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Z&ro szakmai beszdmol6 a K77783 sz. OTKA pélyazathoz

A K77783 sz. palyazat keretében végzett tamogatott alapkutatas elsédleges célja olyan prion fehérje
(PrP) szarmazék eldallitdsa volt, amely ¢él6 sejtek membranjdba juttathatd, a sejtmembran
kettésrétegébe a glikozil-foszfatidilinozitol (GPI) glikolipidet tartalmaz6 fehérjékhez hasonld6 modon
épul be, valamint lehetévé teszi a sejtmembranba mesterségesen beépitett PrP kozvetlen fluoreszcens
mikroszkopids vizsgalatat. Korabbi tanulmanyok ugyanis kimutattdk, hogy a GPI horgony molekula
fontos szerepet jatszik a PrP konformacids valtozasaban, melynek eredményeként létrejon a patologias
PrP*° prion konformer.

A GPI horgonyzott fehérjék, igy a nativ, GPI horgonyzott PrP is a sejtmembran kiils6 rétegének
szfingolipidekben és koleszterinben dus lipid tutaj régidiban lokalizalodnak. Munkank soran abbdl
indultunk ki, hogy a koleszterin az egyik 6 alkotdja ezen membran inhomogenitasoknak, amely Ggy
merll a lipid kettdsréteg egyik rétegébe, hogy a 3p-hidroxil csoport a lipid fejcsoportok iranyaban
helyezkedik el. Ezért feltételeztlik, hogy a koleszterin 3B-hidroxil csoportjat moédositva a célul kittizott
fehérje horgonyzashoz alkalmas szarmazékokhoz jutunk. Ennek megfeleléen olyan amfifil molekulakat
terveztiink, amelyekben a koleszterin hidroxil csoportjghoz oligo-etilén glikol tavtartd
molekularészleten keresztiil kapcsolddik a fluorofort és a fehérje konjugécidt biztositd funkciot
tartalmazd fejcsoport. Ebb6l a koleszteril lipoproteint C-terminélis végen Cys-nel meghosszabbitott
rekombinans fehérje tiol funkciéjat kihasznalva Michael addicié segitségével kapjuk meg. Mivel a
horgony molekuldk fejcsoportja észter kotésen keresztiill kapcsolodik a membranba meriilé
koleszterinhez, ezért a fluoreszcens mikroszképias alkalmazasok el6tt fontos megvizsgalni a
horgonyok hidrolitikus stabilitasat. Abban az esetben ugyanis, ha a koleszteril észter hidrolizist
szenved, a fluoreszcens jelet és a konjugalt fehérjét hordoz6 fejcsoport membrannal valé kapcsolata
megsziinik és ezaltal a fluoreszcens horgonymolekula alkalmatlanna valik membranfehérjék
vizsgalatara. Ezért el6allitottunk egy modell vegyuletet, amelynek segitségével megvizsgéltuk az adott
észter hidrolitikus stabilitisat, valamint a fluoreszcens koleszterin szarmazék sejtmembrannal torténd
asszociacidjat (1. abra). Mono-tritil védett 1,13-diamino-4,7,10-trioxa-tridekant acileztiink DIEA
jelenlétében TBTU-val aktivalt koleszteril hemiszukcinattal, majd a tritil véd6csoport eltavolitasa utan
fluoreszcein izotiocianatot addicionaltattunk a kapott aminra. Ezt a modell vegyiletet PBS pufferben
inkubaltuk és 24 déran keresztiil HPLC analizis segitségével kovettik a koncentracidjanak valtozasat.
Azt tapasztaltuk, hogy a modell vegyilet koncentracidéja nem csokkent vagyis a koleszteril észter
megfeleld stabilitast mutat a mikroszkopias alkalmazasokhoz. Ezt kovetéen €16 SH-SYS5Y sejteket
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1. Abra (A) Fluoreszcens modell vegyiilet szintézise: a) TBTU, DIEA, CHCI3/CH.Cl, (4:1), RT, 8h; b)
TFA, TIS, CH,Cl,, RT, 5x10 min; c) FITC, DIEA, DMF, RT, 6h; (B) hidrolitikus stabilitasa PBS
pufferben és (C) é16 SH-SY5Y sejtek membranjaba épiilése (fluoreszcein — zold, sejtmagok — kék).
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kezeltink a modell vegyilettel 1 uM koncentracioban 30 percig. A sejtmembran intenziv festodését
tapasztaltuk, vagyis a koleszterinhez kapcsolt hidrofil fejcsoport nem gatolta a koleszterin
sejtmembranba torténd beépiilését.

