedése a meméria T-sejtek és az MHCI &altal korlatozott sejt-
kézvetitett immunitas névekedésével van Osszefiiggésben (S. Oehen
és mtsai., (1998), The Journal of Immunology 161: 5338-5346).

A vizsgalat eredményei azt mutatjak, hogy egy peptid vagy
egy toltéssel rendelkezd molekula, amely a Hepreceptor egészét
vagy egy részét utéanozza egqgy aktivacidés jelet idézhet eld, ami
végsé fokon az immunrendszer homeosztazisadban térténé valtoza-
sokhoz vezet és a sejtkozvetitett, illetve a humoralis immuni-
tast hosszi tavon serkenti. A 4. példaban bemutatom tovabba,
hogy az akut és kroéonikus Candida (sarjadzdégomba) fertézés néknél
a Hepreceptor stimulalasbol eredd immunvalasszal kezelhetd és

gyégyithaté. Az 5. példidban mutatom be, hogy a Hepreceptorbél
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szadrmazé peptidek monocitakat és makrofdgokat aktivalhatnak az
egérben, mind in vitro mind in vivo, amelyek védekezd immunva-
laszhoz vezetnek. A taladlmany szerinti peptidek jelentdsen maga-
sabb aktivitassal rendelkeznek, mint a HEPl. A Hepreceptor sti-
mulidcié az emberi periférikus vér egymagvu sejtjeinek aktivala-
sdhoz 1is vezet, amelyet a radioaktiv triciummal jelzett timidin
noévekvé sejtek DNS-ébe torténd beépiilésének mérésével mutatok be
a 6. példaban. Az Uj peptidek, a Hepreceptor A Doménbd8l szarmazéd
Rupe312 és Rupedld4d tizszer nagyobb aktivitassal rendelkeznek,
mint a HEP1.

Kimutattam tovabba, hogy az emberi fehérvérsejtek (white
blood corpuscles, WBC) Hepreceptorb6él szarmazé peptidekkel toér-
téné 24 o6ras inkubalasa az MHCI sejtfelszini expresszidéjanak le-
csbkkenését, amely valészinileg a sejtaktivalas és a receptor
internalizacié miatt kovetkezik be, és az MHCI-et expresszaléd
makrofagok teljes :populadciéjanak nodvekedését eredményezi. Ez
megegyezik a HEP1l terépiat koévetdé hat hénap alatt a HIV betegek-
ben tapasztalhaté MHCI-et expresszalé sejtek populacidéjanak
hosszi tavi noévekedésével. A 7. példaban ismertetett vizsgalati
rendszerben a Rupe312 és Rupe3l4 jelentdésen magasabb aktivitis-
sal rendelkezik, mint a HEPL.

A 8. példaban bemutatom, hogy a Hepreceptor peptidek jelen-
t8s szuppressziv hatassal rendelkeznek az IL-8 expresszalasara.
Az IL-8 gatlas szerepet jatszhat a Hepreceptor peptidek szelek-
tiv aktivitasaban a monocitak/makrofagok aktivélasara nézve.

A 9. példadban bemutatom, hogy a Hepreceptor peptidek nagyon

alacsony doézisa (1-100 ng/egér) megvédi az egereket a Salmonella
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tryphimurium altali akut fertézéstél.

A 10. példiban bemutatom, hogy a Hepreceptor peptidek nagyon
alacsony dézisa (1-1000 ng/egér) fokozza a tulélési idét az egér
haldlos herpesz virus fertézési modelljében.

A taladlmany olyan toltéssel rendelkezd molekuladkat ismertet,
amelyek specifikusan kotédnek a Hepreceptorral. Az 0j, toltéssel
rendelkez8 peptidek harom csoportjat terveztem meg, amelyek a
Hepreceptor komplementer doménjeinek aminosav szekvenciaival
azonos szekvencidkat tartalmaznak, és amelyek vagy a Hepreceptor
B Doménhoz (3-16. azonositdé szami szekvenciak), vagy mind az A
mind a B Doménhez (17. azonosité szami szekvencia), vagy az A
Doménhez (18-27. azonositdé szAmi szekvenciak) kotdédnek. A talal-
many targyat képezd peptidek valdészinlleg a sejtfelszinre kike-
riilt Hepreceptorokhoz koétédnek és stabilizaljadk az ezrin kihaj-
togatott konformaciéjat, illetve immunmodulator hatast idéznek
elé. Az eldnyds peptidek 5 és 13 aminosavbél allnak és eldnydsen
a kovetkezd szekvenciaval rendelkeznek.

A Hepreceptor B Domént kotdé peptidek:

Rupel5: 3. azonositd szami szekvencia: TEKKR;

Rupel9: 4. azonosité szami szekvencia: TEKKRRETV;
Rupelll: 5. azonositdé szami szekvencia: TEKKRRETVER;
Rupe37: 6. azonositd szami szekvencia: KKRRE;

Rupe310: 7. azonositdé szamu szekvencia: KKRRETVE;
Rupe312: 8. azonositd szami szekvencia: KKRRETVERE;
Rupe313: 9. azonositdé szami szekvencia: KKRRETVEREK;
Rupe314: 10. azonositdé szama szekvencia: KKRRETVEREKE;

Ruped4ll: 11. azonosité szamu szekvencia: KRRETVER;
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Rupe413: 12. azonosité szamu szekvencia: KRRETVEREK;
Ruped4l4: 13. azonosité szamu szekvencia: KRRETVEREKE;
Rupe59: 14. azonositdé sza&mi szekvencia: RRETV;
Rupe614: 15. azonosité szamu szekvencia: RETVEREKE;
Rupel(14: 16. azonositdé szamu szekvencia: EREKE;
A Hepreceptor A és B Domént koétd peptid:
Rupel024: 17. azonositdé szama szekvencia: EREKEQMMREKEEL;
A Hepreceptor A Domént kotd peptidek:
Rupe2024: 18. azonositdé szama szekvencia: KEELM;
Rupe2032: 19. azonosité szamu szekvencia: KEELMLRLQDYEE;
Rupe2032p: 20. azonosité szami szekvencia: KEELMLRLQDY EE;
Rupe2132: 21. azonosit6é szami szekvencia: EELMLRLQDYEE;
Rupe2132p: 22. azonosité szami szekvencia: EELMLRLQDY_EE;
Rupe2232: 23. azonositdé szadmu szekvencia: ELMLRLQDYEE;
Rupe2232p: 24. azonosité sza&mi szekvencia: ELMLRLQDY EE;
Rupe2428: 25. azonositdé szami szekvencia: MLRLQ;
Rupe2832: 26. azonositdé szama szekvencia: QDYEE;
Rupe2832p: 27. azonosité szama szekvencia: QDY EE;

A Hepreceptor A Doménjéhez vagy B Doménjéhez koétd8ds, vagy az
A Domén és B Domén kozott hidat képezé mas peptidek vagy mas
toltéssel rendelkezd molekulak is valészinlileg biolégiailag ak-
tivak lehetnek. Ezek a peptidek, vagy mas toéltéssel rendelkezé
molekuldk szajon at, és mas a kulénféle fertd8z8 betegségek, il-

letve a rak kezelésére szolgalé utvonalakon adhaték be.

A taldlmany megvalébsitasa

A talalmanyban hasznalt peptidek, példaul Boc vagy Fmoc vé-
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décsoportokat alkalmazé szilard fazisu eljaras vagy barmely més,
a peptidszintézis szakemberei &ltal ismert, peptidszintézisre
szolgaldé médszer felhasznalasaval szintetizalhaték megq.

A Boc-aminosavak 1lépésrdédl 1lépésre torténd szilard fazisu
szintézise a Merrifield-féle eljarast (Journal of American
Chemical Society 85: 2149-2154) véve alapul végezhetd el. A koé-
vetkezdé vegyilletek hasznalhaték: Novabiochem gyanta: Boc-
-Glu (OBzl)-PAM; aminosavak: Boc-Lys (2Cl1-2-)OH, Boc-Glu(OBz1l)OH,
Boc-Arg(Tos)OH, Boc-Val-OH, Boc-Thr (Bzl)-OH, Olddbészerek: DMF
(Rathburn), diklér-metan (BDH), etil-acetat (BDH); reagensek:
HBTU (Phase Separations Ltd.), p-krezol (Lanchester), TFA
(Halocarbon Products Corporation), HF(BOC)DIEA (Fluka). A Boc-
aminosavakhoz ajanlott reaktiv oldallancokat védé csoportok a
kévetkezdk: Arg (Tos), Asn (Xan), Asp (OcHxl), Glu (OcHxl), Gln
(Xan) vagy Gln, His (DNP), Lys (CIZ), Szerin (Bzl), Tyr (BrZ),

Trp (CHO). A roviditéseknek a kévetkezd jelentései vannak: DCC =

diciklohexil-karbodiimid, DIC = diizopropil-karbodiimid,~ DCM =
diklér-metan, DMF = dimetil-formamid, TFA = trifluorecetsav, Boc
= t-butiloxi-karbonil, HOBT = hidroxi-benzitriazol, DIEA =

diizopropil-etilamin, DCU = diciklohexil-karbamid.

