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A VEKOP-2.3.3-15-2016-00020 projekt célja a nemzetkdzi elvarasoknak megfeleld
miuszeregylittes beszerzése ¢és elhelyezése: kromatografias és tomegspektrometrias platform
(UHPLC-MS/MS), szamitogép-vezérelt ,,félpreparativ”’ folyadékkromatograf (HPLC) és az
atomi eré mikroszkop (Nanosurf Fluid-AFM).

A miiszerek segitik a kutatdsokat: a) novényi/illetve gomba eredetii metabolit ,,ujjlenyomatok”
¢és ismeretlen vegyiilet azonositasat, b) 0j antimikrobakterialis/tumorellenes hatéanyag-peptid
konjugatumok eldallitasat, jellemzését, c) intelligens nanohordozok eldallitasat, sejtmembranra
gyakorolt hatasanak vizsgalatit. Az eredményeket az elmult évben 7 nemzetkozi
folyodiratcikkben, 2 szabadalomban (1 eurdpai és egy magyar), 2 magyar nyelvil
folyoiratcikkben €s 20 eléadasban kozoltiik. A miiszeregyiittes hatékonyan segitette az oktatast
¢s a kutatasi palyazatokat.

1. Tudomanyos kutatasi eredmények
a) Novényi/gomba eredetli metabolit-ujjlenyomat, vegyiiletek azonositasa

Folytattuk a Linum nemzetség tanulmanyozasat: a hazankban is honos Linum austriacum és L.
perenne fajok foldbeni szerveiben két 4j (altalunk linadiacin A és B ként elnevezett), és két, mar
ismert (justicidin B, diphyllin) lignant azonositottunk és bizonyitottuk ezek Covid virus elleni
¢és antiproliferativ hatasat. Mindkét hatds mértéke ismert standard gyogyszervegyiiletekkel
Osszevethetd mértékli volt (Toth, G. et al. J Nat Prod 2023). Tovabba négy Anthriscus (A.
caucalis, A. cerefolium, A. nitida) faj kiilonb6z6 szerveinek (gyokér, levél, viragzat és termés)
vizsgalatai soran el6szor azonositottunk lignan podofillotoxin szarmazékokat az A. caucalis és
A. nitida mintdkban.

In vitro gombatenyészetek metabolit-vizsgalata soran: 1) Sz6l6 ndévénybdl izolalt 270
Alternaria torzs in vitro tenyészeteinek metabolit profiljait elemezve megallapitottuk hogy a
nem-célzott metabolit ujjlenyomatok elemzései megerdsitik a A. alternata két nagy
fajcsoportjanak taxondmiai, filogenetikai elkiiloniilését (Scientific Reports-hoz benyujtasa utan
kedvezd biralatokkal rendelkezé kozlemény); 2) A Darksidea nemzetség tobb, mint 100
izolatumabodl nyert nem-célzott metabolit ujjlenyomatok adatainak elemzését végeztik el,
kézirat készités folyamatban van.

A munka sikerességét bizonyitja a benyujtott és elfogadott Eurdpai szabadalom a VEKOP
palyazat tobb témavezetdjének kozremitkodésével (Kovacs, G; et.al. EP4134075A1; Europai
szabadalom).

b) Uj antimikrobakterialis/tumorellenes hatéanyag-peptid konjugatumok el6allitasa és
jellemzése

Nagyszamu szerves vegyiilet szerkezetvizsgélatat, pontos molekulatdmeg-meghatarozasat
végeztik el, tisztitott vegyiiletek esetén elsésorban az 1d6- és anyagtakarékos kozvetlen
injektalasi modszerrel, oldoszerdramban. Szadmos peptid-hatdéanyag konjugatum illetve
liposzomakba csomagolt hatdanyag biohasznosulasdnak €s farmakokinetikai tulajdonsagat, in
vitro és in vivo stabilitdsat vizsgaltuk. Meghataroztuk a felszabadulé szabad hatéanyag és az



aktiv metabolit mértékét vérplazméaban vagy tumorsejtekben fontos a szerkezet-hatés
Osszefiiggések felderitése érdekében. A konjugadtumok, a hatdéanyagok stabilitasanak
kovetésére, a keletkezd metabolitok szerkezetbizonyitdsara, szemikvantitativ meghatarozasara
LC-MS vagy LC-MS/MS modszereket fejlesztettiink a beszerzett, HPLC-Orbitrap MS
késziiléken.

