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A. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A gyogyszerfejlesztés egyik legnagyobb jelenkori kihivasa a fehérjeméretii hatGanyagok
hatékony sejtbe valo juttatdsa, hiszen az emldsok sejtmembranja komoly akadalyt allit ezen
nagyméretli, hidrofil molekuldk elé¢, amelyek specifikus, hatdsos ¢és biztonsagos
gyogyszerjeloltek lehetnének. Ezen molekulak internalizacidja elérheté klatrin-fliggetlen
endocitozissal (peldaul lipid-raft medialt/kaveolaris endocitozissal), mely dtvonalon gyakran
kozlekednek endogén fehérjék, bakterialis toxinok (kolera és tetanusz), illetve virusok (egér
poliomavirus és echovirus 1). Az atvonal elénye, hogy a képzddott endoszomak csak nagyon
hosszi id6 utdan egyesiilnek lizoszomakkal, sok esetben azonban ez el is marad. Ez az
endocitotikus folyamat egy vonzo célpont a funkcionalis, degradacié mentes fehérjebevitelre,
hiszen a képz6dd ,,szivargd” endoszomak lehetdséget biztositanak a rakomany kiszabadulésara.
A lipid betiiremkedések és kaveoldk felszine gazdagon boritott glikoszfingolipidekkel, foként
mono-, di-, és triszialotetrahexozilgangliozidokkal (GM1, GDla, GTIlb), amelyek a f6
receptorai az igy bejuté molekuldknak. A gangliozidokhoz valé kotédés, és a gangliozidok
kotegelése tehat olyan endocitotikus folyamatot indit el, ahol a lizoszomalis lebomlas csekély,
ezaltal lehet6vé teszik a fehérjéknek, hogy eljussanak a sejtplazméaba, vagy transzcitozissal mas
sejtekbe. A jelenleg elérhetd sejtbejuttatd rendszereknek szdmos hatranyat ismerjik: a
rakomany lizoszomaba kerll és lebomlik, esetleg az alkalmazandd koncentréacié tal nagy,
terapidsan tehat irrelevans. Megoldast jelenthet ezekre, ha megvizsgaljuk és megismerjik
annak madjat, miként valtanak ki a gangliozidok endocitézist, ezaltal empirikusan értelmezni
tudjuk a glikan-kodot, és azt tudatosan alkalmazzuk késObbi sejtbejuttatd rendszerek
tervezésénél. A kiilonbozé gangliozid-kotd molekuldk azonositisat célzo kutatasok mar
munkank el6tt elkezdddtek, azonban a nagyaffinitdsu molekularis felismerés még varat magara.
A GMI1 gangliozidhoz koté molekulak kiilonosen érdekes lehetnek, mert bar szamos emléssejt
expresszalja a molekulat, kilonféele tumorokban felddsulnak. A fehérje alapu terapiakban az
extracellularis koncentraciotartomany jellemzéen 100-500 nM, tehat egy nagyaffinitasd
kotédés sziikséges ahhoz, hogy megfelelé sejtmembranban vald duasulast érjiink el, ezaltal

lehetéve téve a hatdanyagok kell6 mértékben vald bearamlasat.

F6 célunk a kutatdssal az volt, hogy nanomolaris koncentracioban juttassunk be fehérje
méretii molekulakat lipid-raft mediélt endocitdzissal human sejtekbe. Az endogén és exogén
proteineket utanzo, nem toxikus peptid jelolét kivantunk kifejleszteni, ezért kerestiik azt a
minimalis szekvenciat, amely képes specifikusan, nagy affinitdssal koétédni a GMI1

gangliozidhoz. Mivel a receptor molekulank szerkezete jol ismert, alapos biofizikai jellemzést
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kivantunk folytatni a kdlcsonhatason, ezaltal utat nyitva egy szerkezet-alapu tervezéshez, amely
igen ritka a bejuttatd rendszerek kutatasaban. Célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk a peptid
szekvenciank sejtbejuttatd képességét, mikdzben szigoruan figyelemmel kovettik lehetséges
toxicitasat, bejutdsi mechanizmusat és a lizoszomakkal valé egyesulésére vald hajlamat.
Klasszikus gydgyszerkémiai megkozelitéssel torekedtink arra, hogy felallitsunk egy szerkezet-
hatéas dsszefuiggest, ezaltal 4&tfogobb képet kaphassunk a kotédési mechanizmusrol. Az elvégzett
valtoztatasok lehetdséget biztositanak az enzimatikus stabilitds novelésére, a nagy affinités

megtartasaval.