Példaképpen a talalmany szerinti peptid Boc-szintézise a koé-
vetkezd8k szerint valésithaté meg: 0,5 mmol léptékben HBTU akti-
vaciét/in situ semlegesitést végziink 0,5 mmol gyantat és harom-
szoros aktivalt Boc-aminosav felesleget alkalmazva. A Boc-
aminosavat és az aktivaldé reagenst (HBTU) ekvimolaris, azaz 2
mmol mennyiségben kell alkalmazni, amely minden esetben megfelel

a haromszoros feleslegnek. DIEA-t hasznalunk, mind a kapcsolé-
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dasra szolgaldé gyanta semlegesitéshez, mind a Boc aminosav akti-
valéashoz. (Ezutan 2,5 mmol-t hasznalunk 1 ekvivalens Boc-
aminosav és 1 ekvivalens gyanta esetében). Reagensek: 2 mmol = 4
ml 0,5 M HBTU-b6l DMF-ben oldva (molekulatémeg = 379, 0,5 M =
18,95 g 100 ml-ben, megjegyzendd, hogy fényre érzékeny) és 2,5
mmol = 0,46 ml DIEA (molekulatomeg = 129, d=0,742) sziikséges. Az
aminosavak aktivalasa: A Boc-aminosavat csak koézvetleniil a gyan-
tdhoz adas eldétt kell aktivalni, kulénésen az Arg (Tos) eseté-
ben. Az 0Osszes Boc-aminosav esetén: 2 mmol Boc-aminosavat mériink
egy 20 ml-es tlveg mintatartéba. 4 ml 0,5 M HBTU oldatot adunk
hozza, majd a szilard anyag feloldasdhoz jél1 &sszerazzuk. 0,46
ml DIEA-t adunk hozza és dsszekeverjik (hasonldé szinvaltozas fi-
gyelheté meg). Eljaras: a gyantat DMF-fel mossuk, 100 % TFA-val
eltavolitjuk a Boc-véddcsoportot, kétszer 1 percig osszerazzuk,
kézben szaritjuk, megszaritjuk, DMF-et aramoltatva mossuk 1 per-
cig, szaritjuk, hozzaadjuk az aktivalt aminosav oldatot, 10 per-
cig razzuk, ezutadn mintat veszliink és ninhidrines wvizsgalatot
végzlink a kapcsolas hatékonysaganak megallapitasara. A szintézis
befejezésével DMF-et, majd DCM-et Aaramoltatva mossuk, majd sza-
ritjuk. Az elsd és az Osszes tovabbi peptid szerkezeti egység
szintézisét a DMF-ben HBTU &altal aktivalt Boc-aminosavak harom-
szoros feleslegének alkalmazasaval végezzik. Minden kapcsolas
esetében a kapcsolasi hatékonysagnak 99 %-ndl nagyobbnak kell
lennie, amelyet a mennyiségi ninhidrin vizsgalattal mutatunk ki.
Az N-terminalisok véddécsoportjainak eltavolitasat 100 % TFA-ban
végezzik. A gyantdhoz koétott peptidet o6vatos arammal mossuk mie-

16tt és miutan a véddécsoportot eltavolitjuk. Az utolsd kapcsolas
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és a Boc-véddécsoport eltivolitasa utan a peptid-gyantat diklér-
metannal mossuk, és levegbével szaritjuk. A peptidet a gyantarél
a nagyhatasu HF eljarassal tavolitjuk el (2 g gyanta-peptid, 2 g
krezol, 20 ml HF, 1,5 éra -5°C) nyers peptidet eredményezve,
amelyet etil-acetattal (100 ml) csapunk ki és 6 M guanidin-0,1 M
TRIS oldatban oldunk fel Gjra.

A peptidet a kovetkez8k szerint analitikai HPLC-s elvalasz-
tassal tisztithatjuk Vydac C,;, 5 RAC oszlopon. HPLC tisztasagu
acetonitrilt (Aldrich) és vizet szliriink a4t egy membranszdrén és
a felhasznalast megelézden buborékmentesitiink hélium Atbuboré-
koltatasaval. Analitikai elvalasztast végziink oldészer gradiens-
sel, amely 0 % acetonitrillel kezd8dik, és folyamatosan emelke-
dik 60 % acetonitrilre 20 percig, tovabbi hisz percig ezen az
értéken tartjuk, majd egyenletesen 0 % acetonitril szintre csok-
kentjik 10 perc alatt 1,2 ml/perc &llandé aramlasi sebesség mel-
lett. A peptid preparativ elvalasztasat TSK-GEL preparativ C,,
oszlopon hajtjuk végre. Az elvalasztast oldészer gradienssel 0 %
acetonitril kezdeti értékkel, 60 percig 18 % acetonitrilre, majd
80 percig 60 % acetonitrilre tdrténéd folyamatos noéveléssel és 30
percig e koncentracién toérténd tartassal végezziik 8 ml/perc &l-
land6é aramlasi sebesség mellett. A gradienst két mikroprocesszor
altal iranyitott Gilson 302 egydugattyus pumpakkal szabalyozhat-
juk. A vegylileteket Waters 486 beallithaté abszorbanciaja detek-
torral mutathatjuk ki 214 nm hulladmhosszusagon és az analitikai
kromatogramokat HP Laserjet S5L-segitségével rogzitjuk. A
Holochrome UV-VIS 220 nm-en mérd detektor esetében a preparativ

kromatogramok egy LKB 2210 egycsatornas adatfeldolgozéval rég-
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zitheté6k. A kapillaris elektroforézises mindségi ellendrzést
Waters Quanta 4000 berendezés alkalmazasaval hajthatjuk végre
foszfat-puffert (75 uM, pH 2,5) hasznalva 15 kV-on futtatva, a
mintaidé 20 masodperc, amelyet hidrosztatikus injektalassal vi-
szink fel a 60 cm-es oszlopra, ahol a futasi idé 12 perc. Az 1 g
0,46 mmol gyanta-szintézis kihozataldnak 250 mg tiszta peptid
korul kell lennie.

Alternativ oldat szintézises eljarasok is hasznalhatdék a ta-
lalmany szerinti peptidek nagyobb mennyiségének eldallitasara. A
védScsoporttal rendelkezd trimer fragmenéek lépésr8l lépésre
t6rténd, a peptidszintézis szakteriiletén jartas szakember szama-
ra ismert aktiv észterek eljarasa altali szintézis alkalmazasa-
val nyerheték. A fragmenseket ezutadn a fontos C- és N-termindlis
véddcsoportok eltivolitasat kovetden DCC/HOBT alkalmazasaval il-
lesztjlik Ossze. Az Osszes védScsoport eltavolitasa utadn a nyers
peptidet részlegesen SP-Sephadex-C25 ioncseréld kromatografiaval

tisztitjuk, amelyet preparativ HPLC és liofilizalas kovet.

A taldlmany alkalmazasa

A 0,01-1000 mg liofilizalt peptid 1-10 ml desztillalt vizben
oldhaté fel és szajon at vagy hivelyen keresztil adhaté be. A
0,01-1000 mg peptid piruldban vagy kapszuldban vagy végbélkupban
formulazhaté a pirula vagy kapszula vagy végbélkup eldallitasa-
nak szakteriletén szakember altal rendszerint hasznalt hordozdék-
kal egyitt, és ezek szajon at vagy hiivelyen at vagy végbélnyila-
son at adhaték be. A 0,001 és 100 mg desztillalt vizben oldott

peptid szlrt sterilizalt oldata szubkutdn vagy intravénasan vagy
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intramuszkuldrisan fecskendezhetd be.
A kovetkezé példak kizardlag a taldlmadny bemutatadsara szol-

galnak és semmi médon nem korlatozzak annak oltalmi korét.

1A. PELDA
A Hepreceptor peptidek ovalbuminal szembeni IgG szérum antites-
tet fokozdé adjuvans aktivitasa egerekben

50 mg ovalbumin és kiilonféle koncentraciéju eltéré
Hepreceptor peptidek befecskendezése utan két héttel meghataroz-
zuk az IgG valaszt az egerekben. Az IgG valaszt az egér szérum
1-100-szoros higitasanak optikai denzitasaval (OD) hataroztuk
meg ovalbumin jelenlétében.
Eredmények

Az optikai denzitasként rogzitett IgG valasz

Peptid kéd |Kontrol |IP injekcid (upg/egér) Peptid szekvencia
0 0,01 0,1 1 10

HEP1 0,69 0,45 0,44 0,56 0,57 TEKKRRETVEREKE

Rupe312 0,69 0,68 0,88 0,55 0,44 KKRRETVERE

Rupel014 0,127 0,232 |0,231 {0,477 |0,508 |EREKE

Rupel1024 0,152 0,250 |0,262 (0,489 |0,445 |EREKEQMMREKEEL

Rupe2032 0,127 0,509 |0,606 |0,327 |0,203 |KEELMLRLQDYEE

Az optikai denzitasként rogzitett IgG valasz, ahol az adatokat

atszamoltuk az egyes kontrolokat véve 100-nak.