Iranyitott liposzémakat készitettiink, amelyekbe metasztatizald tumorok felismerését biztosito
CREKA vagy SREKA peptideket épitettiink. Az el6bbi peptidet tioéter-, mig az utdbbit oxim-
kotéssel kapesoltuk a liposzoma alkoto pegilalt zsirsav szarmazékhoz. HPLC-MS segitségével
igazoltuk, hogy az oxim-kotést tartalmazd szarmazék jobb kitermelésti, tisztdbb és jobban
jellemezhetd vegyiiletet eredményez, ami a liposzémak jobb karakterizalasat is lehetové teszi.
Az igy eldallitott liposzomakba daunomicin (Dau) tumorellenes szert csomagoltunk és in vivo
biodisztribuicids ¢€s stabilitasi vizsgalatokat végeztiink. HPLC-MS segitségével meghataroztuk
azok mennyiségét, igy a szervezetben valo eloszlasukat. Ezzel igazoltuk a liposzomak tumor
duasulasat is. Szintén ezzel a mddszerrel vizsgaltuk a liposzémak hatéanyag leaddsanak idébeni
lefolyasat, mely adatokbdl a liposzomak stabilitasara tudtunk kovetkeztetni (Vari, B. et al. Drug
Delivery 2023). Tovabbfejlesztettilk a bombezin-daunomicin konjugitumokat a hatékonyabb
hatéanyag felszabadulads érdekében. A konjugatumok lebomlédsat patkany maj lizoszoma
homogenatummal kezelve, a feldolgozast kovetden HPLC-MS segitségével meghataroztuk a
lebomlas sebességét ¢és a keletkez6 metabolitok tipusat. Ezek az adatok jelentésen
hozzajarulnak az egyes konjugatumok hatékonysaganak értelmezéséhez (Gomena, J. et al., Int
J Mol Sci 2023). Hasonl6 vizsgalatok keretében tudtuk igazolni, hogy egy ciklikus RGD
iranyitd peptidet és MMAE hatéanyagot tartalmazd konjugitumban a tervezett linker
szekvencia nem a vart MMP-2 enzim, hanem a lizoszoméban jelenlévd katepszin B enzim
hatasara bomlik. Igy sikeriilt értelmezni a konjugatum hatasmechanizmusat (Zambra, M. et al.,
Frontiers in Pharmacology 2023). Hatékony, melanoma tumorsejtekre specifikus a-MSH és F3
peptid tipust iranyitdé molekuldkat fejlesztettiink, amelyekhez hatéanyagot kapcsolva
szignifikdns tumorndvekedés gatlast mértiink in vivo egér modelleken. Glioma specifikus
konjugatumok esetében igazoltuk, hogy a hatéanyag kapcsolddasi helye, a hatdbanyagok szdma
befolyasolja a sejtbejutasi és metabolikus profilt és a hatékonysagot. Uj modszert dolgoztunk
ki iranyitott liposzomak eléallitdsara, amelyek nagyobb szelektivitast mutattak in vivo, mint az
iranyitd peptidet nem tartalmazd liposzomék. A rezisztens tumorsejteken tobb sejtfelszini
struktarat is meghataroztunk, amelyeken keresztiil a hatdoanyagjeldlteket célbajuttatva ezen
sejtek célzottan elpusztithatok. Eldallitottunk és kémiailag modositottunk kiilonb6z6 melanoma
specifikus antigéneket, vizsgaltuk formulazhatoésdgukat és a tanulmédnyoztuk a kémiai
modositasok hatdsat az antigének in vitro sejtbejutéasi képességére. Azt tapasztaltuk, hogy mind
a kémiai modositas, mind pedig a formulazas befolyasolja az antigének biolégiai aktivitasat. Uj
Sars-CoV2-ellenes ¢és antibakteridlis vegylileteket definialtunk és jellemeztiink. Ezen
hatéanyagok gazdasejt specifikus célbajuttatisdhoz hordoz6 peptideket allitottunk eld. A
hatéanyag jeldltek és a peptidek szerkezeti sajatsagait, membrankdlcsOnhatdsait és a
sejtbejutasi mechanizmusait vizsgaltuk. A peptidek jellemzésére szoveti kornyezetet modellezd
in vitro szferoidok kultarakat alkalmaztunk. A szoveti hatarrétegek (elsdsorban tiidd)
modellezésre aldmeriild, ko-kultira konstrukciokat fejlesztettiink, a modellekben a
transzepitelilis ellendllds miiszeres ellendrzésével (Toth, G. et al., J Nat Prod. 2023).

