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1. Bevezeto

Az ¢l0 szervezetekben a membran-asszocidlt fehérjék fontos szerepet toltenek be az
¢letfunkciok fenntartasaban. A membranfehérjék kozott talalhatok tobbek kozott receptorok,
transzport fehérjék, enzimek, illetve sejtadhézios molekulak. A membranfehérjék kiilonbozo
modokon kapcsolodhatnak a sejtmembranhoz; ez alapjan integralt, periférias és lipid-
horgonyzott fehérjék csoportjat kiilonboztethetjiik meg. Utdbbi esetben a fehérje egy
zsirsavlancon keresztiil kotédik a sejtmembranhoz a Cys S-prenilacidja vagy S-
palmitoilizacioja altal, valamint az N-terminalis Gly N-mirisztoilacigjaval, vagy a C-
terminalis amidacidja altal a glikozilfoszfatidilinozitol (GPI) horgonymolekulan keresztiil
(1.abra). Ezek a fehérjék a sejtmembran kiils6 részéhez kotédnek a C-terminalisuk GPI
amidaciojaval. A GPI horgony molekula egy glikozilalt foszfatidilinozitol sztearil lanccal,
amelyben a glikan vaz tartalmaz egy glilkozamint és harom mannézt, valamint egy terminalis
etanolamin foszfatot. A GPI-horgonyzott fehérjék (GPI-APs) képesek ideiglenesen kotddni a
szfingolipidben és koleszterinben gazdag membran részekhez, a lipid raftokhoz. A normal
fiziologias funkciokon kiviil a GPI-APs szerepet jatszanak kiilonbozd betegségekben, mint
példaul a paroxysmal nocturnal hemoglobinuria-ban, karcinogenezisben, alomkorban, a
prion protein (PrP%) féleg a-hélixeket tartalmaz, funkcioja eddig még nem ismert, azonban
konformécios valtozasaval egy fOleg B-reddzott formét tartalmaz6é modosulata (PrP*%) jon
létre, ami felelds a fertdz0 szivacsos agysorvadasért. Szamos tanulmany bizonyitja, hogy a
GPIl molekuldnak fontos szerepe van a patologias prion konformer kialakulasdban. A
természetes GPI horgonymolekula komplexitasa miatt a kémiai szintézise nehézkes, a
bioszintézise még nem megoldott és a szamos oligoszacharid vazaban kiilonb6z6 szarmazéka
miatt egy fajta tiszta GPI kinyerése szintén nem lehetséges. Mindezek miatt horgonyzasi
funkcidikban azonos, de szerkezetileg egyszeriibb molekulakat dolgoztak ki, amelyekkel a
PrP® —t a lipid raftokba lehet juttatni.
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1. abra. Egy sejtmembranszelet dbrazolasa



2. Célkitiazések

1. GPI horgony molekulat utdnzoé fluoreszcens koleszterinszarmazékok szintézise.

2. A fehérje vizoldhatd koleszterin-horgonymolekuldhoz torténd konjugaldsanak
optimalizalasa.

3. A fluorszcens horgony molekula és a protein konjugatumanak sejtmembranba juttatasa.

4. A sejtmembranba jutott horgonymolekulak mennyiségének meghatarozasa egy triciummal
jelzett horgonymolekula segitségével.