A GPI molekuldk fehérje horgonyzé tulajdonsagéat utdnzd koleszterin szdrmazékok eldallitasara
olyan konvergens szintézis utat dolgoztunk, amelynek segitsegével a fejcsoport minden funkcionalis
részlete egyszeriien modosithatd. A konvergens szintézis egy azido-koleszterin szarmazék és egy
propargil-glicin (Pra) szarmazék 1,3-dipolaros cikloaddicids reakcidjan alapul (2. abra). Az azido-
koleszterin szarmazékban az oligo-etilén glikol tavtarté molekularész hidrofil jellegénél fogva
biztositja a fejcsoport extracellularis iranyitottsigat a membranasszociaciot koveten, hosszanak
valtoztatasdval az amfifil horgonymolekula hidrofil jellegét névelhetjuk. Munkank soréan di- és hepta-
etilén glikol szarmazékokat allitottunk elé és vizsgaltunk. Ehhez aktiv észter forméjaban aktivalt
koleszteril hemiszukcinattal N-acileztiik az 1-amino-11-azido-3,6,9-trioxaundeként és a 26-azido-
3,6,9,12,15,18,21,24-oktaoxahexakozéan-1-amint. A propargil-glicin amino és karboxil csoportjahoz
ortogonalis védelmet alkalmazva kapcso Ituk a fluorofort és a fehérje konjugécidjat biztosité Michael
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2. Abra Fluoreszcens horgonymolekuldk szintézise. a) HOBt, DIC, THF, RT, 8h; b) TFA/CH,CI,
(1:1), RT, 0.5h; ¢) X= FL: FITC, DIEA, THF, RT, 13h, X= BODIPY:: karboxipropil-bodipy, TBTU,
DIEA, CH.Cl,, RT, 16h, X= Cy5: karboxipentil-Cy5, HATU, DIEA, DMF, RT, 16h; d) TBTU, DIEA,
CHCI3/CH,CI,/DMF 8:2:1, RT, 8h; e) TBTU, DIEA, CHCI;/CH.CI, (4:1), RT, 8h; f) NaAsc,
CuSQ4.5H,0, CH,Cl,/H,O (1:1), RT, 8h; g) X= FL: FITC, DIEA, DMF, RT, 6h, X= BODIPY:
karboxipropil-bodipy, TBTU, DIEA, CH,Cl,, RT, 13h, X= Cy5: karboxipentil-Cy5, HATU, DIEA,
DMF, RT, 16h; h) X= FL: NaAsc, CuSQ,4.5H,0, tBuOH/H,0O (1:1), RT, 48h, X= BODIPY: NaAsc,
CuS04.5H,0, CH,CIx/H,0 (1:1), RT, 18h, X= Cy5: NaAsc, CuSQ,4.5H,0, tBuOH/H,0 (1:1), RT, 48h.
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akceptort. Fluoroforként fluoreszceint, dipirrometén-bér-difluoridot (BODIPY) és egy pentacianin
(Cyb) szérmazékot alkalmaztunk. A koleszteril horgonymolekuldk szintézisét a fluoreszcein
szarmazékok eldallitasaval kezdtiik, majd a kedvezébb fotokémiai €s fluoreszcencia sajatsagokkal
rendelkez6 BODIPY szarmazékokat allitottuk el6. A BODIPY szintén z6ld fluorofor, azonban nem
tartalmaz a karboxipropil csoporton kiviil tovabbi funkcids csoportokat, ezért mind szintetikus kémiai,
mind pedig a kés6bbi fluoreszcencia mikroszkopias alkalmazas szempontjabol is elonyos. A festéket
2,4-dimetil-pirrol és glutaraldehid BF;.OEt; jelenlétében végrehajtott reakciojaval allitottuk el6. Ezen
kiviil eléallitottunk egy karboxipentil funkcionalizalt Cy5 festéket is, amelynek igen magas molaris
extinkcios koefficiense és vords tartomanyba esd fluoreszcenciaja kovetkeztében a sejtmembrénba
épllt horgony, illetve koleszteril lipoprotein szarmazékok még érzékenyebb fluoreszcencia
mikroszkopids detektaldsa valik lehet6vé. A horgonymimetikumok eldallitasanak fontos Iépése a
maleimid funkcidt és a fluoreszcens festéket tartalmazé Pra, valamint az azido funkciot tartalmazo
oligoetoxi-koleszterin szd&rmazékok kdzotti cikloaddicio. A termelések optimalizéldsa érdekeben tébb
reakciot is megvizsgaltunk kiilonboz6 koriilmények kozott (1. tablazat). A fluoreszcens festékek
gazdasagosabb felhasznalasa érdekében tovabb vizsgaltuk a teljes reakcidutat. Megallapitottuk, hogy a
Boc-Pra-(2-maleimido-etil)-amid cikloaddiciéja hatékonyabb, mint a fluoreszcens festéket is
tartalmazo Pra szarmazékoké. Tovabba az igy eléallitott Boc-védett koleszterin szarmazék stabil a Boc-
véddcsoport acidolizise alatt, €s az igy kapott aminhoz tetszdleges karboxil- vagy izotiocianat-funkciot
tartalmazé fluoreszcens festék kapcsolhatd. Ezéltal kisebb a fluoreszcens festék vesztesége, illetve Kis
mennyiségii mintak eldallitasahoz is praktikusabb ez a reakcié sorrend. A GPIl horgonymimetikumok
és intermedierjeik analitikai vizsgéalatdhoz HPLC kromatografias modszereket dolgoztunk ki, valamint
elvégeztiik részletes NMR szerkezetvizsgélatukat, a teljes hozzarendeléseket *H, **C, HSQC és HMBC
mérések segitségével oldottuk meg.