A palyazati ciklus alatt kidolgoztunk 10 tumorellenes hatassal rendelkezd hatéanyagokat,
melyek hatékonysagat bizonyitja egy elfogadott magyar szabadalom is (Csampai, A.; et al.
PCT/HU2021/050047; Magyar szabadalom).



¢) Intelligens nanoméretti hordozok eldallitasa, hatéanyag-konjugatumok sejtmembranra
gyakorolt hatasanak vizsgalata.

Vizsgaltuk kiilonbozé fehérjék nativ és amiloid formdinak szilard feliileteken torténd
megkotddeését és az ennek hatasara a feliileten bekdvetkezd morfoldgiai valtozasokat. Sikeresen
fejlesztettiink ki egy hatékony polimer nanorészecske alapu hordozoé rendszert hidrofil peptidek
¢s fehérjék hordozéasara. A részecskék segitségével elnyljtott hatdanyagleadast Ilehetett
polimer nanorészecskék fluid hatarfeliileten bekovetkezd megkotddését, €és a homérséklet,
ionerdsség hatasat a kialakulo feliileti réteg szerkezetére. A kapott eredményekbdl a részecskék
emulzio stabilizalé képességére lehetett kovetkeztetni. Folytatodott és lezarult a nagyfelbontasu
képalkotd technika orvosbiologiai alkalmazdsa a Premed Pharma Kft. szervezésében, a
debreceni Kenézy Gyula Korhaz, valamint a miskolci K6zponti Kérhaz szemészeti osztalyaival
egylittmikodésben. A  sziirkehdlyog mitéteknél hasznalt phacoemulsifikacios tiik
Osszehasonlitd vizsgéalata sordn a miitéti protokollnak megfeleléen kezelt, és haszndlt tiik
morfologiai jellemzését mikroszkdpos €s AFM mérések segitségével végezziik. A nagyszamu
mintakészlet eredményei alapjan kovetkeztetést tudtunk levonni az egyszer és tobbszor
hasznalatos tiik igénybevételérdl és ajanlott alkalmazasarol.

2. Folyamatban lévo kutatasok

a) Novényi/gomba eredetli metabolit-ujjlenyomat, vegyiiletek azonositasa

A ndvényi és gomba eredetii biologiailag aktiv hatéanyagok azonositdsa mellett folyamatban
van ujabbak szerkezetbizonyitasa (Orbitrap MS/MS): Az izolalt podofillotoxin szarmazékok
Covid virus elleni és antiproliferativ hatasainak vizsgélata; valamint 2) Ampelomyces (4 torzs)
¢és Setophoma (1 torzs) metabolit-Osszetételének meghatarozasa.

b) Uj antimikrobakterialis/tumorellenes hatéanyag-peptid konjugatumok eldallitasa és
jellemzése

A kovetkezd periddusban tovabb folytatjuk a célzott tumorterdpiaval kapcsolatos
vizsgalatainkat. Ezek fontos részét képezik az eldallitott iranyitdé peptidek ¢és drog
konjugatumaik tisztitasat €s analitikai jellemzését a VEKOP palyazat keretében beszerzett
miszerek segitségével. Ezek a késziilékek alkalmasak olyan preklinikai vizsgéalatok
felszabaduldsanak meghatarozasa. Folyamatban van antibakteridlis hatdsu szekvencidlis
oligopeptidek zsirsav szdrmazékainak eldallitasa és jellemzése, valamint 10, peptid alapu
antibakterialis antigének szintézise vakcinak kialakitasa céljabol. Folytatjuk a tumorvakcinak
kifejlesztésére iranyuld6 munkankat is, melyben multiepitop konstrukciokat és 0j formulézasi
stratégiakat allitunk eld és dolgozunk ki.

c) Intelligens nanoméretii hordozok eldallitasa, hatoanyag-konjugdtumok sejtmembranra
gyakorolt hatdsanak vizsgélata.

