VEKOP-2.3.3-15-2017-00020
1. sz. PROJEKT FENNTARTASI JELENTES

(2020.09.29. - 2021.09.28.)

A Kutatdsi infrastruktira megerGsitése pdlyazat keretében a VEKOP-2.3.3-15-2016-00020
projekt célja egy, a legmagasabb nemzetkozi elvarasoknak megfelel6, harom-komponensd
miszeregylttes beszerzése és kutatdsi/oktatdsi hasznalatba helyezése volt: kromatografias
és  tomegspektrometrids  elemz6-platform  (UHPLC-MS/MS),  szamitogép-vezérelt
ofélpreparativ’ folyadékkromatograf (HPLC) és a bioer6mér6, atomi eré mikroszkdp
(Nanosurf Fluid-AFM).

A mdlszerek segitségével kutatdink a) meghatdroztak novényi illetve gomba eredetd
metabolit ,,ujjlenyomatokat”, azonositottak szamos ismeretlen vegyiiletet, b) elGallitottak és
jellemeztek Uj antimikobakteridlis és tumorellenes hatéanyag-peptid konjugatumokat, c)
kialakitottak intelligens nanoméret(i hordozdkat, vizsgaltak a konjugatumok sejtmembranra
gyakorolt hatdsat. Az eredményeket az elmult évben 9 nemzetkozi folydiratcikkben és 11
el6adasban kozoltik. A miuszeregylttes hatékonyan segitette az oktatdst és a kutatdsi
palydzatok megvaldsitasat.

1. Tudomanyos kutatasi eredmények

a) Novényi/gomba eredetl metabolitok, metabolit-ujjlenyomat, ismeretlen vegyiletek
azonositasa.

Novényi mintak feldolgozasaval folytattuk a Linum nemzetségbe tartozd 5 faj névénykémiai
vizsgalatat. Tanulmanyoztuk a Mentha nemzetség (4 faj) természetes élGhelyi és in vitro
mintait, a Gaultheria procumbens levél mintdit, Juglans nigra, Artemisia austriacum és
Ononis spinosa kivonatait. Azonositottunk a fenoloidok csoportjaba tartozd (lignanok,
flavonoidok, szalicilsav- és naftokinon szdrmazékok) Osszetev6ket. Két, mds ndovényi
forrasbdl mar ismert ariltetralin lignan azonositasa mellett két, eddig nem ismert lignan
szerkezetét bizonyitottuk.

In vitro gomba tenyészetek metabolit vizsgdlatai soran Aspergillus izoldtumokbdl (10) egy
antrakinon szarmazék izoldlasa és szerkezetazonositasa tortént meg, 2 faj (Periconia
macrospinosa, Cadophora sp.) metabolit-profiljat vizsgaltuk eltéré taptalajon és kezelések
mellett 6sszesen 104 méréssel. Négy izokumarin-szdrmazék azonositdsa mellett, 3 vegyiilet
szerkezetét bizonyitottuk. Tizenhat kil6nb6z6 tomlésgomba nemzetség 0sszesen tdbb, mint
200 izolatumat vizsgaltuk, elkészitettik metabolit profiljukat és a metabolitok optimalis
kinye-réséhez nyersanyagot kerestlink. E kutatds sordn szamos ismert vegyilet (j forrasait
azonosi-tottuk. A hatdstani vizsgalatokhoz az izolalt vegylletek rendelkezésre allnak.

b) Uj antimikrobakterialis és tumorellenes hatéanyag-peptid konjugdtumok elallitdsa és
jellemzése.

Nagyszamu szerves vegylilet szerkezetellen6rzését, pontos molekulatomeg-meghatarozasat
végeztik el, tisztitott vegyliletek esetén elsGsorban az id6- és anyagtakarékos kozvetlen
injektalasi médszerrel, olddszerdramban.

Természetes eredet(, szerkezetileg jellemzett névényi/gomba eredetl metabolitok in vitro
antitumor tesztelését végeztiik el, szdmos hatékony jel6ltet definidlva (Berek-Nagy et al.
Phytochem., 2021; Ziirn et al. Int J Mol Sci., 2021).



