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Kutatocsoport:

A daganatbiologiai kutatasok oriasi fejléde-
sen mentek keresztll az elmult nehany évti-
zedben, ami jelentds elbrelépesekhez veze-
tett nemcsak a rak megel6zéseben és korai
felismereseében, hanem az elérehaladott sta-
diumo péaciensek gyogyitasaban is. Sok daga-
natos megbetegedes eseteben a kemotera-
pia az egyetlen lehetseges gyogymaod, és bar
az onkologiai gyogyszerek képesek elpuszti-
tani a rakos sejteket, a kdrnyezd szévetekben
is kart tesznek. Ezen a probléman sokat javit
egy Uj gyogyszertipus, az antitest-gyogyszer
konjugatumok alkalmazasa, amelyek segit-
segevel a rakos sejteket nagyon pontosan le-
het ,megcélozni” terapias hatdanyagokkal. Az
antitest-gyogyszer konjugatumok a pontos
.Celzas" kivitelezése erdekeben antitesteket
hasznalnak: ezek az immunrendszerben ta-
lalhatd makromolekulak, amelyek a szerve-
zetben megtalalhatd egészseges, vagy rakos
sejteket, tovabba peldaul bakteriumok es viru-
sok képesek felismerni. Az antitest-gyogyszer
konjugatumok hasznalata fontos merfoldkd

vgléra valt ,,magic-bul7$t":
antitest-konjugatumok
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egy olyan kezeles elérésehez, amely nem ron-
csolja az egyebkent egeszseges szdveteket.

Munkank soran elsd léepeskéent a késébbi
antitest-maodositashoz  hasznalhatd  rekon-
jugaloszert allitottuk el egy N-acilezesi re-
akcioban. Ehhez acetonitrilben feloldottuk az
aktiv észtert (DBPD-NHS), majd hozzaadtuk
az aminszarmazekot, amely egyben a ciklook-
tinil-egyseget (BCN) tartalmazta. Fél 6ra utan
HPLC-MS hasznalataval ellendriztlk a reakcio
vegbemenetelét. Ennek soran megallapitot-
tuk, hogy az acilezeési reakcio lejatszodott es a
Kiindulasi anyagok teljesen atalakultak az el6-
allitani kivant rekonjugalészer termékkeé (DB-
PD-BCN). Ezutan rotacids vakuumbeparlon
eltavolitottuk az oldoszert, és dimetilszulfoxid-
ban feloldva a nyersterméket preparativ fordi-
tott fazisu nagyhatekonysagu folyadekkroma-
tografiaval tisztitottuk. A megfeleld frakciokat
OsszegyUjtottuk és liofilizalas modszerrel hi-
degen szarazra paroltuk. Vegezetul a celter-
mek szerkezetet NMR-spektroszkopiai me-
résselis igazoltuk.
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A munkank kovetkezd célia a fluoreszcens
festekkel jeldlt antitest eléallitasa volt. Ennek

soran redukcios-rekonjugacios maodszerrel
eléallitottuk a szulfocianin-trastuzumab kon-
jugatumot (T-SuCy5). A redukcios lépés soran
negy diszulfid hidat redukaltunk, amelyek ere-
detileg az antitest kdnnyu- es nehezlancait hi-
vatottak Osszetartani. A TCEP redukald anyag
hatasara felnyilo intramolekularis diszulfidhidak
helyere a ciklooktinil csoportot hordozo rekon-
jugaloszert épitettink be. Az utobbifé szerepe,
hogy ezaltal az antitest bioortogonalis reakci-
Oban kapcsolhato terapias vagy diagnosztikai
kismolekulahoz, vagyis akar €lé biologiai rend-
szerekben, adalékanyagtol mentesen is jeldl-
hetdve valik.. A rekonjugalasi reakciot 4 °C-on,
egy egesz €jszakan at vegeztuk.
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A rekonjugacid  sikeresseget masnap
SDS-PAGE  gelelektroforézis  modszerrel
vizsgaltuk. Ennek soran megallapitottuk, hogy
a kezdeti, egyseges anyag a redukalas soran
ket részre valt majd Ujra egyesult. (L: létra re-
ferencia; T: teljes antitest; rT: redukalt anti-
test; TCO: ciklooktinil-csoporttal felszerelt,
rekonjugalt antitest). Miutan meggy6z&dtink
a folyamat sikerérdl elkezdtuk a modositott
antitestek jellemzeését. Ennek soran elészor
meghataroztuk az antitest-konjugatumra
jellemz6 DAR-szamot. Ezt a tébbfunkcios
spektrofotométer segitsegeével, abszorban-
cia alapjan vegeztuk el. A DAR- szam az an-
gol ,Drug Antibody Ratio” mozaikszoéra utal,
vagyis a ,gyogyszer-antitest aranyt” fejezi
ki, tehat az egy antitesthez kapcsolodo kis-
molekulak atlagos szamat adja meg. Az alta-
lunk eldallitott konjugatum eseteben DAR=4
aranyszamot hataroztunk meg.
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Vegul az eldallitott antitest-festek biokonju-
gatumok ,mukodeset” ellendriztuk konfokalis
mikroszkopia segitsegeével. A vizsgalt soran
megfigyelt NCI-N87 sejtek GFP-fehérjét es
Her2 receptort expresszalnak. Ezzel parhu-
zamosan a Her2 receptort nem expresz-
szald (Her2-) MCF-7 sejtvonalon végeztink
kontrollkiserleteket. A sejtmagokat minden
esetben DAPI-festéssel tettUk lathatova. A
mikroszkopia alapjan megallapitottuk, hogy az
NCI-N87 sikerult a membranjeldles az altalunk
eldallitott  antitest-konjugatummal  (vorods),
mig a Her2- MCF7-sejtvonalon nem tértent
specifikus jelolés. A DAPI-festéssel tortend
sejtmagjeldles es a sejtek altal expresszalt
GFP-fehérje mindkét esetben jol lathatova te-
szik a sejtek elhelyezkedeset. Megallapitottuk
tehat, hogy a Her2 receptort tulexpresszalo
sejtek eseteben szelektiven sikerult a sejtek
korvonalat megjeldlini a T-SuCy konjugatum
segitsegevel.
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A kutatotabor soran tehat vegrehajtottuk egy
monoklonalis antitest kemiai modositasat re-
dukcios-rekonjugacios modszerrel. Ennek so-
ran szintetizaltuk a konjugaciohoz szukseges
kismolekulat, majd az eldallitott antitest-kon-
jugatum tobbfele maddszerrel is jellemztuk.
Megallapitottuk a termek tisztasagat, a hozza
kapcsolodo fluoreszcens festékmolekulak sza-
mat és vegul konfokalis mikroszkop alatt azt is
megvizsgaltuk, hogy képes-e az altalunk el6-
allitott antitest-konjugatum kulénbseget tenni
az egeszseges es a rakos sejtek kozott. A ku-
tatotaborban vegzett munkank soran talalkoz-
tunk biologiai és gyogyszerkemiai laboratoriu-
mokban gyakran alkalmazott modszerekkel és
eszkdzokkel, megismerkedtunk tébb fontos
laboratoriumi készulék, példaul az ultracentrifu-
ga, a gelelektroforezis keszulek, a tobbfunkcios
spektrofotomeéter, az NMR-spektromeéter, vala-
mint preparativ es analitikai célu nagyhatékony-
sagufolyadekkromatografias készulek mikode-
sevel és hasznalataval.
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