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 A legnépesebb, legtömegesebb,  

legváltozatosabb makromolekulák. 
 

Minden sejt minden részében vannak. 

Elképesztő funkcionális változatosság 
 

Enzimek, hormonok, molekuláris 

szállítóeszközök, tápanyagraktárak, 

szerkezeti molekulák. Az orrszarvú  

tülkétől a hemoglobinon át a szentjános- 

bogár fénytermelő enziméig. 
 

Minden fehérje ugyanazon 20 aminosav 

lineáris polimerje! 

    Fehérje = protein  
(görög „protos”, „legelső”) 



A fehérjék egymással kölcsönhatásba lépve működnek (interaktóm)  

2012 óta alig kerül új kölcsönhatás azonosításra 



Fő célok:  
 
 

1. Fehérje-fehérje kölcsönhatások (FFK) azonosítása, illetve 
hitelesítése 
 

2. FFK-k működési alapjainak feltárása 
 
 

3. FFK-k szelektív megszüntetése új inhibitorok (FFK-k) 
kifejlesztése által (funkciókutatás és terápia) 

 
 

  







Gwt-Ala (kcal/mol)  

1,0  
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 - 0,4 
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Ala Lys 

A klasszikus alanin-szkennelés 

Aminosav oldalláncok fontosságának szisztematikus feltérképezése 



A klasszikus fehérjemérnöki verkli 
Célok: a) megérteni, b) újat teremteni 

Szerkezet-funkció 

vizsgálat 

Működési 

hipotézis 

Irányított  

mutagenezis 

 

n = ?  

rpm = ? 



http://mediaserver.dwpub.com/press-release/31118/Study+shows+humidity+reduces+flu.jpg Photo by Greg Sykes, ATCC 

Mi lenne, ha az immunrendszerünk antigén-felismerő molekulái a 
klasszikus fehérjemérnöki verkli iteratív elvén alakulnának ki? 
 
 
Ki bízná a fertőzések elleni védelmét a legokosabb fehérjemérnökökre? 



Az immunrendszer radikálisan eltérő megoldása:  

Amelyik klón elég erősen köt antigént, az elszaporodik. 

http://en.wikipedia.org/wiki/B_cell#mediaviewer/File:T-dependent_B_cell_activation.png 

A teljes, emberi ellenanyag repertoár ≈ 10-100 milliárd! 

Az utódsejtekben a leendő ellenanyag módosul, majd termelődik 

≈ 10 millió eltérő, leendő ellenanyagot hordozó naiv B sejt klón 

≈ 10-100 milliárd párhuzamos kísérlet! 



Az irányított fehérjeevolúció                                 
(ez esetben fág-bemutatás)  

alapja: 
fizikai kapcsolat a bemutatott fehérje  

és az azt kódoló gén között 

Fág 

burokfehérje gén rek. gén 

GENOTÍPUS 



  

kötődés 

lemosás 

≈1010 egyedi  
fág-fehérje klón 

génvariáns 

fehérjevariáns 

immobilizált célmolekula 

3) a szelektíven leválasztott funkcionális 
klónok elszaporítása baktériumban 

1) irányított 
variációképzés 

A fág-bemutatás sémája 

2) in vitro szelekció immobilizált 
célmolekula kötése alapján 

szelektív leválasztás 



Charles Darwin 

természetes evolúció (1859) 

George P. Smith 

irányított evolúció (1985) 

Variáció + Szelekció = Evolúció 



 Klasszikus fehérjemérnökség: 
a) megérteni, b) újat teremteni 

Irányított evolúció:  
a) újat teremteni, b) megérteni 

Egyszerre hány pozíciót randomizáljunk, és milyen mértékben? 

 10-100 milliárd párhuzamos kísérlet: 

rengeteg, de nem végtelen 

Randomizálási séma → elméleti könyvtárméret 

Cél: létrehozott könyvtárméret = elméleti könyvtárméret 

Összes pozíció maximális mértékű randomizálása? 