5. A teljes hosszusaghi prion protein horgonyzasa a sejtmembranhoz fluoreszcens
horgonyolekulan keresztiil.

6. Fehérjék sejtmembranba torténd horgonyzasa koleszterin horgonymolekulan keresztiil
sejtfelszini klikk reakcidval.

3. Alkalmazott anyagok, médszerek

Vizsgalataink sordn analitikai tisztasdgu vagy a kereskedelmi forgalomban elérhetd legjobb
minéségli reagenseket ¢és oldoszereket alkalmaztunk. Az analitikai vékonyréteg
kromatografias vizsgalatokat (TLC) 5x10 cm-es szilikagél 60 Fiss-gyel boritott iiveg
lemezekkel  végeztik, a foltok el6hivaisa UV  fénnyel, ninhidrinnel vagy
foszformolibdénsavval tortént. A flash kromatografias tisztitasok szilikagél 60-nal (Sigma-
Aldrich Ltd., Budapest, Magyarorszag) lettek végrehajtva. Az analitikai HPLC-s
elvalasztasokat és a szemipreparativ HPLC-s tisztitasokat Meck-Hitachi LaChrom rendszerrel
végeztiikk. Az optikai forgatasokat Optical Activity AA-5 automata polariméterrel 589.4 nm-
en vizsgaltuk.

A szintetizalt anyagok szerkezetmeghatdrozasa 1D (*H, 13C) ¢s 2D (HSQC, HMBC) NMR
spektrumok felvételével tortént, melyeket Bruker Spectra DRX 500 MHz spektrométerrel
rogzitettiink. A koleszterin proton és szén NMR hozzarendeléseit irodalom alapjan végeztiik.
A szintetizalt anyagok molekulatomegeit ESI-MS analizissel hataroztuk meg Finnigan TSQ
7000 vagy Bruker reflex 111 MALDI-TOF tomegspektrométeren. A FT-IR spektrumokat Bio-
Rad Digilab Division FTS-65A/896 FT-IR spektrométerrel rogzitettiik 4000—400 cm™ kozotti
intervallumban, 4 cm™ optikai felbontassal gyémant ATR probéaval vagy KBr pasztillaban.

A gerjesztési és emisszios spektrumokat Agilent Cary Eclipse fluoreszcens
spektrométeren vettiik fel. Az ECD spektrumok elkészitéséhez Jasco (Tokyo, Japan) J815
spektropolarimétert alkalmaztunk Peltier hémérséklet szabalyozoval, 25°C-on 100 nm/s szken

sebességgel és 1 mm-es fényuttavolsaggal kvarz kiivettaval.



Az in vitro bioldgiai vizsgalatokat, SH-SY5Y (ATCC: CRL-2266) human neuroblasztoma
sejteken végeztiik, amelyeket 37°C —on 5% CO,.dal disitott atmoszféraban tartottunk fenn.
A fluoreszcens horgonnyal és a horgony-fehérje konjugatumaval kezelt sejteket Olympus
IX81 konfokalis mikroszkoppal és FluoView 500 szoftverrel vizsgaltuk. A fluoreszcens
membran festések vizsgalatahoz lyukanként 20000 sejtet tettiink 8 Iyuku lemezre (Lab-Tek Il
Chambered coverglass), majd 48 h inkubaciot kdvetéen, a sejteket 30 percig kezeltiik a
horgonnyal vagy horgony-fehérje konjugatummal. A kezelés és az inkubacio utan a sejteket
mostuk szérummentes médiummal, majd a sejtmagokat festettiik DRAQ5-val 5 perces kezelés

alatt.

4. Az eredmények odsszefoglalasa

4.1. Fluoreszcens koleszterin molekulak tervezése, szintézise és optimalasa

A munka f6 célja egyszerli szerkezetii GPI horgony utanzé molekulak szintézise, valamint
egy 0j technika kidolgozasa a horgony-fehérje konjugatum kialakitasahoz, tovabba a
félszintetikus horgony-fehérje konjugatum éI6 sejtmembranba jutattasa volt. Az elkészitett
lipidalt fehérje hasznos lehet a membran-horgonyzott fehérjék tanulmanyozasahoz.