Peptid kéd [Kontrol |IP injekcid (ig/egér) Peptid szekvencia

0 0,01 0,1 1 10
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HEP1 100 65 64 81 83 TEKKRRETVEREKE

Rupe312 100 99 128 80 64 KKRRETVERE
Rupel014 100 183 182 376 400 EREKE

Rupel024 100 164 172 322 293 EREKEQMMREKEEL
Rupe2032 100 401 477 257 160 KEELMLRLQDYEE
Kovetkeztetés

Az Osszes hepreceptor peptid a HEPl-et kivéve adjuvans akti-

vitadst mutat, csak eltérd optimalis koncentracidé mellett.

1B. PELDA
A Hepreceptor peptidek a csecsemémirigyben juh vérésvérsejtekre
(SRBC) adott antitest-fiiggé citotoxikus valaszat fokozdé aktivi-
tasa egerekben

A Heprceptor peptidek hatasat hatéroztuk meg a juh
eritrocitdkkal (SRBC) szembeni antitest-képz8 sejtek aktivalasa-
ra egerekben (CBA - C57B1 Fi hibridek, 2 hénaposak és 18-22
gramm testtomegliek). Az egereket eldszdr intraperitonealisan in-
jektaltuk vagy kontrolként 0,5 ml steril séoldatot vagy a séol-
dattal azonos mennyiségili Hepreceptor peptideket alkalmazva. 30
perccel a Hepreceptor peptidek injektadladsa utian 5 millié SRBC-t
tartalmazé sejtszuszpenziét adtunk be interperitonealisan minden
egérnek. 4 nappal az immunizalast koévetd8en az egereket ledltiik a
nyak kitekerésével, majd aszeptikusan kivettik a lépet. Az OSsz-
szes lépet 2 ml Medium 199-ben homogenizaltuk, majd 100 nl
szuszpenziét 1 ml Medium 199-ben elkészitett agarézba (48°C-os

vizfirdén taroltuk) helyeztink, SRBC szuszpenziét adtunk hozza,
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melynek eredményeként 1 %-os végsSé agardz koncentracidt kaptunk.
Az 1 ml agardéz-sejt keveréket oOsszeraztuk, majd petri csészébe
vittik Aat, hogy megkdsson. Amikor az agardéz megszilardul, a
petri csészét 1 6ran at 37°C-on inkubaltuk, majd 0,5 ml 1:20
aradnyban higitott Medium 199-ben felvett tengerimalac szérumot
adtunk hozz&4 az agarbéz gél tetejére kiegészitd forrasként. Az
inkubaciét tovabbi 1 6rat folytattuk. Ezutdn a csészéket 8x bi-
nokularis mikroszkép segitségével lathatéva tettik és megszamol-
tuk a plakkok szamidt (mindegyik plakk egy antitest-termelé egér
lépsejtnek felel meqg). Az eredményeket, mind az antitestet-
termeld sejtek/millidé magvas lépseijt értékeként, mind az anti-
testet-termeld sejtek/teljes 1lép értékeként fejeztik ki. Mivel
sejtosztdédast serkentéd hatas nem volt megfigyelhetd (a
hepreceptor peptid beadidsa normal méretd egér lépeket eredménye-
zett), ezért a két szadmitasnak azonos eredményeket kell adnia.

Az adatok az antitest-képzd sejtek/millidé magvas lépsejtek
szadmanak atlaga (30 egértdél szarmazé adatok pontonkként). Az

adatokat atszamoltuk az egyes kontrolokat véve 100-nak.

Peptid kéd | Kontrol IP injekcid Peptid szekvencia
(ng/egér)
0 1 10
HEP1 100 192 203 TEKKRRETVEREKE
Rupe312 100 317 267 KKRRETVERE
Rupel5 100 255 134 TEKKR
Rupel014 100 202 325 EREKE
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Rupel024 100 401 397 EREKEQMMREKEEL
Rupe2032 100 236 232 KEELMLRLQDYEE
Kovetkeztetés

Az oOsszes Hepreceptor peptid fokozza az antitest-fliggé
citotoxikus valaszt a csecsemémirigyben, csak eltérd optimalis

koncentracid mellett.

2. PELDA

A hepreceptor peptidek rakellenes hatasa a CBA egerekben kiala-
kitott SM-322 anyaméh transzplantalt szarkéma névekedésére és a
CUC-5 méhnyaki rakra, példaként Rupe312-t és Rupedl4-et hasznal-
va

Anyagok és Mddszerek

Transzplantdlt egér szarkdéma SM-322 modell (endothelialis tumor)

Els6dleges méh tumorokat idéztink eldé ndstény egerekben 1,2-
dimetil-hidrazinnal. Néhany elsd8dleges tumort szingén egerekbe
transzplantaltunk. Az elsd lathatd csomdék a transzplantaciot ko-
vetd 4 nappal kezdtek el megjelenni. A transzplantdlt tumorral
rendelkez8 egerek varhatdé élettartama 22-24 nap.

Transzplantdlt egér méhnyaki rdk modell CUC-5 (epitelialis tu-
mor)

Elsddleges tumorokat idéztunk eld néstény egerekben
metilkolantrénnel. Néh&ny elsddleges tumort ezutidn autotransz-
plantaltunk a méhnyakba. A transzplantalt tumorral rendelkez8
egerek varhaté élettartama 43 nap.

CBA egerek

A CBA néstény egerek 21,4+1,2 g tomegliek és 2-3 hbébnaposak. A
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tumort 0,5 ml tumor szuszpenzidként (1 g tumor/10 ml Igla kozeq)
vittiik be és mindegyik kezelési csoportban 10 egeret hasznal-
tunk.
Peptid készitmény és beadds

Liofilizalt peptidet steril fizioldégids sébéoldatban harom
koncentraciéban oldottuk fel kozvetlenil alkalmazas -elétt. A
kisérlet ideje alatt 0,5 ml oldatot injektadltunk kétszer hetente
az egerek hashartyajaba. A peptid harom kiilénbdzé koncentracid-
jat hasznaltuk, amely harom 10, 1,0, 0,1 ng végsd doé-
zis/injekcié/egér-hez vezet.
Eredmények

A kontrol csoporthoz viszonyitott tumor térfogat csdkkenésé-
nek atlagos szazalékat harom idépontban jegyeztiik fel. Osszeha-
sonlitottuk az egerek élettartamat a kezelt csoportban és a
kontrol csoportban és 6sszehasonlitottuk a tumorok szovettanat a

kontrol és a kezelt csoport kozott.

Transzplantalt egér szarkéma modell SM-322

Peptid Koncentrac| A kontrolhoz viszonyitott tumor Varhato
ié térfogat csokkenés %-ban élettartam
ig/egér 8. nap 12. nap 15. nap nap
Rupe312 10 63 54 27 12-27
1 67 32 38 12-19
0,1 61 34 59 12-22
Ruped14 10 65 43 43 13-20
1 68 28 43 12-20
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0,1 68 39 22 12-19
8. napi 15. napi
térfogata térfogata
Kontrol 1,49 11,2 17,7 12,16

Transzplantalt egér méhnyaki rak modell CUC-5

Peptid Koncentrac|A kontrolhoz viszonyitott tumor Varhaté
idé térfogat csokkenés %-ban élettartam
ig/egér 5. nap 12. nap 19. nap nap
Rupe312 10 50 25 49 48-76
1 50 26 49 47-76
0,1 50 18 45 42-76
Rupe414 10 50 16 48 36-76
1 50 16 43 36-76
0,1 50 18 ’ 57 47-76
5. napi 12. napi 19. napi
térfogata | térfogata | térfogata
Kontrol 0,06 0,68 1,56 47-76
Kovetkeztetés

A Rupe312 és Rupe4l4 hepreceptor peptidek csokkentik a gyor-
san noévekedd transzplantalt szarkémak noévekedési sebességét,
amely az élettartam enyhe (3-18 %-os) noévekedéséhez vezet.

A Rupe3l2 és Rupe4ld4 hepreceptor peptidek csokkentik a las-
san novekedd transzplantalt méhnyaki rak noévekedési sebességét,

de az élettartamban jelentds névekedés (vagy csokkenés) nem volt

kimutathaté.
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A Rupe312 és Rupedld4d hepreceptor peptidek mindkét modell
esetében a tumorok kozepének vérzéssel nem jard fekélyes pusztu-
lasat idézték eld, amely kovetkezetesen kisebb tumor térfogatok-

hoz vezet.