Egy 60 aminosavas fehérje teljes randomizálása: 2060 ~ 1080  variáns 

A világegyetemben lévő összes szub-atomi részecske becsült száma ~ 1080 



 Összes variáns létrehozása lehetetlen  

Oszd meg, és uralkodj! 

• Kevés (6-7) pozíció, maximális randomizálás 

 
• Peptid-könyvtárak 

• Fehérje hurok könyvtárak 

• Sok pozíció, kismértékű randomizálása 
• Nagy területek funkciójának bináris térképezése 

 



Az Ala-scan irányított evolúciós verziója: sörétes mutagenezis 

Bináris wt/Ala hormon-könyvtár, 35 pozíció egyidejű, kombinatorikus randomizálása, 

a kezdeti wt/Ala arány 1.0 



Egyedi klónok receptor-kötésének ELISA alapú igen/nem ellenőrzése 



Egyedi receptorkötő klónok DNS szekvenálása 

 



Bináris wt/Ala könyvtár 

Kezdeti wt/Ala arány 1.0 

Kötési szelekció → szelektált populációban a wt/Ala arányok eltolódnak  

··· wt-wt- wt -wt-wt- wt -wt ··· 

··· wt-wt-Ala-wt-wt- wt -wt ··· 

··· wt-wt-Ala-wt-wt- wt -wt ··· 

··· wt-wt- wt -wt-wt- wt -wt ··· 

··· wt-wt- wt -wt-wt-Ala-wt ··· 

··· wt-wt-Ala-wt-wt- wt -wt ··· 

··· wt-wt- wt -wt-wt- wt -wt ··· 

··· wt-wt-Ala-wt-wt- wt -wt ··· 

··· wt-wt-Ala-wt-wt- wt -wt ··· 

nwt / nAla= 1 nwt / nAla= 10 

··· wt-wt- wt -wt-wt- wt -wt ··· 

K a,wt 

K a,Ala  

 G(wt→Ala)= RT  ln 

Klasszikus Ala scan: 

≈ 
n wt 

n Ala 

K a,wt 

K a,Ala 

G (wt→Ala) ≈ RT ln   
n wt 

n Ala 

Sörétes Ala scan: 



 

• 35 wt/mut arány → funkciótérkép 

• wt/Ala vágás -szénatomig – apoláros 

 

 

 

 

• wt/Ser vágás -szénatomig – poláros 

 

 

 

• wt/Hom csere leghasonlóbbra 

Szerin 

Alanin 

Homológ                            G >1.0 kcal/mol 

   1.0 kcal/mol > G >   0.4 kcal/mol 

    0.4 kcal/mol > G > - 0.4 kcal/mol 

 - 0.4 kcal/mol > G   

Példák bináris pásztázó mutagenezisre 



Egyszerre keveset, de totálisan, és trükkösen: 

Teljes Kvantitatív Funkcionális Térképezés 

Az „epicentrum” A 6 könyvtár centruma Randomizált pozíciók távoltartása A 6 könyvtár egymásra vetített kompozit képe 

Kérdés: mekkora az egyes pozíciók evolúciós lehetősége?  

Az egyes pozíciók milyen csoportot preferálnának? 



A teljes receptorkötő felszín  
 

aminosav-preferenciája feltárva 
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F25 

K41 

E65 

T175S 

Q29 
H21G 

L45F T60 

T67V 

D26 H18 

Y42 

S62 N63 

K172R 

Q46 

R178 

Q22 
M14 

K168 

E174 

R64 

I179V 
D171S 

Y28 

N47 

P61 

R167N 

S43 

R183 

E66 

F176 Y164 

P48 

A hGH evolúciós potenciál-térképe 

Színkód: kék-zöld-sárga-piros csökkenő randomitás 

Textúra: „érdes” = nem vadtípus dominál 



Következtetések 

• A teljes 35 aminosavas hGH epitóp totálisan 
feltérképezhető 1-2 hónap alatt. 