A cél elérése érdekében fluoreszcens koleszterin szarmazékokat terveztiink és
szintetizaltunk. A koleszterin alkalmazasa mint a GPl molekula hidroféb membran horgonya
azzal az eredménnyel jar, hogy a fehérjekonjugatumot a koleszterinben gazdag lipid raftokba
iranyitja, ahol a GPI-APs-ok felhalmozddnak. A molekulat konvergens szintézissel
készitettiik; az egyik fo6 elem a molekula fejcsoportjdban az ortogonalis, trifunkcids linker
propargil glicin (Pra) aminosav szarmazék, a masik a horgony amfifil koleszterin szarmazéka,
ami egy koleszterin hemiszukcinat és amino-oligo(ethylene glikol) azid 6sszekapcsolasaval
lett elkészitve. A poliéter hosszat tigy valasztottuk meg, hogy a horgony molekula hasonld
legyen a GPI glikdn vazédhoz, mert ez a hidrofil szakasz felelds azért, hogy a horgonyzott
fehérjét az extracellularis térben megfeleld tavolsagra tartsa a membrantol (2. abra). A
szintézis soran egy fluoreszcens molekulat kapcsoltunk a Pra aminocsoportjahoz és egy
Michael akceptort a karboxilcsoportjahoz. A Michael akceptorhoz a C-terminalis végén Cys-
nel bovitett fehérje tud kapcsolodni, a sejtmembranhoz horgonyzott koleszterines lipoprotein
kozvetlen fluoreszcens mikroszkopos tanulmanyozasat pedig a fluoreszcens rész teszi
lehetévé. Végiil a horgonyok a Pra alkin és a koleszterin azid kozti azid-alkin cikloaddicios

reakcion keresztiil késziltek el.
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2. abra. A GPI horgony 6sszehasonlitasa a tervezett félszintetikus analoggal.

A Koleszterin horgony fiziokémias tulajdonsagainak optimalizacidjahoz héarom
kiilonb6zé polaritast és spektralis tulajdonsagi fluoreszcens molekulat probaltunk Ki
(BODIPY, fluoreszcein és Cy5) (3. abra). A horgonyok sejtmembran festésre valo
alkalmazhatosagat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk SH-SY5Y sejteken. A koleszterines
horgonyok oldhatosaga vizes pufferben donté fontossagi volt mind a hatékony fehérje
konjugaciokhoz, mind a fehérje-horgony konjugdtum sejtmembranba juttatasdhoz. Az
eredmények azt mutattak, hogy a fluoroférok hidrofil karaktere felelds a horgonyok
vizoldhatosagaért, mig a polaris oligoéter tavtartd méretének novelése csak csekély polaritas
novekedést okoz. A BODIPY-jelzett horgonynak volt a legkisebb az oldhatdsaga polaris
kozegben, azonban homogén membranfestés volt elérheté a hidrofob koleszterin lipid polaris
B-ciklodextrines zarvanykomplexének kialakitasa utdn. A fluoreszceinnel jelzett
horgonymolekula diizopropilammoénium fenolat s6 képzése utan teljesen vizoldhato lett és igy
homogén sejtmembran festés volt detektalhatd B-ciklodextrin alkalmazasa nélkiil. Azonban a
fluoreszcein pH fliggd fluoreszcenciaja és az alacsony fotostabilitas miatt kiprobaltuk a nagy
polaritast, fotostabilitasu és fényességli szulfonalt CyS fluorszcens festéket is. A Cy5-
horgonnyal homogén membranfestés volt detektalhatd szazszor alacsonyabb koncentracioban,
mint a fluoreszceines szdrmazék esetén. A fehérje konjugéacio szempontjabol két kiillonbozo
Michael akceptort, a vinilszulfont és a maleimidet alkalmaztuk. A reaktivitasuk és
szelektivitasuk kiilonb6z6, ami azért hasznos, mert a kiilonbozé fehérjék horgonyhoz
konjugélasdhoz kiilonbozden pufferalt koriilmények kellenek. A Michael addicio egy Cys-t
tartalmazé modell peptiden keresztiil lett optimalva, melybdl az latszott, hogy a maleimid

sokkal reaktivabb pH 7.5 alatt, viszont a vinilszulfon sokkal szelektivebb Cys-re pH 7.5 felett.
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3. abra. Asszociaci6 SH-SYS5Y sejt membrannal A) BODIPY-jelzett horgony B-ciklodextrines
zarvanykomplexével, 1 uM-os koncentracioban B) Fluoreszcein-jelzett horgony esetében 1 uM-al C) Cy5-

jelzett horgony esetében 10 nM —al.