3. PELDA
21 HIV fertdz6tt betegnek szajon at beadott HEPl, egy
hepreceptor peptid (10 mg/nap vagy 30 napig, vagy 90 napig) kli-
nikai javulashoz vezet. E kisérlet sikere mutatja altalanosan a
Hepreceptorbdl szarmazé peptidek felhasznalhatésagat és gyakor-
latba torténdé atvitelét

Ezt a kisérletet gydégyaszati minéségli HEPl-gyel végeztik,
ami egy olyan peptid, amely a Hepreceptor A Doménjének egy ré-
szével azonos szekvenciaval rendelkezik. HIV fertézott onkénte-
seket toboroztunk a kisérlethez a Professzor Ravshan
Ataullakhanov iranyitadsa alatt &allé moszkvai Immunolégiai Inté-
zetb8l. Mieldtt a kisérletbe belefogtunk a gydégyaszati mindségi
HEP1 széles kord allat (patkdny és nyul) toxikolégiai és
eldklinikai vizsgalatokon ment keresztill, amelyek azt mutatték,
hogy a vegyilet biztonsdgos (a toxicitas eldzetes kiértékelése -
negativ, az 1000x terdpids dézi hatasa - negativ, helyi irrita-
cié - negativ, a CNS-re és a HVS-re kifejtett hatasa - negativ,
félheveny toxicités —4negativ, mutagén hatasok - negativ, kréni-

kus toxicitéds - negativ, embriotoxicitads - negativ).

Kisérleti terv

2 ml steril desztillilt vizben lévé 10 mg HEP1l oldatat sza-
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jon at adtuk be a betegeknek naponta egyszer reggel a reggeli
elfogyasztisa eldtt (az oldatot kilénalldé 10 mg-os adagokban ké-
szitettiik el és -20°C-on taroltuk). Minden betegnek desztillalt
viz kdébdolt placebo oldatat adtuk be 30 napig a kezelést megeld-
z6en. 11 beteg els8 csoportjanak HEPl-et adtunk be 90 napig és
10 beteg masodik csoportjanak HEPl-et adtunk be 30 napig 15 hé-
nappal késdbb, miutan az elsd csoport betegeibdl szirmazdé adato-
kat kielemeztiik. A kezelés ideje alatt a betegeket megkértik,
hogy egyszer egy héten latogassanak el a klinikara, vessék ala
magukat orvosi vizsgadlatnak és adjanak vérmintidt a vizsgalatok-
hoz. Arra kértik tovidbba a betegeket, hogy mikoédjenek egyitt a
kezelés utani megfigyelésben is, és hat hoénapig egyszer egy hoé-
napban latogassdk meg a klinikat a tovabbi orvosi vizsgalatok és
vérmintak adasa érdekében. A 21 beteg kozil 21 miksédott egyitt
abban, hogy a kezelés ideje alatt megfigyeljik és 21 kozul 14
beteg értett egyet a kezelés utani megfigyeléssel. A betegek nem
kaptak semmilyen™ mas anti-retrovirusos -terapiat a HEP1l kezelés
alatt, illetve az azt megeldzd egy hénapban.
Betegek

A betegeket a Moszkva koridli klinikakrél toboroztuk és ira-
sos hozzadjarulasukat adtdk a kisérletben valdé részvételhez. A
betegeket pozitiv ELISA vizsgalattal HIV fertézottekként azono-
sitottuk, a betegek pangé T-sejt szammal rendelkeztek, és a HIV-
vel kapcsolatos betegségek néhany klinikai megnyilvanulasat mu-
tattak. A betegek ezt kovetden 17 és 801 kozotti CD4 sejt/ul ér-
téket és a nem kimutathatétél 230000 mésolat/ml szérum HIV RNS

értéket (Roche Labs Amplicor mennyiségi PCR vizsgalat) mutattak.
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A betegek tulajdonsagai a vizsgalat kezdetekor
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ID Nem Kor A fert6zés be- |CD4sejt HIV RNS Opportunista Egyéb

Kéd csiilt idétartama /pl masolat/ml | fertézések

Pl | férfi | 45 8 219 500 sulyos

P2 | férfi| 33 2 192 10000 sulyos -

P3 nd 45 6 481 2000 sulyos

P4 né 16 8 237 43000 sulyos

P5 | féxfi | 27 2 123 <400 mérsékelt | nagyon
beteg

P6 né 23 1 357 10000 | mérsékelt | Herpes
Z

P7 | férfi| 23 8 139 94000 csekély Herpes
¥4

P8 né 38 10 320 22000 csekély Petefés
zek
ciszta

P9 | féerfi| 43 3 17 10000 sulyos

P10| férfi | 19 2 155 21000 sulyos Opium
kezelés
alatt
all

P11 | férfi | 35 3 188 <400 sulyos Aktiv
TB

P12 | férfi | 32 8 175 13000 sulyos

P17 | féxrfi | 25 1 478 11000 sulyos

P21 nd 37 10 98 11000 sulyos

P63 | férfi | 35 1 651 4000 sulyos

P67 né 31 7 124 230000 sulyos nagyon
beteg

P68 nd 51 2 597 <400 stlyos nagyon
beteg

P69 | férfi | 34 1 192 8000 sulyos Aktiv
TB

P72 | férfi | 33 1 534 25000 sulyos Aktiv
TB

P73 | férfi | 30 1 801 <400 sulyos Aktiv
TB

P76 né 38 7 72 9000 sulyos
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Altalanos megfigyelések

A betegek nem jeleztek a HEPl-gyel szembeni reakcidkat, és
17 beteg jelezte, hogy altaldban jobban érezte magat és 1,5 kg
és 4,5 kg koézott ndévekedett a sulya, amig a HEPl terapia tartott
(egy beteg a placebo ideje alatt is jobban érezte magat).
Karos folyamatok

Karos folyamatok nem voltak kimutathaték. Ehhez klinikai ki-
értékeléseket végeztiink, beleértve az ultrahangos vizsgalatokat
és a biokémiai, haematolégiai, immunolégiai vérvizsgalatok és
vizeletvizsgalatok széles korét.
Opportunista fertdzések

Az opportunista fertdzéseket mikrobiolégiai analizissel mu-
tattuk ki és a HEPl-gyel kezelt betegek stabilak voltak uj fer-
t8zések nélkiil, vagy a fertdzések lecsengtek. Példaul a kezelés
el8tt a betegek 38 %-anak sulyos garat Candida Ablicans fertdzé-
se volt, addig a kezelés utan csak 9 %-kuk volt komolyan ferté-
z6tt. A kezelés eldtt a betegek 52 %-anal volt a garatnak sﬁlyoé
S. viridans fertdézése, addig a kezelés utan csak 33 %-kuk volt
komolyan fertdzott. A kezelés eldétt a betegek 33 %-anal volt a
garatnak S. aureus fertdzése, addig a kezelés utén csak a 19 %-
kuk volt fertézott.
CD4 T-limfocitak

11 beteg csoportjat harom hénapig HEPl-gyel kezeltik, mely-
nek soradn a kezelés végére a T-sejtek szamadnak 9 %-os &atlagos
novekedését és a kezelés utan kovetkezd hat hénap malva 32 %-os
dtlagos novekedését tapasztaltuk. A Hepl-gyel egy hénapig kezelt

Q

tiz fé8s csoportnal a kezelés végére atlag 3 %-os T-sejtszam no-
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vekedést és a kezelés utan kovetkezd hat hénap milva a 20 %-os
T-sejtszam novekedést tapasztaltunk. A folyamatos javulas azt
sugallja, hogy pozitiv immunolégiai valtozés indult el a bete-
gekben.
TCID-vel végzett HIV-fertdézdéképességi vizsgalat

A betegb8l szarmazé HIV fertdzétt Kornyéki Vér Mononuklearis
Sejtjeit (PBMC) nem fertézoétt donor PBMC-vel a minta sejtek
tenyészsejtekhez viszonyitott 1/16 aranydban Osszekeverve és 37
°C-on 14 napig tenyésztve mértiik a virus-terhelést. A tenyészet
virus terhelését egy Innogenetics HIVp24 vizsgalattal mértik és

az eredményeket pg HIVp24 antigén/ml egységben roégzitettiik.

Harom hénapos kezelés

Beteg P1 P2 P3 | P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 | P11

A vizsgalat kezdetén a|1039 |315 |na {386 |515 1203 }1113 {369 |1074 |na 480
fertéképesség pg/ml p24

max

A kezdeti dllapotot|100 100 |O ]100 {100 [100 j100 100 100 0 100

100-nak véve

0 fazis atlag 130

1 fazis atlag 7 32 0 28 0 47 0 39

2 fazis atlag 21 218 198 | 129 251 |70 217 |40 835
3 fazis atlag (0] 61 0 85 |0 48 24

Egy hénapos kezelés

Beteg P12 P17 | P21 P63 | P67 P68 | P69 P72 | P73 | P76

A vizsgidlat kezdetén a|465 0,313,1 2,9 16642 }6,5 13,2 2 1 4,5
fertéképesség pg/ml p24

max




30 csvT ey, YT Er0@ e«
e . . o e
« ve (Y] . ess
. L)
e e on . -

A kezdeti allapotot 100-}100 100 {100 100 |100 100 |100 100 [100 |100
nak véve

0 fazis atlag 288 251

1 fazis atlag 24 o] 5 29 0 73

2 fazis atlag 1815 | 209 | 6924 |659 |334 993 {28919 |115 | 236 |141
3 fazis atlag 5 39 |54 51 51 15 57 102

A betegek mindkét csoportjaban (P1-P1l1 és P12-P76) egy alta-
lanos fertdzéképességi mintazat volt megfigyelhetd a fertézd vi-
rus részecskék kimutatasara szolgaldé TCID vizsgalat soran. A
HEP1 terdpia kezdetekor (0 és 1 fazis) a fertézé HIV virus ter-
helés élesen, alacsony szintre csokkent a kezelés elsé harom he-
tében és a 21 beteg koéziil 9 esetében legalabb egy hétig 0 szint-
re esett le. Harom betegnél tapasztaltuk a fertézdéképesség nove-
kedését a kezelés elsS hete alatt, mieldétt a masodik héten 0O-ra
esett a fertdz8képesség. Az ezt kovetd masodik fazisban (2 fa-
zis) a betegek tobbségénél a HIV fertdzdképesség 2x és 600x ko-
z6tti értékre emelkedett a kezelés megkezdése utan négy és nyolc
hét elteltével. Ebben az id8szakban a betegek azt jelezték, hogy
4llapotuk nem romlott. Ezt kdvette a 3. fazis, ahol a fertdzdké-
pesség a kezelést megeldzd szintekre csdkkent.