B. MODSZEREK
Izotermalis titralé kalorimetria (ITC)

A megszintetizalt peptidekkel, peptid-konjugatumokkal és a megcélzott gangliozidokkal
(GM1, aszialo-GM1, GMB3) izotermalis titralo kalorimetriat végeztiink egy MicroCal VP-ITC
kaloriméter segitségével. A gangliozid-dodecilfoszfokolin 1:5 bicellakat titraltuk a peptidekhez

és konjugatumaikhoz ph 7.2, 35 °C-on, 15 uM gangliozid koncentraciét alkalmazva.
Fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatés és analizis (FACS)

A peptidek és peptid-komplexek internalizaciojat aramlasos citometridval mértik. A
sejteket a peptidekkel, vagy nélkilok 37 °C-on inkubaltuk kilénbozo idétartamokig. Ezutan a
sejteket mostuk, és tripszin-EDTA segitségével felszedtiik a lemezekrdl. Sos foszfatpufferben
tripankék es propidium-jodid hozzaadasa utdn mértiik a sejteket egy FACSCalibur dramlési
citométer segitsegével. Az adatokat a FlowJo™ szoftver segitségével ertékeltik ki. Az in vitro
kompeticios vizsgalathoz Jurkat sejteket kezeltlink a peptidekkel, mikdzben a hozzéaadott
galektin-1 koncentraciokat valtoztattuk. Az endocitézis inhibitorokkal val6 kisérletben a HeLa
sejteket eléinkubaltuk 37°C-on metil-B-ciklodextrinnel, wortmanninnal vagy klérpromazinnal.
Ezutan inkubaltuk a sejteket 60 percig a peptid komplexekkel, mieldtt a citometrids mérést

elvégeztik volna rajtuk.
Konfokalis l1ézer pasztazé mikroszkopia (CLSM)

A vizsgalt sejteket a tanulmanyozott komplexekkel kiilonb6zé koncentraciok
alkalmazasa mellett, kiilonboz6 idéhosszokig inkubaltuk 37 °C-on. Ezutén a sejteket mostuk,
majd Hoechst 33342 sejtmagfestékkel 30 percig jel6ltik. Némely kisérletben a Hoechst festés
utan a lizoszomakat LysoTracker Red festekkel jeldltuk, a gyartd altal megszabott protokollok
szerinti eljarasban. A koleratoxin kolokalizacios kisérletekben a sejteket a komplexek mellett
FITC-jelolt koleratoxin B alegységgel is inkubaltuk. Az antitestek szerkezetét célzo
kisérletekben a szokasos inkubacio utan a sejteket fixaltuk paraformaldehiddel, majd
permeabilizaltuk szaponinnal, végull pedig Atto488-konjugalt galektin-1-gyel kezeltiik 6ket 30
percen keresztiil szobahdmérsékleten. Az IgG komplexek méréséhez a sejtmembranokat FITC-
jelolt WGA lektinnel jelenitettiik meg. FITC-jeldlt NeutrAvidin alkalmazasakor tripankéket
hasznaltunk az extracellularis fluoreszcencia kioltasara. A rakomany lokalizaciojanak
megfigyeléséhez a fluoreszcens festékekkel jel6lt molekulakat egy Leica SP5 AOBS konfokalis
pasztazd mikroszkoppal vizsgaltuk. A Hoechst festéshez a 405 nm-es diddat, a FITC és Atto488



jelolésekhez a 488 nm-es argon lézert, az r-fikoeritrinhez és a LysoTrackerRed festékhez az
543 nm-es HeNe lézert, mig az Alexa Fluor 647-konjugatumokhoz a 633 HeNe lézert

hasznéltuk. Az emisszi6 detekcidjara minden esetben a megfeleld spektralis sziirdt hasznaltuk.



C. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1. Szintetizaltunk egy vezérmolekulat (WYKYW peptid), melynek megmertik kiilonb6z6
gangliozidokkal (GM1, aszialo-GM1, GM3) vald kolcsonhatasat. Kimutattuk, hogy a
szekvencia magas affinitassal (Kp = 23.8 nM), specifikusan k6t6dott a GM1 gangliozidhoz.
Megmutattuk, hogy a GM1 gangliozid barmilyen forméban val6 megvaltoztatasa

csokkentette, vagy teljesen meggatolta a kotédést.

2. Megallapitottuk, hogy a fluoreszcens jelolés a pentapeptid kdzelében rontotta a
gangliozidkotés hatékonysagat. Két 0j osszekotd szekvenciat vezettlink be a szekvencia
meghosszabbitasara: egy PEG-alaput és egy sejtpenetrald peptidet (penetratin). Kimutattuk,

hogy mindkét konstrukt megtartotta nagy affinitasat a GM1 gangliozidhoz.

3. Gyodgyszerkémiai megkdzelitést alkalmaztunk, hogy felallitsunk egy szerkezet-hatas
Osszefiiggést a szekvencia aminosavai és a szekvencia gangliozidkotd képessége kozott.
Megmutattuk, hogy minden aminosav oldallanca és eredeti konfiguracidja is fontos a
kotédéshez. Gerinc homologizalassal azonositottunk olyan szekvenciakat, amelyek kotési
erdssége Osszevethetd volt a vezérmolekulaéval (1. tablazat).