Miel6tt fehérjéhez kapcsoltuk volna a horgonyt, fontos volt a koleszterin észter
hidrolitikus stabilitdsdnak vizsgalata. A koleszterin €szter stabilnak bizonyult a hidrolizissel
szemben fiziologias pH-n. Tovabba a membranfluorszcencia allandé maradt a hosszabb ideig
tart6 kezelés esetén is, amibdl az latszott, hogy az enzimatikus hidrolizissel szemben is stabil

a molekula.

4.2 A koleszteril-mCherry eléallitasa és sejtmembranhoz iranyitasa

A fehérje Michael addicidval végbemend konjugaciojat a fluoreszcens horgonymolekulahoz a
C-terminalisan Cys-nel bdvitett rekombinans mCherry fluoreszcens fehérjén keresztiil
vizsgaltuk. Az mCherry egy piros fluoreszcens fehérje, aminek a zo6ld fluoreszcens
horgonyhoz torténd konjugacioja kettds fluoreszcens lipoproteint eredményez. Az mCherry
egy ¢érzékeny szerkezetli fehérje, ami ha megsériil, elvesziti fluoreszcencigjat. Ha a
konjugatum a sejtmembranba juttathato ugy, hogy a piros és a zold fluoreszcencia egytittesen
detektalhatd, akkor a fehérjét a természetes szerkezetének megérzése mellett sikeresen
horgonyoztuk a zold fluoreszcens horgonymolekulan keresztil a sejtmembranhoz. Az
mCherry horgonyhoz kapcsolasaval egy vegyes micellas konjugatum jott 1étre, mert az amfifil
koleszterines horgony micellas formaban oldodik vizes kozegben. A tiszta horgony-fehérje
konjugatumot egy kétlépéses mértekizardsos kromatografia alkalmazédsaval lehetett
elkésziteni B-ciklodextrin alkalmazasaval, ami szétbontja a vegyes micellas asszociatumokat.

Az igy elkészitett -ciklodextrines mCherry-horgony zarvanykomplexben a koleszterin lipid



4. abra. (A) A tiszta, lipid felesleg nélkiili mCherry-horgony konjugatumanak elballitasa. A sematikus abran a
zold fejcsoprtok a fluoreszcens horgony molekulat reprezentaljak, a B-ciklodextrint a kék pohar szimbolizalja,
SEP.1. és SEP.2. a méretkizarasos kromatografia 1épései. B) SH-SY5Y sejtek konfokalis 1ézer scanning és
differencial interferencia kontraszt (DIC; jobb alsé kép) képe 30 perces kezelést kovetden, 37°C-on, 1 pM —0S
koncentracioban az mCherry-horgony g-ciklodextrinnel alkotott zarvanykomplexével. A képeken a fluoreszcein
z6ld, az mCherry piros, a sejtmagok pedig kék szinben lathatoak. Az egymasra vetitett (bal alsd) képen a sargas

szin reprezentalja az mCherry és a fluoreszcein jelének kolokalizaciojat.

rész oldatban marad a sejttenyészté médiumban és a fehérjét nem denaturalja. A fehérje-
horgony  konjugatum tisztasagat SDS-gélelektroforézissel  bizonyitottuk, a CD
spektroszkopias mérések pedig a fehérje természetes szerkezetének jelenlétét igazoltdk. A
konfokalis mikroszkopos vizsgalatok, elsdsorban a zold és piros fluoroforok kolokalizacioja
igazolta, hogy a piros fluoreszcens mCherry fehérje a zold fluoreszcens horgonymolekulan

keresztiil a sejtmembranhoz horgonyzddott (4. abra).