• Minden pozíció evolválhatósága kiderül. 

• Az egyedi pozíciók aminosav preferenciái 
kvantitatív affinitásjóslást tesznek lehetővé. 

• Nem-szomszédos pozíciók pont-mutációinak 
kombinálásával tervezett affinitású variánsok 
hozhatók létre. 



szénhidrát 

MASP-2 MASP-2 

MBL 

C4 C2 

patogén 

Lektin út 

MASP-1 

A komplement rendszer  
lektin út-aktivációjának  

korrigált modellje irányított 
evolúcióval kifejlesztett 

gátlószerekkel 
 

??? 

??? 



A komplement rendszer élettani és patológiás jelentősége 

Neurodegeneráció: 

Alzheimer kór 

Időskori látás károsodás 

Iszkémia Reperfúziós 

sérülés: 

Stroke 

Szívinfarktus 

Átültetett szerv kilökődése 

Rheumatoid arthritis 

Felesleges szinapszisok 

eliminációja az 

egyedfejlődés során 

Baktériumok és gombák 

elpusztítása 

Apoptotikus és rákos 

sejtek eltávolítása 

+ - 



Anafilatoxinok 
gyulladás, fagociták toborzása 

C3a, C4a, C5a 

A komplement rendszer sémája 

Alternatív útvonal 
spontán aktiválódás 

C3→C3b 
D faktor 

Bf    →   Bb 

C3b/Bb 

C3 konvertáz 

C3 →C3a + C3b 

Opszonizáció 
sejtek bekebelezése 

C3b 

Sejtlízis 
membránkárosító komplex 

C5b, C6, C7, C8, C9 

C5→C5b 

C5 konvertáz 
(C3 konvertáz + C3b) 

 

Klasszikus útvonal 
kötődés antitesthez 

C1q 

C1r2 

C1s2 

C2/C4→C2a/C4b 

Lektin útvonal 
kötődés mannózhoz 

MBL 

MASP-1 

MASP-2 

C2/C4→C2a/C4b 

MASP-2 

és / vagy 

MASP-1 

3 eltérő vészjelre 3 eltérő útvonal válaszol útvonal-specifikus proteázok aktiválódásával 



A 3 útvonal eltérő betegségekben játszik szerepet 

Klasszikus Lektin Alternatív 

Útvonal szelektív inhibitorok kellenek: 
  

amelyek leállítják a betegséggel kapcsolatos útvonalat,  

 

megengedve, hogy a másik 2 útvonal ellássa normál szerepét 

Alzheimer kór Ischemia reperfúziós sérülés 

Szívinfarktus, Szélütés 
Makula degeneráció 



                  MASP-2 

                         autoaktiváció 

C2 + C4 hasítás 

            MASP-1 

              autoaktiváció 

C2-t hasít C4-et nem! 

MBL/fikolin-kötés Szubsztrát-felismerés Hasítás 

A MASP enzimek alapvető felépítése és főbb aktivitásaik 

Autonóm lektin-útvonal aktivátor? 
 Segédszerep?  

C2a/C4b C3-convertázt képez! 

MASP-2 

and/or 

MASP-1 

In vitro vizsgálatok alapján 

Mannose binding lectin Associated Serine Protease 



Kutatási stratégia 

• MASP-2-specifikus inhibitor evolválás a lektin 
út szelektív gátlására 

 

 

  

• MASP-1-szelektív inhibitor evolválás a MASP-1 
szerepének tisztázására 

 

 



P1 
Leu30 

P2 
Thr29 

P4’ 
Pro34 P2’ 

Ala32 P1’ 
Lys31 

P4 
Ala27 

Inhibitor M13 p8 

6 pozíció egyidejű, teljes randomizálása 

Tripszin inhibitor 



…SAXCXXXXCXQG… 

Tripszin-inhibitor alapú könyvtár 2x109 variáns 

•Fágbemutatás – szelekció MASP-1 & MASP-2 enzimeken 

•40-50 egyedi klón szekvenálása – szekvencia logó 

X = mind a 20 aminosav 



 