Sejtpenetrdld peptidek szerkezetét tanulmanyozva igazoltuk, hogy kiilonb6z6 mddositasok
(pl. fluoreszcens jelolések) befolyasoljak a peptidek szerkezetét, valamint sejtbejutdsat
(Sebdk et. al. ACS Omega. 2021). Bizonyitottuk, hogy e peptidek kémiai sajatsagi és
intracelluldris lokalizacidja kontrolldltan valtoztathato.

Membran-aktiv peptidek szerkezetét és in vitro bioldgiai aktivitasat vizsgaltuk kiilonb6z6
kismolekuldk jelenlétében. Megadllapitottuk, hogy egyes gydgyszermolekuldk (pl. hemin
szarmazékok, ételfesték molekuldk) jelentésen befolyasoljak a peptidek szerkezetét/
aktivitasat; igy hozzdjarulhatnak bizonyos korképek kialakuldsahoz (pl. kronikus gyulladdsok)
(Juhasz et al. Sci Rep., 2021).

Hatdanyagok és hordozd peptidek penetracids sajatsdgainak jellemzésére szoveti mili6t
modellezd szferoid rendszereket és Transwell alapu barrier modelleket fejlesztettiink
(Baranyai et al. ] Med Chem. 2021; Horvati et. al. Front Immunol. 2021).

Uj antimikobakterialis, tuberkuldzis baktérium ellenes hatéanyagokat konjugaltunk peptid
hordozdkkal. Megallapitottuk, hogy a gydgyszermolekula intracellularis M. tuberculosis
baktérium ellenes hatasa jelentésen fokozddott. E mikroba jelent8s szerepet jatszik a latens
fert6zések, a nehezen kezelhet6 gydgyszer rezisztens betegségek esetében (Horvéti et al.,
Front Immunol. 2021).

A célzott tumorterapiara alkalmas peptid-hatdéanyag konjugatumok biohasznosithatésaganak
megallapitasara vizsgaltuk e vegylletek in vitro és in vivo stabilitdsat, valamint a
konjugdtumbdl felszabadulé szabad hatdanyag, vagy annak aktiv metabolitja mértékét
tumorsejtekben. Ezért a konjugdtumok metabolizmus vizsgdlata is nagyon fontos a
szerkezet-hatds Osszefliggések felderitése érdekében. Elsésorban neurotenzin és bombezin
receptorra specifikus, illetve plektin fehérjét felismeré konjugdtumokat vizsgaltunk. E
vegylletekben a klinikumban alkalmazott tumorellenes daunomicint (Dau), kapcsoltunk
irdnyitod peptidekhez oxim-kotéssel. Az oxim-kotés stabil, ami el6nyds az intakt konjugdtum
tumorsejthez/ tumorsejtbe juttatdsaban, de a sejtbejutast kovetéen a lizoszomalis
degradacid soran is csak nagyon kis mértékben szabadul fel a Dau. A f6 aktiv metabolit a
Dau=Aoa-Aaa-OH (ahol az Aoa aminooxiacetil-csoport, mig az Aaa az els6 aminosav). Az Aaa
tipusa és a szekvencialis kérnyezete jelent6sen befolyasolja a metabolizmus sebességét, a
keletkezett metabolitok Osszetételét és ezaltal a konjugatumok tumorellenes hatasat. E
tényez6k hasonléan fontos paraméterek a konjugatumok receptor kotSdési/sejtbejutasi
affinitdsa mellett. E vizsgdlatok segitségével a legtobb esetben sikeriilt értelmezni olyan
hatasbeli kulonbségeket, amik a sejtfelvétel-kiilonbséggel nem magyarazhatdk. Az
eredmények révén jelentGsen el6re tudunk |épni az Uj konjugdtumok tervezésében.