4.3 A teljes hosszusagu PrP konjugalasa a fluoreszcens horgonyhoz

Az egyik leginkabb vizsgalt GPI horgonyzott fehérje a prion protein (PrP), melyet a
fluoreszcens horgonyhoz kapcsoltunk, valamint vizsgaltuk, hogy ez a horgonymolekula
alkalmas-e a PrP-horgony konjugatumanak sejtmembranba juttatasara. Ez a modell rendszer
azért fontos, hogy a PrP eddig még nem ismert funkcioit, kiilondsen a prionbetegséget okozd
membran horgonyzott PrP konformacios valtozasat vizsgalni lehessen, valamint fontos lenne
megtudni, hogy mi a GPI horgony szerepe ebben a betegségben. Ezért a rekombinans teljes
hosszlisagu egér PrP-t konjugaltuk a fluoreszcens horgonymolekuldhoz, majd kovetkezett a
konjugatum tisztitasa és sejtmembranba juttatasa (5. abra). A PrP-fluoreszcens horgony
konjugatumanak tisztasagat az SDS-gélelektroforézis, a fehérje szerkezetét pedig a CD

spketroszkopias mérések igazoljak.
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5. abra. A) A tiszta mPrP-horgony konjugatum elkészitése. B)-C): Konfokalis lézer scanning mikroszkopos
képek SH-SYS5Y sejtekrél B) tiszta S231C mPrP(23-231)-fluoreszceines horgony konjugatummal torténé 30
perces kezelést kovetéen (3 uM-os koncentracidban), C) S231C mPrP(23-231)-Cy5 horgony konjugatummal

torténd kezelést kovetden (10 nM-os koncentracidban).

4.4 A sejtmembranba horgonyzott molekuliak mennyiségi meghatarozasa

A sejtmembranba horgonyzott molekuldk mennyiségi meghatarozasa céljabol egy triciummal
jelzett horgony analdgot készitettiink el. Hasonldan a fluoreszcens horgonymolekuldkhoz a
radioaktiv jelzés is a horgony fejcsoportjan helyezkedik el. A szintézis utan lemértiik a tricialt
horgony specialis aktivitasat, ami 1.37 TBq/mmol-nak adoédott. Amikor az SH-SY5Y sejteket
[*H]koleszterin horgonnyal kezeltiik, egy koncentracié- és idéfiiggé membranba épiilés volt

megfigyelhetd (6. abra).
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6. abra. A) A tricialt horgonyt sejttenyészté médiumban oldottuk fel, majd a sejtekhez adtuk. A kezelés utan a
sejteket lemostuk friss médiummal és a sejtmembranba horgonyzott molekuldk a kettGsrétegben maradtak.
Ezutin a sugarzas detektalhatd volt a membranba horgonyzott molekulaktol. (B) A [*H]koleszterines horgony
SH-SY5Y sejtmembrénba jutasa. A sejteket inkubaltuk a [*H] aminopiperidinnel (sziirke oszlopok) kiilonb6zé
koncentracioban és a [*H]koleszterines horgonnyal (fekete oszlopok) 10 pM B-ciklodextrin jelenlétében. Ezutan
folyadék scintillacios méréseket hajtottunk végre a mosott és tripszinezett sejtekkel. A szdérasok harom
parhuzamos mérés SEM értékét reprezentaljak. A kezelés 100 nM-os koncentracidban 30 perces inkubacidval

tortént és azt tapasztaltuk, hogy 2x10° [*H]koleszterin horgony molekula jutott a SH-SY5Y sejtek membranjaba.