Folytatodott a szén kvantumpont alapti hatéanyaghordozok fejlesztése. A részecskék
eléallitdsara, majd ezt kovetd feliileti funkcionalizalaséara kiilonb6z6 modszereket dolgoztunk
ki. Folyamatban van a részecskék sejtmembranra gyakorolt hatdsdnak nagyfelbontasu
morfoldgiai jellemzése.

3. Tudomanyos eredmények kozzététele



Az eredményekrdl dedikalt egyetemi honlap (https://pak.elte.hu/vekop-2-3-3-15-2017-00020)
utjan folyamatosan tajékoztatjuk a szakmai kozvéleményt. A miiszeregyiittes hasznalata révén
elért 0 tudoméanyos eredményeinket 7 nemzetkozi folydiratcikkben  kozoltiik
(https://pak.elte.hu/content/publikaciok.t.17512) és 20 el6adas hazai/nemzetk6zi konferencian,
tartott eléadasban mutattuk be 2022 oktober ¢és 2023  szeptember kozott
(https://pak.elte.hu/content/konferencia-megjelenesek.t.7294). 2023-ban 2 BSc. 2 M.Sc,
valamint 1 PhD értekezés keriilt benyujtasra és védésre (https://pak.elte.hu/content/bsc-msc-
diplomadolgozatok-es-phd-ertekezesek.t.7296).

A honlapon (https://pak.elte.hu/content/tamogatott-projektek-elbiralas-alatt-allo-
palyazatok.t.18808) megtalalhatdé az elnyert kutatdsi palyazatok listaja. A tudomanyos
eredmények elfogadottsagat jelzi: a) az ELKH-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport munkatérsai
altal elnyert két EU Horizon 2020, Marie Sklodowska-Curie ITN programban valo részvétel
(célzott tumorterapia [(Mez6 G., Grant 861316 (2019-2023)], vakcinak fejlesztés [(Horvati K.,
Grant 860325 (2019-2023)] magyar/kiilfoldi didkok, PhD hallgatok bevondséaval; és a b) 2021-
ben elnyert harom nemzetkdzi (CELSA belga-magyar, NKFIH szlovén-magyar és NKFIH
osztrak-magyar) palyazat megvalositdsa folytatodik, c¢) Bdsze Szilvia vezetésével elnyert
NKFIH OTKA palyazat ,,A fert6zés helyének tdmadasa: peptidszarmazékok és peptiddel
modositott nanohordozok hatdéanyagok célbajuttatasara és biohasznosithatésaguk novelésére”
(2022-2026), d) Szabo Ildiko 4ltal elnyert MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij
,Immunterapidban alkalmazhat6 melanoma antigén alapt vakcinak kifejlesztése” (2022-2025),
e) Horvati K. részvételével elnyert OTKA ANN palyazat (témavezeté Mandity Istvan) ,,CRAC
csatorna inhibitorok fejlesztése fénnyel aktivalhatd peptidmimetikumokkal” (2021-2025), f)
Schlosser Gitta részvételével elnyert FK OTKA palyazat (témavezetd: Rokobné Révész
Agnes); ugyancsak folytatodik g) Horvati K. MTA Lendiilet kutatasi programja ,,Peptidalapu
vakcinak: j formulacids stratégiak™ (2021-2026).

4. Oktatas, a nyilvanossag tajékoztatasa

A Bioldgiai Intézetben és a Kémiai Intézetben folyd képzés soran BSc, MSc és PhD programok
tovabbra is hasznaljdk a nagyfelbontasti Orbitrap LC-MS és a bioerdmérd (AFM) késziilékeket.
Az ELTE anyagkutatd, bioldgus, biotechnoldgia, vegy€sz MSc, a Semmelweis Egyetem
gyogyszerész képzés, az ELTE biologiai €s kémiai doktori (PhD) képzéseiben résztvevok
megismerkedhettek az 1) vizsgalati modszerek altal nytjtott lehetdségekkel. A kilenc MSc/PhD
gyakorlati kurzust a 2022/23-as tanév két felévében 35 (koziiliik 9 angol nyelven) hallgat6 vette
fel (https://pak.elte.hu/content/oktatasi-tevekenyseg.t. 17607, tdblazat).

E miszerek folyamatosan segitik a kiilsd partnerekkel valo egylittmiikodést, a mérési
szolgaltatasi és a fejlesztési tevékenységeket.

2023. szeptember 28.

Szerkesztette: Dr. Szabo 11diko Dr. Hudecz Ferenc
témavezeto