• Enzim-specifikus preferenciák 5 pozícióban 

 

• Konszenzusok előállítása rekombináns fehérjeként: SGMI-1; SGMI-2 

 

 

 

 



Az SGMI-1 és SGMI-2 hatása a 3 komplement útvonalra 

A MASP-1 gátló SGMI-1hatékonyabb, mint a MASP-2-t gátló SGMI-2: 

A MASP-1 központi szerepet játszik az útvonal aktiválódásban! 
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MBL, ficolin 

MASP-2 

C4b 

C2a 

C3 konvertáz 

C4 

MASP-1 

Korábbi modell 
MBL, ficolin 

MASP-2 

C4b 

C2a 

C3 konvertáz 

C4 

MASP-1 

Új modell 



Következtetések 

• Monospecifikus MASP inhibitorok evolválásával lektin út 
szelektív komplement gátlószerek hozhatók létre. 

• A MASP-1 is kulcs enzim, mivel a MASP-2 egyedüli 
fiziológiás aktivátora. Ez egy új aktiválódási modellt jelent. 

• A lektin út fiziológiás és patológiás szerepei immár 
szelektíven tesztelhetők. 

• Az inhibitoroknak potenciális terápiás alkalmazása lehet 
szélütés és szívinfarktus okozta szövetkárosodás 
megakadályozása révén. 



Az irányított fehérjeevolúció  
fő terápiás felhasználása:  

ellenanyag-fejlesztés fágon 

http://www.labome.com/method/Antibody-Structure-and-Fragments.html alapján 

Fab régió 

Fv régió 
Fab fragmentum 

Fv fragmentum 
egyláncú  
Fv fragmentum 

Fc régió 

egy tipikus IgG  



http://en.wikipedia.org/wiki/Monoclonal_antibody#mediaviewer/File:Monoclonals.png 

A klasszikus hibridóma módszer állatok immunizálásán,  
és a B-sejt klónok halhatatlanná tételén alapul 

~ 40-éves eljárás  
(1975, Georges Köhler, César Milstein, Niels Kaj Jerne, 
Nobel-díj 1984) 

 

a legtöbb monoklonális ellenanyagot 
ma is így állítják elő 
 
fő előnye: az ellenanyag 
megmérettetik az azt termelő fajban 
 
fő hátrányok:  
 
1. a humán terápiás célú ellenanyagot 
„humanizálni” kell 
- előrelépés: „humanizált” egér 
 
2. az élőlény „fekete doboz” 
 
3. viszonylag lassú (3-5 hónap)  



A terápiás ellenanyagok alapvető formái 

Kisebbségben (10%) 

Kiszorulóban (20%) 

A leggyakoribb forma 

(A fele már most is fágon 
továbbfejlesztett! 

A közeljövő domináns 
ellenanyag-típusa (30%) 

Fág-alapú (25%), illetve 
humanizált egér (75%)  



Muromonab-CD3 Orthoclone OKT3 1986 murine T cell CD3 Receptor Transplant rejection

Abciximab ReoPro 1994 chimeric inhibition of glycoprotein IIb/IIIa Cardiovascular disease

Daclizumab Zenapax 1997 humanized IL-2Rα receptor (CD25) Transplant rejection

Rituximab Rituxan, Mabthera 1997 chimeric CD20 Non-Hodgkin lymphoma

Basiliximab Simulect 1998 chimeric IL-2Rα receptor (CD25) Transplant rejection

Infliximab Remicade 1998 chimeric inhibition of TNF-α signaling Several autoimmune disorders

Palivizumab Synagis 1998 humanized an epitope of the RSV F protein Respiratory Syncytial Virus

Trastuzumab Herceptin 1998 humanized ErbB2 Breast cancer

Gemtuzumab Mylotarg 2000 humanized CD33 Acute myelogenous leukemia (with calicheamicin)