4.5 Fehérje horgonyzasa a membrankettosréteghez sejtfelszini klikk reakcioval

Hogy elkeriiljiik a koleszterines lipoproteinek vegyes micellds asszociatumainak tisztitasat €s
hogy minimalizaljuk a fehérje kicsapodasanak kockazatat, egy alternativ konvergens
szintézisutat dolgoztunk ki. Ebben a modszerben eldszor a fluoreszcens Pra linkert
konjugaltuk a fehérje C-terminalisdhoz, majd ezt kovette egy rézkatalizalt acid-alkin
cikloaddicios reakcio (CuAAC) a sejtfelszinén talalhatd, mar eldre a membranba jutatott
koleszterin aziddal. Ebben az esetben a fluoreszcens lipoprotein in situ képzodik a
sejtfelszinen. Hasonloan a [-ciklodextrines lipoprotein membranba juttatasahoz, el nem
reagalt fluoreszcens lipid nem lesz a plazmamembranban és a fluoreszcens jel minden
kétséget kizardan csak a sejtfelszinen eldallitott horgonyzott lipofehérjétél szarmazik. Ezzel a
technikaval sikeresen horgonyoztuk a membranhoz az mCherry piros fluoreszcens fehérjét (7.
abra). A His és aminoguanidin mint reakcidsebesség gyorsité agensek hasznalataval az €16
sejteket megvédtik a CuAAC reakcio citotoxikus hatasaitol és ezen a koriilményen az

mChery protein latszolag nem denaturalodott.

() a o % CuSO,, Na-Asc
%% a koleszterin azid % Ny His, aminogunaidin

B-ciklodextrin komplexe Nf PBS, pH 7.4;

7. abra. A CuAAC reakcié sematkus abrazolasa. Az azidokoleszterin SH-SY5Y sejtmembranba juttatasa (a) 30
uM Kkoleszterin azid-p-ciklodextrines zarvanykomplexében, szérummentes médiumban RT, 30 perc, ezek utan
60 uM-os inkubacié mCherry-fluoreszcens alkin konjugatummal 50 uM CuSQy,, 500 uM NaAsc, 100 uM His,
500 uM aminogunaidin jelenlétében, PBS (pH7.4), 30 perc.



5. Osszefoglalas

Doktori értekezésem témaja néhany fluoreszcens GPI horgony analdég molekula szintézise és
fehérjéhez kapcsolasa. A fehérjék lipidacidja utan a fehérje-horgony konjugatumok tisztitasa
kovetkezett, majd horgonyzasuk az él6 sejtmembranhoz oly mddon, hogy a természetes
funkciojuk és szerkezetiik megmaradjon.

A késébbi GPI horgonyzott fehérjék tanulmanyozéasa érdekében fontos szempont
lehet, hogy ismerjilk a membranba jutott horgonymolekulak pontos mennyiségét, ezért egy
tricialt horgony analdgot készitettiink el, majd megvizsgaltuk az id6- és koncentraciofiiggd
membranba épiilését. A detektalt radioaktiv jelb6él meg tudtuk hatdrozni, hogy mennyi
horgonymolekula kertilt a sejtmembranba.

A fehérje horgonyzasat a sejtmembranra egy egyszeriibb uton, sejtfelszini klikk
reakcio altal is megvalositottuk. Ebben a folyamatban nincs sziikség tobb tisztitasi 1épésre,
hidrofil alkin molekulat kapcsoltuk a fehérjéhez és ezt a konjugatumot reagaltattuk CuAAC
reakcioval a mdar sejtmembranba horgonyzott koleszterin aziddal, igy megkaptuk a
horgonyzott fehérjét.

A {6 elényei a modszereinknek hogy a B-ciklodextrin alkalmazésa lehetové teszi, hogy
a lipid rész ne denaturalja a fehérjéket, és igy sejtekre lehessen juttatni a konjugatumot
membrant degradalo detergensek hasznélata nélkiil. Tovabba a fluoreszcens vagy a radioaktiv
jelek egyértelmlien a horgonyzott molekuldhoz rendelhetéek, igy a horgonyzott fehérjék
tanulmanyozhatoak.

Osszességében ez az értekezés komplett fehérje sejtmembran horgonyzasokat mutat
be, amelyekkel késobb hatékonyan lehet vizsgalni a GPI horgonyzott PrP és mas fehérjék

tulajdonsagait.
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