Az 1. fazisban a kezelés eldtti alapvonal alatti virus szin-
tek atlagos maximalis csdkkenése -80 % volt. A 2. fazisban a vi-
rus szintjének atlagos maximalis noévekedése 22-szeres volt. A 3.
fazisban a kezelés elétti alapvonal alatti virus szintek atlagos
maximalis csdkkenése -64 % volt. A 3. fazis alatt a virusos fer-
téz8képesség 3 beteg esetében csékkent a 0 ertékre. A HEPl-gyel

torténd kezelés utan hat hénappal a virusos fertdzdképesség al-
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taladban visszatért a kezelés eldétti szintekre.

Ezeket az eredményeket annak szemléltetéseként értékelem,
hogy az 1. fazisban az immunrendszer a HEP1 &ltal aktivalédik a
HIV-vel szembeni kiizdelemhez. A 2. fazisban az immunrendszer
megnovekedett szintd aktivaciéja a HIV-vel 1latensen fertd8zott
sejtek tartalékanak aktivacidéjat stimulalja, amely a fertdzd vi-
rusok novekedéséhez vezet. Végil a 3. fazisban az aktivalt im-
munrendszer sikeresen elpusztitja az Ujonnan aktivalt virus tar-
talékot. A HEPl-gyel csak egy hénapig kezelt tiz beteg csoportja
azt mutatta, hogy a 2. és 3. fazison toérténdé atjutas nem fugg a
HEP1l jelenlététél.
A mennyiségi plazma HIV RNS PCR-ral meghatarozott HIV wvirusos
terhelés

A virusos terhelés analizisét Roche Labs PCR vizsgalattal

végeztik: Amplicor HIV-1 Monitor.

Beteg Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 | P11

HIV plazma RNS 1000 ma-|o0,5{ 10 2 43 | <0,4| 10 94 22 10 21 {<0,4

solat/ml-ben

A kezdeti 4llapotot| 100 { 100 | 100 ] 100 0 100} 100} 100{ 100 | 100 0

100—-nak véve

0 fazis atlag 108 | 143 101
1 fazis atlag 38 39 28 37 68 78 90 45
2 fazis atlag 476 | 197 | 103 | 64 28 22311121104 1535| 92

3 fazis atlag 85 66 17 0 64 922 52 39
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Beteg P12 | P17 | P21 | P63 | P67 P68 | P69 | P72 | P73 | P76
HIV plazma RNS 1000 ma- 13 11 11 4 230 | «<o0,4 8 25 | <0,4 9

solat/ml-ben

A kezdeti allapotot 100-( 100 | 100| 100 {100 100 0 100|100} 100 ] 100

nak véve

0 fazis atlag

1 fazis atlag 0 78 55
2 fazis atlag 219 | 177} 273 | 206 91 142 | 191 139
3 fazis atlag 135 86 98 63 138 | 72 72

Mind az egy hénapos, mind a harom hénapos kezelést kapott
betegek tébbségében a virusos szuppresszié (1. fazis), azt koéve-
t3 atmeneti virusos aktivacié (2. fazis), és szuppresszidé (3.
fazis) hasonlé fazisai voltak megfigyelhet8k, amelyek hasonléak
a TCID adatokhoz. Az 1. fazis egy és négy hét koézdétti ideig tar-
tott és a virusos terhelés atlag —-47 %-kal csokkent. A 2. fazis
nyolc és 40 hét kozoétti ideig tartott (hosszabban tartd idétar-
tam, mint ami a TCID vizsgalatndl volt 1lathatdé) és a virus RNS
dtlagosan 3x-ara ndvekedett a plazmaban. Ezt kovette a 3. fazis,
amelyben a virus RNS a kezelés eldtti szintek alad esett atlag -
19 %-os csokkenéssel a plazméban.

A sejtpopuléciék és a sejtfelszini markerek expresszidjanak
vizsgalata citometriaval

A HEPl-gyel egy hoénapig kezelt tiz beteg (P12-P76) csoport-
janak koérnyéki vér mononuklearis sejtjein 1lévé sejtfelszini mar-
kereket vizsgaltuk részletesen mikroszkdép, fluoreszcensen Jjel-
zett antitestek, Aramlasos citometria és hasonlé eljarasok fel-

hasznalasaval.
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A HEP1 kezelésnek a kovetkezé hatasai voltak a sejtpopulaci-

6kra a 10 beteg csoportjanak atlagat véve:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

q9)

h)

1)

Limfocitak: a kezelés alatt a limfocitdk abszolut szama atla-
gosan 7 %-kal novekedett és a kezelést kovetd o6t hénappal a
szamuk 25 %-kal novekedett.

Leukocitak: szamuk a kezelés alatt Aatlagosan 10 %-kal ndéveke-
dett és a kezelést kovetd 6t hdénappal szamuk kérilbelil 20 %$-
kal novekedett.

Természetes 0618 sejtek: szamuk a kezelés alatt atlagosan 10
%-kal novekedett és a kezelést kovetd ot hénappal szamuk ko-
rilbeliil 30 %-kal novekedett.

B-sejtek: szadmuk a kezelés alatt atlagosan 5 %-kal novekedett
és a kezelést kovetd ot hoénappal szamuk koériilbelil 80 %-kal
névekedett.

CD3-t expresszald sejtek: szadmuk a kezelés alatt atlagosan 15
%-kal novekedett és a kezelést kovetd 6t honappal szamuk ké-
rilbeliil 30 %-kal novekedett.

CD8-at expresszild sejtek: szamuk a kezelés alatt atlagosan
15 %-kal novekedett és a kezelést kovetd o6t hénappal szamuk
koriulbelil 20 %-kal névekgdett.

CD44-CD4-et expresszald sejtek: szamuk a kezelés alatt atla-
gosan 25 %-kal novekedett és a kezelést kovetd o6t hodnappal
szamuk korilbelil 60 %-kal novekedett.

CD44-CD8-at expresszald sejtek: szamuk a kezelés alatt atla-
gosan 12 %-kal novekedett és a kezelést kovetd o6t hodnappal
szamuk korulbelil 30 %-kal novekedett.

A CD4 sejtek HLA I expresszidés szintje: a kezelés alatt atla-
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gosan 10 %-kal ndévekedett és a kezelést kovetd o6t honappal
koérilbelul 70 %-kal novekedett.

j) A CD8 sejtek HLA I expresszids szintje: a kezelés alatt atla-
gosan 10 %-kal ndvekedett és a kezelést kovetd o6t hoédnappal
korilbelil 70 %$-kal noévekedett.

k) CD25-CD8-at expresszald sejtek: szamuk a kezelés alatt atla-
gosan 5 %-kal noévekedett az alacsony szintekrél és a kezelést
kdvetd ot hénappal szamuk koérilbelidl 100 %-kal novekedett. A
CD25-CD4 sejtek nem mutattak szignifikans valtozast.

1) CD38-CD4-et expresszaldé sejtek: szamuk a kezelés alatt atla-
gosan 2 %-kal novekedett az alacsony szintekrdél és a kezelést
kovetsd 6t hénappal szémuk koriilbelil 15 %-kal csokkent.

m) CD38-CD8-at expresszald sejtek: szamuk a kezelés alatt atla-
gosan 2 %-kal ndvekedett az alacsony szintekr8l és a kézelést
kévetd ot hénappal szamuk korilbeliil 25 %-kal csokkent (A
CD38 jelentds csdkkenését a kovetkezd szakaszban targyaljuk).

Egyéb markerek, példaul a CD28, HLA-DR, CD45RO, CD45RA,

CD57, CD62L nem mutattak 5elentés-véltozést vagy egyenletes min-

tazatot a betegek kozott.