Alemtuzumab Campath 2001 humanized CD52 Chronic lymphocytic leukemia

Efalizumab Raptiva 2002 humanized CD11a Psoriasis

Adalimumab Humira 2002 human inhibition of TNF-α signaling Several auto-immune disorders

Ibritumomab tiuxetan Zevalin 2002 murine CD20 Non-Hodgkin lymphoma (with yttrium-90 or indium-111)

Tositumomab Bexxar 2003 murine CD20 Non-Hodgkin lymphoma

Cetuximab Erbitux 2004 chimeric epidermal growth factor receptor Colorectal cancer, Head and neck cancer

Bevacizumab Avastin 2004 humanized Vascular endothelial growth factor (VEGF) Colorectal cancer, Age related macular degeneration (off-label)

Omalizumab Xolair 2004 humanized immunoglobulin E (IgE) mainly allergy-related asthma

Natalizumab Tysabri 2006 humanized alpha-4 (α4) integrin, Multiple sclerosis and Crohn's disease

Ranibizumab Lucentis 2006 humanized Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) Macular degeneration

Panitumumab Vectibix 2006 human epidermal growth factor receptor Colorectal cancer

Eculizumab Soliris 2007 humanized Complement system protein C5 Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria

Certolizumab pegol Cimzia 2008 humanized inhibition of TNF-α signaling Crohn's disease

Canakinumab Ilaris 2009 human IL-1β Cryopyrin-associated periodic syndromes (CAPS)

Ofatumumab Arzerra 2009 human CD20 Chronic lymphocytic leukemia

Golimumab Simponi 2009 human TNF-alpha inihibitor Rheumatoid arthritis, Psoriatic arthritis, and Ankylosing spondylitis

Denosumab Prolia , Xgeva 2010 human RANK Ligand inhibitor Postmenopausal osteoporosis , Solid tumor`s bony metasteses

Tocilizumab ( or Atlizumab ) Actemra and RoActemra 2010 humanized Anti- IL-6R Rheumatoid arthritis

Belimumab Benlysta 2011 human inihibition of B- cell activating factor SLE[disambiguation needed ]

Brentuximab vedotin Adcetris 2011 chimeric CD30 Anaplastic large cell lymphoma (ALCL) and Hodgkin lymphoma

Ipilimumab ( MDX-101 ) Yervoy 2011 human blocks CTLA-4 Melanoma

Paertuzumab Perjeta 2013 humanized ErbB2 Breast cancer

Vedolizumab Entyvio 2014 humanized alpha4beta7 integrin Ulcerative colitis, Crohn disease

FDA által engedélyezett terápiás monoklonális ellenanyagok (2014 július) 



– Gyors, és bármilyen faj (pl. humán!) monoklonális 
ellenanyaga előállítható hibridóma technika nélkül 

– Az antigén-felismerő régió variabilitása nem korlátozódik a 
természetben meglévő repertoárra 

– Az antigén bármi lehet (toxinok, in vivo toleranciát kiváltó 
vagy pl. metabolizálódó antigének stb.) 

– In vitro szelekció, nagyfokú szabadság a körülmények 
alakításában (pl. nem-fiziológiai körülmények) 

– Könnyű manipuláció, utólagos affinitás növelés, 
szelektivitás optimalizálás 

– Hibridóma klónok is átmenthetőek fág konstrukcióra, ha 
kell, ott is humanizálhatók, ill. affinitásuk utólag növelhető 

A fág-ellenanyag fragmentum könyvtárak előnyei  
a hibridóma technológiával szemben 



Összefoglalás 

• Az irányított fehérjeevolúció egy különlegesen 
hatékony alapkutatási megközelítés, amely új 
távlatokat nyit a terápiás alkalmazások terén is 

 

 

• A specifikus felismerő-fehérjék nagy volumenű 
evolúciója elérhető közelségbe hozta, hogy minden 
emberi fehérje ellen legyen szelektív kötőfehérje 



Köszönöm a figyelmet! 