Mas kisérletekben is folyamatos a szintézissel elGallitott vegyliletek enzimstabilitadsanak
vizsgalata patkany majbdl izoldlt lizoszoma prepardtum jelenlétében, plazmaban és/vagy
szérumban. A metabolitok szerkezetbizonyitasat és szemikvantitativ meghatarozasat HPLC
elvalasztas utdn LC-MS vagy LC-MS/MS maddszerrel végezzik. Mddszertani fejlesztésként pl.
HILIC-MS/MS detektalasi mddszert dolgoztunk ki glikanok szerkezetvizsgalatara, kvantitativ
meghatdrozasara antranilsavas szdrmazékképzést kovetéen. E moddszerrel részletesen
vizsgal-tuk egy tumoros megbetegedésben szenvedd csoport vérmintdit. Megallapitottuk,
hogy az alfa-savas glikoprotein (AGP) fukozildcidos mintazata jellegzetes valtozast mutat
rosszindulati melanoma esetén. A statisztikai elemzés rdmutatott arra, hogy a mintazat
valtozasa jobb biomarkerként hasznalhatd, mint a diagnosztikai célra egyébként elterjedten
haszndlt S100B fehérje (Virag, D. et al. Molecules, 2021).



c) Intelligens nanoméretl hordozék elGallitasa, hatdanyag-konjugatumok sejtmembranra
gyakorolt hatasanak vizsgdlata.

Rakellenes  hatdanyagok  peptid-konjugatumainak  membranaffinitasat  vizsgalva
megadllapitottuk, hogy a SynB3 sejt-penetralé peptid jelenléte hatdanyag-peptid
konjugatumokban nagymértékben néveli a daunomicin membranaffinitasat. A penetracids
mérésekben monorétegként a ,brain extract polar lipid” keveréket alkalmaztuk, ami a vér-
agy gat lipid 6sszetételét modellezi. A membranaffinitds mérés szerint igéretes konstrukciok
kivalo sejtes internalizaciot mutattak.

Egy masik vizsgalat sorozatban bebizonyosodott, hogy hatdanyag-peptid konjugdtumok,
melyek jelent6s membrdanaffinitast és sejt-felvételt mutatnak, nem roncsoljak a membrant,
integritasuk |ényegében megmarad. Erre a kovetkeztetésre immobilizalt sejteken végzett
AFM mérések segitségével jutottunk. A szildrd hordozdra rogzitett, kezelt és fixdlt sejtek
felszinén nagyfelbontdasi morfoldgiai méréseket végezve analizaltuk az érdességet, és
megallapitottuk, hogy a hatdanyag konjugatummal valé kdlcsénhatds szignifikans valtozast
nem okozott.

2. Folyamatban lévé kutatasok

a) Novényi illetve gomba eredetl metabolitok, metabolit-ujjlenyomat, ismeretlen vegylletek
azonositasa.

Folytatjuk novényi mintdkban () természetes metabolitok és ismert metabolitok Uj
forrasainak feltarasat. A gombdkra iranyuld kutatasok is folytatédnak (metabolit profilozas,
Uj vegylletek azonositdsa, vizsgalata) egyre er6s6d6é hangsullyal a gomba-baktérium
kdlcsonhatasok masodlagos anyagcseretermékek termelésére gyakorolt hatasanak és a fajon
belili variabilitds kérdésének vizsgdlatara. Ezen kutatasok soran izoldlt, szerkezetazonositott
természetes vegylleteket bioldgiai hatdsvizsgalatra készitlink el6.

b) Uj antimikrobakterialis és tumorellenes hatéanyag-peptid konjugdtumok el&allitasa és
jellemezése.

Folyik 4j, antimikobakteridlis hatasu N-szubsztitualt szalicilanilid vegylletek tervezése,
szintézise és e vegyliletek hatdsdnak, szelektivitasuknak meghatdrozasa MonoMac-6
sejteken. Az Uj hatdanyagokat peptidhordozékhoz kapcsoljuk és vizsgaljuk a szalicilanilid
hatdanyagok felszabaduldsat, azonositjuk a lizoszdma prepardatumokkal torténé inkubalas
soran felszabadulé degradacids termékeket.