CD38-CD8 sejtek: az AIDS eldrehaladottsaganak eldrejelzéje

J61 ismert tény, hogy a CD38-CD8-at expresszaldé sejtek popu-

laciéjanak noévekvé mérete oOsszefiigg az AIDS kifejlddésével a

HIV-fertdézott betegekben (M. Levancher és mtsai., (1992),

Clinical Experimental Immunology, 90: 376-382). Ro&viden a teljes

CD8 populacié szazalékdban kifejezett CD38-CD8 sejtek szamanak

osszefiiggése a HIV betegség eldrehaladottsagaval egy olyan meg-

figyelés, amelyet sok ujabb publikacidban igazoltak. Az egészsé-
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ges emberben a CD38-at is expresszaldé CD8 sejtek hanyada 30 és
50 % kozott, az aszimptotikus HIV fertézott betegek esetében ez
50 és 65 % kozott, az ARC-ban szenvedd HIV fertdzott betegek
esetében 65 és 80 % kozott és az AIDS-es betegek esetében 80 és
98 % ko6zd6tt van. Az egy hdnapig szajon at 10 mg HEPl-et kapott
10 beteg kovetkezd vizsgalatdban 5 beteg adott vérmintakat vizs-
galat céljabdél. E betegek mindegyikében nyilvanvalé volt, hogy a
CD38-CD8 sejtek populacidéja a teljes CD8 populacié hanyadaban
olyan ira&nyban csékkent, hogy az a HIV betegség alacsonyabb koc-

kdzatat és jobb egészséget jelez.

A CD38-CD8 sejtek a CD8|Alapv |1 hénapos|2 héna-{3 hé-|4 hé-|5 hé-|6 hoéd-
sejtek %-aban onal kezelés pos napos |napos |napos |napos
P12 92 94 79 84 73 72
P17 66 71 69 50 55 57
P21 83 86 66

P69 90 94 86 79 71

P76 , 78 84 77 64 54 50

Anti-HIV antitestek a plazmaban

A 10 beteg (P12-P76) HEPl-gyel torténd egy hénapos kezelésé-
nek végén 5 beteg mutatott jelent8sen magasabb antitest titert a
kiilonféle HIV antigénekkel szemben (a kezelés eldtti titert 100-

nak vettiik alapul).

Anti gpl20| Anti gp4l | Anti-p31 Anti p24 Anti pl7

P17 216 93 157 97 101

P21 127 110 71 103 110

P63 110 131 387 146 154
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P69 160 274 813 507 116

P72 93 111 147 245 143

Antitest valaszok az opportunista fertézésekre
A HEPl kezelés antitest valaszokat stimulialt az opportunista
fert&8zésekre (a kezelés eldtti antitest titert 100-nak vettiik

alapul) .

Maximalis titer a|P1l2 P17 P21 P63 P67 P68 P69 P72 P73 P76

kezelés alatt

Aspergillus IgG [122 |97 132 |116 |89 114 |119 |190 (142 |111

Candida IgG 127 |100 |126 170 |447 |51 293 |214 [120 |129
CMV IgG 290 |81 227 |186 [118 |91 105 [112 (152 |88

CMV IgM 120 |141 {142 |215 |159 |92 102 |148 {120 [142
HSV1 IgM 113 |129 |158 {134 |99 89 116 |101 (107 106
HSV2 IgM 107 {129 |109 {108 |156 |158 |146 |111 |300 |186

Toxoplasma IgG 105 |107 {98 108 |125 }101 |104 |95 105 |98

Az Aatlagos novekedés az antitest titerben 23 % az
Aspergillus IgG, 78 % a Candida IgG, 50 % a CMV IgG, 38 % a CMV
IgM, 15 % a HSV1 IgM, 51 % a HSV2 IgM és 5 % a Toxoplasma IgG
esetén.

Kovetkeztetés

A fenti adatok megegyeznek a taldlmannyal, amennyiben a
Hepreceptor részének szekvencidjaval azonos szekvenciadju peptid
az immunrendszer aktivaciéjdhoz és klinikai elényckhdz vezet a

HIV betegek huméan klinikai vizsgalatéiban.
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4. PELDA
A sulyos akut és krénikus Candida fertézés nékben azzal az im-
munvalasszal gyoégyithatd, amelyet a Hepreceptor stimulaciéd -ered-
ményez
Klinikai tanulmany: visszatér8 mérsékelt Candida fertdzés

Egy frissen kitdért kezeletlen Candida fertdzésben szenvedd
né (27 éves) 6nként jelentkezett a tanulmanyhoz. Visszatérd méxr-
sékelt hiivelyi Candida fertdézésrd8l szamolt be (6-szor az elézd
12 hénapban), amelyet korédbban 1 %-os klotrimazol hiuvelyen belu-
1li alkalmazasaval kezeltek. 5 ml 1 mg/ml-es HEPl1 oldatot adott
be maganak hiivelyen belil egy 5 ml-es fecskendével két egyméast
kévetd napon. HArom nap milva a Candida fertdézés minden klinikai
tiinete eltilint és az elkdvetkezd 12 hénap alatt a Candida fertd-
zés tovAbbi visszatérésének megsziinésérdl szamolt be.
Klinikai tanulmany: sulyos allando Candida fertdzés

Nearmedic Plus STD klinikai vizsgalatra jaré harom néi beteg
jelentkezett Moszkvaban a tanulmany céljabél, akik sulyos hiive--
lyi Candida fert&ézésben szenvednek, miutan kilonféle hugy- és
ivarszervi fertdzésekkel szemben antibiotikumokkal kezelték
8ket. A betegeket a HEP1 2 mg/ml-es oldatanak 5 ml-ével kezeltik
hdrom egymast koévetd napon (semmilyen mas gombaellenes kezelést
nem alkalmaztunk). A kezelés elétti és a kezelés utan harom hoé-
nappal végzett mikrobiolégiai (hGgycsd-, méhnyaki csatornai- és
hiilvelyi- tampon tenyészet) és klinikai vizsgdlatok osszehasonli-
tasa vagy jelentd8s javulast, vagy a fertdézés megszinését mutat-

ta.
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Beteg |Kor |Kezelés |Klinikai elemzés [Higycsé |Méhnyaki |Huvelyi
tampon tampon tampon
A novekedés mértéke

LLA 34 elétt sﬁlyog fert6zés |erés gyenge gyenge

KEM 28 elétt sulyos fertdzés |erds erds erds

ALN 35 eldtt sulyos fert8zés |erds erds erds

LLA 34 utéana tuinetmentes nincs nincs nincs

KEM 28 uténa enyhe fertdézés gyenge néhany nincs

ALN 35 uténa tinetmentes nincs nincs nincs

5. PELDA

A Rupe3l2, Ruped4l4, Rupelll és Rupedll erds makrofag aktivaciés

valaszt idéz eld az egerekben.

A Hepreceptor A Doménbdl szarmazé szamos peptidet, beleértve
a HEPl-et tanulmanyoztuk az egerekben.
Az aktivalt makr&fégok indukciéja

22-24 g sulya harom F1 egérbdl allé (CDAxC57Bl) csoportokat

abdominalisan injektdltuk az 1,0 pg peptid 0,5 ml fizioldégias sb6-

oldatban oldott peptid oldatok mindegyikével. 24 éra elteltével

az egereket ledltik a nyaki gerinc eltorésével és 5 ml Hanks ol-

datot fecskendeztiink a hasiregbe. A hasireget 30 masodpercig

massziroztuk, majd a peritonedlis folyadékot gydjtottink. Az

6sszegylijtott folyadékot nylon szidré alkalmazasaval egy 1,5

mg/ml EDTA-t tartalmazé szilikonos csébe szirtik.

Nihon hemocitométer alkalmazasaval mikroszképos vizsgalattal
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megallapitottuk az 1 pg szlrletben 1lévdé sejtmagot tartalmazd sej-
tek szamat. A sejtekbd8l pelleteket készitettink 5 perces 800g-n
toérténd centrifugdlassal, majd a pelleteket borjumagzat szérum-
ban ujraszuszpendaltuk és a sejtszuszpenzidét iiveg mikroszkop
targylemezre cseppentettiik, megszaritottuk, majd metanolban fi-
xadltuk és Romanovski-féle festékkel festettik. A peritonedlis
folyadékgyiilem sejtjeinek morfoldégiai vizsgalatat egy Opton op-
tikai mikroszképpal végeztik 1600x-os nagyitasban. A limfocitdk,
nyugvé makrofagok, aktivalt makrofagok, granulocitak és mas
sejttipusok szamat &llapitottuk meg. Az eredmény az volt, hogy
az Osszes peptid névelte az aktivalt makrofagok szamat, de a
Rupelll, Rupe312, Rupe4ll és Rupe4l4 jelentdésen aktivabb volt,

mint a HEP1.

1 pg peptid/ egér Sé6oldat | HEP1 | Rupelll | Rupe312 | Rupe4ll | Ruped14

"|Aktivalt makrofiagok az &Osszes 1,9 2,2 4,3 13,9 5,5 8,5

sejt szazalékaban

6. PELDA

A humadn perifériads vér mononuklearis sejtjeinek Hepreceptor
peptidek altali in vitro aktivalasanak bemutatasa a radioaktiv
triciummal jelzett timidin névekvé sejtek DNS-ébe torténd beépii-
lésének mérésével.