1. Tablazat Azid-alkin cikloaddicio optimalizalasa a koleszteril horgonymolekulak eléallitasahoz

Azid  Alkin Katalizator Bézis / Segédanyag Olddszer Konverzié (%)

Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMSO 34

1 11 Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMF 13
CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) CH,Cl,/H,0 (1:1) 76

CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) tBUOH/H,0 (2:1) 44

Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMSO 51

1 12 Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMF 29
CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) CH,Cl,/H,0 (1:1) 97

CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) tBUOH/H,0 (2:1) 39

Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMSO 43

3 1 Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMF 44
CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) CH,Cl,/H,0 (1:1) 33

CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) tBUOH/H,0 (2:1) 49

Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMSO 25

3 12 Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMF 42
CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) CH,Cl,/H,0 (1:1) 36

CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) tBUOH/H,0 (2:1) 46

Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMSO 46

4 1 Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMF 70
CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) CH,Cl,/H,0 (1:1) 93

CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) tBUOH/H,0 (2:1) 16

Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMSO 41

4 12 Cul (1 eq) DIEA (2 eq) DMF 43
CuS0,4.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) CH,Cl,/H,0 (1:1) 70

CuS0,.5H,0 (0.5 eq) Na Asc. (1 eq) tBUOH/H,0 (2:1) 33
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3. Abra Egy DOPC modell membranba meriilé fluoreszcens horgonymolekula szerkezete; (A) viz és
lipid molekuldk, illetve (B) vizmolekuldk feltiintetése nélkil. (C) A membrén sik normal valamint a
3pB-0 és C-20 atomokat 6sszekoté vektorok altal bezart szog fluktuacioja, illetve (D) a 33-O és a Pra C,
atomok kdzotti tavolsag valtozasa a molekuladinamikai szimulacié soran.

A fluoreszcens horgonymolekuldk membran kettdsréteggel vald kolesonhatasanak atomi szintii
részleteit molekuladinamikai szimuléciok segitségével vizsgaltuk. Modell membranként DOPC
kettdsréteget valasztottunk, melynek fizikai-kémiai paraméterei kisérleti mérésekbdl ismertek. Ezek
segitségével validaltuk a szimulacios kornyezetiinket: jO egyezest talaltunk a lipid fejcsoport terilet,
kettOsréteg vastagsag, lateralis difftizidés koefficiens €s deutérium rendparaméter szamitott és Kisérleti
értékei kozott. A szimulaciok soran két kezdeti elrendezést vizsgaltunk meg. Az egyik esetben a 19
horgonymolekulat a DOPC membrén egyik rétegébe meritettlik. Ekkor a 200 ns szimulécié soran a
koleszterin szarmazék végig a lipidrétegben maradt, a fejcsoport gyors konformaciés mozgasokat
kovetden hajlitott szerkezetet vett fel, amely 20 ns utdn mar szamottevd valtozast nem mutatott (3.
abra). Ebben az elrendez6désben a dietilén glikol tavtarto a lipid fejcsoportok sikjaban, a
membransikkal parhuzamosan helyezkedett el, a koleszterin részlet a kett6sréteg hidrofob régidjaba
mer(lt, a maleimid és fluoreszcein molekularészek pedig a vizes fazisban helyezkedtek el. A masodik
szimulacios elrendezés soran 19-t a vizes fazisban helyeztiik el. 100 ns szimulaciét kovetden a
koleszterin szarmazék spontan médon a DOPC rétegbe meriilt, majd az el6z6hoz hasonl6 elrendezddést
vett fel. A szimulaciok eredményei alapjan tehat feltételezhetjiik, hogy a vizsgalt fluoreszcens
koleszterin szarmazékok nem véletlenszeriien asszocialédnak a sejtmembranhoz, hanem olyan, a nativ
GPI horgonyokhoz hasonld térbeli elrendezddést vesznek fel, ahol a fehérje konjugaciojat biztositd
funkcios csoport az extracellularis tér felé iranyul.