Tovabbi Uj, antitumor hatdsu szalicilanilidszarmazékokat terveziink és allitunk el6, a
vegylleteket jellemezziik és vizsgdljuk a citosztatikus hatast glioblasztéma sejteken.
Természetes eredetli, szerkezetileg jellemzett novényi és gomba eredetli metabolitok
antibakteridlis hatdsanak in vitro tesztelése soran vizsgaljuk e vegylletek szelektivitasat,
kiilonb6z6 intracellularis baktérium gazdasejt modelleken.

Célunk rezisztens tumorsejtek (pl. tumor Gssejt) elpusztitasara (is) képes peptid-hatéanyag
konjugatumok tervezése, elGallitasa és jellemzése. Mind a szenzitiv, mind pedig a rezisztens
tumor tipuson el6forduld nukleolint specifikusan felismeré hatdanyag-konjugatumok
szintézisével és szerkezeti/funkcionalis jellemzésével foglalkozunk. Az iranyité molekula
optimalasaban jelentls szerep jut a stabilitasi és metabolizmus vizsgdlatoknak, amelyekhez a
palydzatban beszerzett HPLC-MS készlilék nyujt nagy segitséget. Tovabba a tumor Gssejteken
(illetve mas rezisztens sejteken) megjelen6 CD44v3 és CD44v6 receptorok célzasara alkalmas



peptideket/konjugatumaikat szintetizaljuk és vizsgaljuk a potencidlis gydgyszerjel6ltek
kivalasztdsa céljabal.

Tervezziik antibakteridlis hatasu szekvencialis oligopeptidek, zsirsav szarmazékainak
el6allitasat és jellemzését, valamint 0j, peptid alapu antibakterialis antigének szintézisét. Ez
utdbbiak alkalmasak lehetnek szintetikus, bioldgiai eredetli komponenseket nem tartalmazé
vakcindk el6allitdsara. Az immunogenitas fokozdsara ujfajta adjuvansokat és formulacids
eljdrasokat dolgozunk ki nanoméretld hordozdk és emulzidk felhasznaldsaval in vitro és in
vivo vizsgalatokhoz.

c) Intelligens nanoméretl hordozék el6allitasa, hatdanyag-konjugatumok sejtmembrdanra
gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

Folytatddik az uj tipusu, nanoméret(i hordozdk fejlesztése felliletaktiv anyag keverék alkal-
mazasaval, valamint a nanoprecipitacidval valé kombinaldas datjan. Ily mddon
peptidek/fehérjék szamara megfelelé hatdanyaghordozd képezhetd, amely lehet6vé teszi a
stabilizalt allapotban valé tarolast, illetve felhasznalast.

Megkezd6dott a nagyfelbontasu képalkotd technika orvosbioldgiai alkalmazasa a Premed
Pharma Kft. szervezésében, a debreceni Kenézy Gyula Kérhaz, valamint a miskolci Kdzponti
Kérhaz szemészeti osztdlyaival. A sziirkehdlyog m(téteknél hasznalt phacoemulsifikacios tik
Osszehasonlitd vizsgalata soran elvégezzilk a miitéti protokollnak megfelel6en kezelt, és
haszndlt tlk morfolégiai jellemzését mikroszkdpos és AFM mérések segitségével. A nagy-
szamu mintakészlet eredményei alapjan varhatdan kovetkeztetést tudunk levonni az egyszer
és tobbszor haszndlatos tlik igénybevételérdl és ajanlott alkalmazasardl.