Egy egészséges donor periférias vérébél periférias vér
mononuklearis sejteket (PBMC) kiilonitettink el Ficoll gradiens-—
ben &ltalanos frakciondlasi eljarads alkalmazasaval. A PBMC-t
RPMI1640 koézeget, 10 % borjumagzat szérumot, 1 mM L-glutamint és

antibiotikumokat (BM) tartalmazé tenyészkdzegben szuszpendaltuk.




40 --o:..o. o cees ee

A sejtszuszpenzidét egy 96 1lyukd mikrotiter lemez lyukaiba he-
lyeztiik sejttenyésztés céljabol (100 pl 100000 sejtet tartalmazd
oldat/lyuk) . Ezutan 100 pl peptidet tartalmazé BM-et adtunk hozza
(a végleges koncentracié 0,001-10 pg/ml). A negativ kontrol 1lyuk
csak BM-et tartalmazott és peptidet nem. A lemezt 3 napig 37 °C-
on inkubaltuk, majd radioaktiv ’H-timidint adtunk hozzad 1 uCi/ml
végleges koncentracidéban. Standard eljarassal béta-szamlaldé al-
kalmazasaval mértiik a *H-timidin beépiilését a sejtek DNS-ébe. A
kisérletet kétszer ismételtiik és az eredményeket a két kisérlet
Atlagaként radioaktiv belités/perc-ben fejeztiik ki. Az eredmény
azt mutatta, hogy az Osszes peptid mononuklearis.
sejtproliferaciét aktivalt, de a Rupe3l2 és Rupe4l4 3 ng/ml ak;

tivitas cstccsal jelentésen aktivabb volt, mint a HEP1.

Peptid pg/ml |Kontrol |HEP1 {Rupel9 |Rupe312 |Rupe414 jRupe4ll |Rupelll |Rupe6l4
0,0001 370 410 |426 563 493 385 483 464
0,0003 370 500 | 602 742 580 510 483 503
0,001 370 989 1718 976 684 702 710 550
0,003 370 700 |756 3222 2087 598 665 752
0,01 370 628 |545 656 650 532 537 607
0,03 370 517 |586 539 596 500 642 538
0,1 370 456 {537 533 ‘485 499 633 596
0,3 370 399 |563 611 492 486 668 635
1 370 400 | 509 472 449 468 529 600
3 370 412 |502 455 437 420 486 499
10 370 501 {517 405 394 390 470 412
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7. PELDA
A Hepreceptor peptidek hatasa az MHCI expresszidjara a kiilonféle
immunolégiai folyamatokban részt vevé sejteken.

A Hepreceptorbdél szarmazé peptidek human fehérvérsejtekkel
(WBC) 24 o6ras 37 °C-on torténé inkubalasa csokkenést eredménye-
zett az 6sszes WBC sejtfelszini HLA expresszidéjanak intenzitasa-
ban (a sejt aktivalas és a receptor internalizacié kovetkezté-
ben). A Rupe312 aktivabb volt, mint a Rupe4l4, amely viszont ak-
tivabb volt, mint a HEPI1.

A peptidek nélkiili kontrol értéket 100-nak véve alapul szamitot-

tuk ki az adatokat

A HLA I sejtfelszini expressziéjanak sidridsége

Monocitak/ cp8 CcD4 B és NK sej~|Granulocitak
Makrofagok limfocitak limfocitak tek
Kontrol 100 100 100 100 100
HEP1 83 83 80 84 89
Rupe414 83 76 77 7 85
Rupe312 71 72 70 13 81

Az aktivacidé sejtspecifikus hatasa az MHC I-et expresszaléd
monocita populacié szamanak emelkedése és az MHC I-et
expresszalé CD8 limfocita populacié szamanak csokkenése.

A peptidek nélkili kontrol értéket 100-nak véve alapul szamitot-

tuk ki az adatokat

A HLA I sejtfelszini expressziéjanak slridsége

Monocitak/ CD8 CD4 B és NK sej-|Granulocitak

Makrofagok limfocitak limfocitak | tek
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Kontrol 100 100 100 100 100
HEP1 108 91 105 102 100
Rupe414 109 89 105 101 98
Rupe312 119 85 104 105 98
8. PELDA

A Hepreceptor peptidek elnyomjak az IL-8 termelést a fehérvér-
sejtekben

A Rupe3l2, egy Hepreceptor peptid névekvd koncentraciédinak a
humadn WBC altali IL-8 expresszidéra kifejtett szupressziv hatéasat
mutattuk ki 37 oC-on térténd 48 o6ras inkubacidét kévetden. Az IL-
8 egy kemotaktikus faktor, amely olyan gyulladasos ingerre tor-
ténd valaszként termelddik, amely vonzza és aktivalja a T-
sejteket, neutrofileket, bazofileket, granulocitéakat, de a
monocitakat/makrofadgokat nem. Az IL-8 gatlasa fontos szerepet
jatszik a monocitak/makrofagok aktivaladsa soran a Rupe3l2 sze-
lektiv aktivitasdban. Az IL-8 mérése a kiilonféle Hepreceptorbdl
szarmazé peptidek aktivitasanak meghatarozasara szolgadldé vizsga-

lati médszert biztosit.

Rupe312 koncentracidé ng/ml-ben Az 1IL-8 koncentracidé a tenyé-

szetben pg/ml-ben

0 18900
0,001 13900
0,003 10700
0,01 8984

0,03 7869
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0,1 6426

(Az IL-8 EIA vizsgalatot az Innogenetics, Belgium altal megadot-

tak szerint végeztik).

9. PELDA

A Hepreceptor peptidek nagyon alacsony dézisa (1-100 ng/egér)
megvédi az egereket az akut Salmonella tryphimurium altali fer-
tézéssel szemben.

A laboratériumi egereket (CBAxC57Bl1 F1 hibridek) 5 csoportra
osztottuk fel, amelyek vagy 0,5 ml séoldatot, vagy 0,5 ml sbol-
datot és a kiilonb6z8 Hepreceptor peptidek kiilonféle koncentraci-
6it (1, 10 vagy 100 ng) kaptak. 24 oéraval késébb az egereket
Salmonella tryphimuriummal erésen megfertdztik (10000 wvagy
100000 baktériumot fecskendeztiink be intraperitonedlisan egeren-
ként) . A mindegyik csoportban 20 nap utan tGlél86 egerek szazalé-
kat rogzitettiik (A haldlosan megfertdzott kontrol allatok a fer-
t6zéstdl szamitott hdrom napon belil elpusztultak).

20 nappal a fertdzés utan tuléldé egércsoportok szazaléka.

Peptid kéd| 1000 baktérium/egér |Kontrol Hepreceptor peptid Peptid
ng/egér szekvencia
0 1 10 100
HEP1 10 0 % 20 % | 20 % | 40 % | TEKKRRETVEREKE
100 0 % 0 % 0 % 0%
Rupel5 10 0 % 20 $140 % | 40 % TEKKR
100 0 % 20 5|20 % 0%
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Rupel024 10 0 40 % | EREKEQMMREKEEL

100 0

o®
o
o

20 40

o0
o®

Kovetkeztetés
A Hepreceptor peptidek megvédik az allatokat a halalos bak-

térium-fertézéstdl.

10. PELDA

A Hepreceptor peptidek nagyon alacsony dézisa (1-1000 ng/egér)
fokozza a tulélési idét a halalos herpesz virus fertdzéses egér-
modellekben.

Laboratériumi fehér B/P egerekbe (5-6t csoportonként) a her-
pesz virus 0,2 ml kézegben 1lévé 3,5 LD50 titerének haladlos be-
fecskendezése eldtt 48 o6raval és 24 6raval Hepreceptor peptidet
(1-1000 ng/egér) fecskendeztink be intraperitonealisan.

Az atlagos tulélési idét egércsoportonként napokban régzitettiik.