1. tablazat A szekvenciaanalogok kotési er6sségei (Kp). A kotési sztdchiometria (n1) 0.5
volt minden esetben.

N Y K Y wWe
vezérmolekula ‘ 23.8
Alascan | NIA 5755 10467 1694 1060
B-scan | 43 60 332 40 86
D-scan \ 881 892 4523 3243 3926

4. Ravilagitottunk a membran Kkitiintetett szerepére a kotddésben. Megmértiik mind a
triptofanok membréanba valo beilleszkedését, mind a kotés sordn lecsokkent aromas ,,face-

to-edge” kolcsonhatasokat.

5. Megmutattuk, hogy a WYKYW jelol6 képes volt szubmikromoléris koncentraciokban az
endocitozis kivaltasara és egy 63 kDa méretli fehérje bejuttatisara a lizoszomak

elkerulésével (1., 2a abra).



NA(biotinyl-PEG-WYKYW), NA(biotinyl-PEG-WYKYW), NA(biotinyl-PEG-WYKYW),
1uM 500 nM 250 nM
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NA(biotinyl-Penetratin), NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW), NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW),
1uM 500 nM 250 nM

1. dbra Kiil6nb6z6 konstruktok bejutasa HeLa sejtekbe kiilonbozé koncentraciokban,
6 Oréas inkubacio utan. A képek konfokalis Iézer pasztazé mikroszkoppal késziltek. A
FITC-jel6lt NeutrAvidin a képen z6ld szinnel, a Hoechst 33342-jeldlt sejtmagok cian
szinnel, a LysoTracker Reddel festett lizoszémak magenta szinnel lathatoak.

6. Bizonyitottuk, hogy a peptid-NeutrAvidin komplex bejutasa energiafiiggé folyamat, amelyet
a metil-B-ciklodextrin  szignifikdnsan blokkolt, ravilagitva a lipid-raft medialt

mechanizmusra (2b abra).
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2. dbra (a) A konstruktok bejutdsa 1 uM koncentracioban Hela sejtekbe 1 Orés
inkubacio utan. (b) Az endocitdzis inhibitor molekulak hatasa a bejutasra.



7. Kimutattuk, hogy a peptidek internalizacidja 6sszefliggést mutat a sejtek GM1 gangliozid

tartalmaval.

8. Elvégeztunk egy in vivo leszoritdsos titralast a GM1-kot6 galektin-1 felhasznalasaval,
amellyel a szekvencia bejutasa visszaszorithato volt az 6sszekotd szekvencia szintjére. A
komplex és a koleratoxin B alegység kolokalizacidjaval megmutattuk a sejtbejutas

biomimetikus viselkedését.

9. Kimutattuk, hogy a WYKYW-jel6lt szekvencidk képesek bejuttatni antitest komplexeket
(580 kDa) alacsony nanomoléris koncentraciok alkalmazasaval human sejtekbe. Szemmel
lathaté diffaz fluoreszcenciat mutattunk ki a citoplazmaban, melyet a mesterséges

intelligenciaval segitett kvantitativ kiértékelés is megerdsitett (3. abra).
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3. dbra (a) Sematikus reprezentacidja az altalunk tervezett modularis konstruktnak. (b)
Mesterséges intelligencia altal segitett kvantitativ analizise a felvett CLSM képeknek. A HelLa
sejtek 6 oran keresztiil voltak inkubalva kiilonb6zd koncentridban a tervezett IgG komplex
molekulaval. (c) Az IgG komplex sejtbejutasa kiilonb6z6 koncentraciokban 3 oras inkubaciot
kdvetéen. Az r-fikoeritrin-konjugalt masodlagos antitest magenta szinnel, a FITC-WGA jel6lt
membran z6ld szinnel, a sejtmagok cian szinnel vannak megjelenitve. Delivery of the IgG
complex into HelLa cells at various concentrations after 3 hours. A kontroll sejtekhez r-
fikoeritrin-konjugalt méasodlagos antitestet adtunk 160 nM koncentricioban 3 0rés
inkub&cidban.



10. Megmutattuk, hogy az elsédleges és masodlagos antitestek kozotti molekularis felismerést
nem befolyasolta negativan a peptid jelolonk. Bizonyitottuk, hogy a bejuttatott elsédleges

antitest strukturalis integritdsa megmaradt.

11. Kimutattuk, hogy a szekvencia analdgok képesek voltak 1gG komplexek bejuttatasara.
Megallapitottuk, hogy a gyengébb kotéser6sségii szekvenciak alkalmasak voltak az
internalizaciora, amennyiben a konstrukt aviditasat megnoveltik. Megmutattuk, hogy a

peptid jel6l6 triptofan tartalmanak csokkentése jotékony hatassal volt a bejutésra.
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