3 . Tudomanyos eredmények kdzzététele

A projekt tudomanyos eredményeirél dedikalt egyetemi honlap (https://pak.elte.hu/vekop-
2-3-3-15-2017-00020) utjan folyamatosan tajékoztatjuk a szakmai kdzvéleményt. A VEKOP
keretében beszerzett miszeregylittes hasznalata révén elért Uj tudomanyos eredményeinket
7 nivés nemzetkdzi folydiratcikkben, angol nyelven kézoltiik. Erdemes megjegyezni, hogy a
zardjelentésben  jelzett, korabban bekildétt 3  cikk is  publikalasra  kerilt
(https://pak.elte.hu/content/publikaciok.t.17512). Hazai vagy on-line nemzetkozi
konferencidn harom, MTA munkabizottsagi (ilésen, tovabbi 8 el6adas keretében szamoltunk
be eredményeinkrdl 2020 oktéber és 2021 oktéber kozott
(https://pak.elte.hu/content/konferencia-megjelenesek.t.7294).

2021-ben 3 uj PhD értekezés kerlilt benyujtasra és egy dolgozat sikeres védésére is sor kerlilt
(https://pak.elte.hu/content/bsc-msc-diplomadolgozatok-es-phd-ertekezesek.t.7296). A
honlapon bemutattuk az elnyert kutatasi palydzatok listajat
(https://pak.elte.hu/content/tamogatott-projektek-elbiralas-alatt-allo-palyazatok.t.18808).
Az el6rehaladdst, a tudomanyos eredmények elfogadottsagat jelzi: a) az ELKH—ELTE
Peptidkémiai Kutatécsoport munkatarsai altal, a korabban elnyert két EU Horizon 2020,
Marie Sktodowska-Curie ITN programban valé eredményes részvétel (célzott tumorterapia
[(Mez6 G., Grant 861316 (2019-2023)], krénikus betegségekre hatd vakcindk fejlesztése
[(Horvati K., Grant 860325 (2019-2023)] magyar/kulfoldi didkok, PhD hallgaték; b) 2021-ben
elnyert két nemzetkozi (CELSA belga-magyar, NKFIH szlovén-magyar) palyazat, valamint c)
Horvati K. MTA Lendilet kutatdsi programja ,Peptidalapu vakcinak: Gj formuldcios
stratégiak” (2021-2026).
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4 . Oktatas, a nyilvanossag tajékoztatasa

A Bioldgiai Intézetben és a Kémiai Intézetben folyd kutatd- és oktatoképzés soran a BSc, az
MSc és a PhD programokban megjelent a korszer(i LC-MS/MS és a bioer6mérd késziilék
(AFM). Az ELTE bioldgus, vegyész, anyagkutatd, biotechnolégia MSc, a Semmelweis Egyetem
gyogyszerészképzés, az ELTE kémiai és bioldgiai doktori (PhD) képzéseiben résztvevik és
tudomanyos didkkor (TDK) irdnt érdekl6dd hallgatok megismerkedhettek az G vizsgalati
modszerek altal nyujtott lehetéségekkel. Példaul Osvai Gréta vegyész MSc hallgaté aktiv
kutatémunkaja és kivald tanulmanyi eredményei alapjan elnyerte az ELTE TTK Kar Kivald
Hallgatdja dijat. Kilenc MSc/PhD gyakorlati kurzust vezettiink be
(https://pak.elte.hu/content/oktatasi-tevekenyseg.t.17607). Ezek k6zil az elmult tanév két
félévében (2020/21) a kilenc kurzust 83 (koztik 16 nemzetkozi, angolul oktatott) hallgaté
vette fel (https://pak.elte.hu/content/oktatasi-tevekenyseg.t.17607, tablazat).

E mUszerek segitik a VEKOP programban részt vevs kutatdcsoportok mellett az ELTE Kémiai
Intézet szdmos kutatd/oktatd laboratériumat (pl. pontos molekulatomeg-meghatarozassal),
tovabba a kiilsé partnerekkel valé egylttm(ikodést, a mérési szolgdltatdsi és a fejlesztési
tevékenységet. Példaul egy magyar (Biofil Mikrobioldgiai, Géntechnoldgiai és Biokémiai Kft.)
KKV termékeihez és termékfejlesztéseihez kapcsolédd metabolit termel6 képesség
méréseket.

2022. marcius 24. Dr. Hudecz Ferenc
témavezetl egyetemi tandr
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