Peptid kéd |Kontrol Hepreceptor peptid ng/egér Peptid szekvencia
0 1 10 100 1000

HEP1 10 18 19 27 28 TEKKRRETVEREKE

Kovetkeztetés

A Hepreceptor peptidek jelentésen fokozzak a tulélési idét a

haldlos virusos fert&zéssel szemben.
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SZEKVENCIA LISTA

ALTALANOS INFORMACIO:
SZEKVENCIAK SZAMA: 28

1. azonositdé szami szekvencia

HOSSZUSAGA: 32 aminosav
TiPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszala
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TIPUS: peptid

SZEKVENCIA LEIRAS: Hepreceptor A Domén

AREEKHQKQLEROQQLETEIKKRRETVEREEKEQM

1 5 10 15 20 25 30
2. azonositdé szami szekvencia

HOSSZUSAGA: 34 aminosav

TipPUSA: aminosav

SZALTIPUS: egyszalna

TOPOLOGIA: linearis

MOLEKULA TIPUS: peptid

SZEKVENCIA LEfRAS: Hepreceptor b Domén

MREKEELMLRLQDY EEKTKKAERELSEOQIO QR

(p)

1 5 10 15 20 25 30
ALQ

3. azonosité szama szekvencia
HOSSZUSAGA: 5 aminosav
TiPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszalua
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TiPUS: peptid
SZEKVENCIA LEfRAS: Rupel5
TEKKR

1 5

4. azonositdé szami szekvencia
HOSSZUSAGA: 9 aminosav
TiPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszalua
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TIPUS: peptid

SZEKVENCIA LEIRAS: Rupel9

TEKKRRETV
1 5
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5. azonositdé szamu szekvencia

HOSSZUSAGA :
TiPUSA:

SZALTIPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TIPUS:
SZEKVENCIA LEfRAS:

TEKKRRETVER
1 5 10

11 aminosav
aminosav
egyszalu
linearis
peptid
Rupelll

6. azonositd szadmu szekvencia

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
SZALTIPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TiPus:
SZEKVENCIA LEIRAS:

KKRRE
1 5

5 aminosav
aminosav
egyszalua
linearis
peptid
Rupe37

7. azonositdé szami szekvencia

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
SZALTIPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TIPUS:
SZEKVENCIA LEfRAS:

KKRRETVE
1 5

8 aminosav
aminosav
egyszalu
linearis
peptid
Rupe310

8. azonositdé szami szekvencia

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
SZALTIPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TiPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

KKRRETVERE
1 5 10

10 aminosav
aminosav
egyszalu
linearis
peptid
Rupe312

9. azonositdé szama szekvencia

HOSSZUSAGA :
TiPUSA:

SzZALTIPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TIPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

KKRRETVEREK
1 5 10

11 aminosav
aminosav
egyszalu
linearis
peptid
Rupe313
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10. azonositd szamiu szekvencia
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HOSSZUSAGA: 12 aminosav
TfPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszala
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TIPUS: peptid
SZEKVENCIA LEIRAS: Rupe314
KKRRETVEREKE

1 5 10

11. azonosité szamu szekvencia
HOSSZUSAGA: 8 aminosav
TiPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszala
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TiPpuUs: peptid
SZEKVENCIA LEIfRAS: Rupe4ll
KRRETVER

1 5

12. azonosité szama szekvencia
HOSSZUSAGA: 10 aminosav
TiPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszalua
TOPOLOGIA: lineAris
MOLEKULA TIPUS: peptid
SZEKVENCIA LEIRAS: Rupe4d1l3
KRRETVEREK

1 5 10

13. azonositdé szama szekvencia
HOSSZUSAGA: 11 aminosav
TifPUSA: aminosav
szZALTIPUS: egyszalu
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TIPUS: peptid
SZEKVENCIA LEIRAS: Rupe4l4
KRRETVEREKE

1 5 10

14. azonosité szamu szekvencia

HOSSZUSAGA: 5 aminosav
TiPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszalu
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TIiPUS: peptid
SZEKVENCIA LEIRAS: Rupe59

RRETV
1 5
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15. azonosité szami szekvencia

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
SZALTIPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TiPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

RETVEREKE
1 5

16. azonositdé szamu

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
szALTiPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TIPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

EREKE
1 5

17. azonositdé szamu

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
szALTipPuUsS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TIiPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

EREKEQMMREKEEL
1 5 10

18. azonositdé szamu

HOSSZUSAGA:
TfPUSA:
szALTiPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TIPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

KEELM
1 5

19. azonosité szamu

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
SZALTIPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TIPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

KEELMLRLQDYEE
1 5 10

9 aminosav
aminosav
egyszalu
linedris
peptid
Rupe614

szekvencia
5 aminosav
aminosav
egyszalua
linearis
peptid
Rupel014

szekvencia
14 aminosav
aminosav
egyszalu
linearis
peptid
Rupel024

szekvencia
5 aminosav
aminosav
egyszalu
linearis
peptid
Rupe2024

szekvencia
13 aminosav
aminosav
egyszalua
linearis
peptid
Rupe2032
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20. azonositdé szamu szekvencia

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
szALTIPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TipUs:
SZEKVENCIA LEIRAS:

KEELMLRLQDY EE
1 5 10

21. azonositdé szamu

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
SZALTIPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TiPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

EELMLRLODYEE
1 5 10

22. azonositdé szama

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
SZALTiPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TIPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

EELMLRLQDY_EE
1 5 10

23. azonositdé szamu

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
szALTipUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TiPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

ELMLRLQDYEE
1 5 10

24. azonosité szamu

HOSSZUSAGA:
TiPUSA:
szALTiPUS:
TOPOLOGIA:

MOLEKULA TIPUS:
SZEKVENCIA LEIRAS:

ELMLRLQDY EE
1 5 10

13 aminosav
aminosav
egyszalua
lineéaris
peptid
Rupe2032p

szekvencia
12 aminosav
aminosav
egyszalua
lineéaris
peptid
Rupe2132

szekvencia
12 aminosav
aminosav
egyszalu
lineéaris
peptid
Rupe2132p

szekvencia
11 aminosav
aminosav
egyszalua
lineéaris
peptid
Rupe2232

szekvencia
11 aminosav
aminosav
egyszalua
lineAris
peptid
Rupe2232p
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25. azonosité szamua szekvencia

HOSSZUSAGA: 5 aminosav
TIPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszalu
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TIPUS: peptid
SZEKVENCIA LEIRAS: Rupe2428
MLRLQ

1 5

26. azonositdé szamiu szekvencia
HOSSZUSAGA: 5 aminosav
TIPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszalua
TOPOLOGIA: linedris
MOLEKULA TIPUS: peptid
SZEKVENCIA LEfRAS: Rupe2832
QDYEE

1 5

27. azonositdé szama szekvencia
HOSSZUSAGA: 5 aminosav
TiPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszalu
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TIPUS: peptid
SZEKVENCIA LEIRAS: Rupe2832p
QDY_EE

1 5

27. azonositdé szami szekvencia
HOSSZUSAGA: 14 aminosav
TIPUSA: aminosav
SZALTIPUS: egyszalu
TOPOLOGIA: linearis
MOLEKULA TIPUS: peptid

SZEKVENCIA LEIRAS: HEP1

TEKKRRETVEREKE
1 5 10
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy toltéssel rendelkezd molekula, amely a Hepreceptorhoz ko-
tédik.

2. Egy peptid, amely a Hepreceptor egy részével azonos szekven-
ciaval rendelkezik.

3. A 2. igénypont szerinti peptid, amely 5 és 13 aminosav hosz-
szUsagi és a Hepreceptor egy részével azonos szekvenciaval ren-
delkezik.

4. Egy peptid, amely a kodvetkezd aminosav szekvenciabdél all:
AREEKHQKOQLERQQLETEZKKRRETVERETKE QM.
5. Egy peptid, amely a kdvetkezd aminosav szekvenciabdél 4ll:
MREKEELMLRLQDY, EEKTEKKAERELSEOQIOQRA
L Q.

6. Egy peptid, amely a koévetkezé aminosav szekvenciabdél all:
TEKKR .

7. Egy peptid, amely a kovetkezd aminosav szekvencidbél all:
TEKKRRETV .

8. Egy peptid, amely a koévetkezé aminosav szekvenciabdél 4&all:
TEKKRRETVER.

9. Egy peptid, amely a koévetkezd aminosav szekvenciabdél all:
KKRRE .

10. Egy peptid, amely a kovetkezd aminosav szekvenciabél 4all:
KKRRETVE.

11. Egy peptid, amely a kovetkezdé aminosav szekvenciabél 4&ll:

KKRRETVERE .



12. Egy peptid,

KKRRETVEREK.

13. Egy peptid,

KKRRETVEREKE .

14. Egy peptid,

KRRETVER.

15. Egy peptid,

KRRETVEREK.

l16. Egy peptid,
KRRETVEREKE.

17. Egy peptid,
RRETV.

18. Egy peptid,
RETVEREKE .

19. Egy peptid,
EREKE .

20. Egy peptid,
EREKEQMMREKEEL.

21. Egy peptid,
KEELM.

22. Egy peptid,
KEELMLRLODYEE.
23. Egy peptid,
KEELMLRLQDY EE.

24. Egy peptid,

EELMLRLQODYEE.

amely

amely

amely

amely

amely

amely

amely

amely

amely

amely

amely

amely

amely
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kovetkezd

kovetkezd

kovetkezd

kovetkezd

kovetkezd

kovetkezd

kovetkezd

kovetkezd

kovetkezd

kovetkezé

kovetkezd

kovetkezb

kovetkezd

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav
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szekvenciabdl

szekvenciabdl

szekvenciabdbl

szekvenciabdl

szekvenciabdl

szekvenciabdl

szekvencidbdl

szekvenciabél

szekvenciabél

szekvenciabdl

szekvenciabél

szekvenciabdbl

szekvenciabdl
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all:

all:

all:

all:



25. Egy peptid,
EELMLRLQDYPEE .
26. Egy peptid,
ELMLRLQDYEE.

27. Egy peptid,
ELMLRLQDY EE.

28. Egy peptid,
MLRLQ.

29. Egy peptid,
QDYEE.

30. Egy peptid,

QDY EE.

amely

amely

amely

amely

amely

amely
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kovetkezé

kovetkezd

kovetkezd

kévefkezé

kovetkez8

koévetkezd

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav

aminosav
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