A kutatds kovetkezd fazisaban a fluoreszcens horgonymolekuldk membran kettdsréteggel valod
kolcsonhatasanak kisérleti tanulmanyozasahoz ¢16 SH-SY5Y human neuroblasztoma sejteket kezeltiink
a 19-25 koleszterin szarmazékokkal. Ezt kovetéen konfokalis mikroszkopiaval vizsgaltuk a membranba
épulésiket, valamint MTT teszt alkalmazéasaval mertik a citotoxicitasukat. A konfokalis mikroszkopias
mérések bizonyitottdk, hogy a molekulak stabilan beépiiltek a sejtmembranba, 1h inkubaciot kovetéen
nem mértiink szamottevo intracellularis fluoreszcencia intenzitast (4. abra). Elballitottunk rodaminnal
jelzett koleszteril horgony analdgot is, ekkor azonban azt tapasztaltuk, hogy ez a szarmazék nagyon
gyorsan athatolt a sejtmembrénon és a citoszolba kerult. Ez minden bizonnyal a kationos természetii
fluorofér révén kialakult pozitiv fejcsoport toltés kovetkeztében tortént. Ennek Kikliszobolesére,
valamint a sejtmembranhoz horgonyzott prion fehérje detektalasi érzékenységének ndvelése érdekében
egy pentacianin festék szulfonsav szarmazékat allitottuk el6. Az igy kapott 21 és 24 Cy5 szarmazékok
negativan toltott fejcsoporttal rendelkeznek, igy a sejtmembrédnon nem hatolnak at, csak endocitdzis
révén kerilhetnek a intracellularis térbe. Az eldallitott fluoreszcens horgonymolekulak MTT teszten
alapuld citotoxicitds vizsgalatai soran 0.26 nM - 10 pM koz6tti koncentracié tartoményban 1h alatt
nem tapasztaltunk citotoxikus hatast.
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4. Abra SH-SY5Y sejtek kezelése A) 1 uM 19, 30 min, B) 1 uM 20, 30 min, C) 0.1 pM 21, 10 min.

A fluoreszcens horgonymolekulak fehérjékkel valdé konjugécidjnak vizsgélatahoz az mCherry
fluoreszcens fehérje C-terminalis végen Hisg-Cys szekvenciaval meghosszabbitott szarmazékat
(mCherry-Cys) allitottuk el6. A sziikséges plazmid DNS-t Welker Ervin bocsatotta rendelkezéstinkre.
A Hisg toldalék réven nikkel affinitaskromatografiaval tisztitottuk az E. coli-ban tdltermelt
rekombinans fehérjét. Az mCherry fehérje piros fluoreszcenciat mutat, ezért a zold fluoreszcens
festéket tartalmazo horgonymolekulakkal valé Michael addicidjat vizsgaltuk. Az igy kapott kettds
fluoreszcenciat mutatd konjugatum sejtmembranba épiilése egyértelmiien kovethetd és kontrollalhatd
fluoreszcens mikroszkopiaval, ahol mind a horgonymolekula fejcsoportjan talalhaté fluorofér, mind
pedig a fehérje fluoroforja szimultan detektalhaté fluoreszcens antitestek alkalmazéasa nélkil. A
fluoreszceinnél elonydsebb fluoreszeencia tulajdnsagokkal rendelkez6 BODIPY fluorofort tartalmazd
20 szarmazék vizsgélata sordn kideriilt, hogy a BODIPY hidrofob természetéb6l adodoan vizes
kdzegben nem olddodik, ami a fehérjékkel valé konjugéaciot megneheziti. Ennek eredményeként a
fehérje C-termindlis Cys tiol oldallanca és a horgonymimetikum maleimid funkcioja kozo6tti Michael-
addicié csak alacsony konverziéval ment végbe, valamint a Kkialakult konjugatum Kkicsapodott.
Ugyanakkor az ilyen hidroféb horgonymimetikumok sejtmembranba juttatasara eredetileg tervezett
liposzoémakrdl kideriilt, hogy a sejtekkel torténd fizidjuk nehezen reprodukélhaté és a sejteket
karositjak/karosithatjak. Ezért olyan koleszteril horgonymolekula eléallitasara torekedtiink, amely vizes
kdzegben is alkalmazhat6, ugyanakkor a sejtmembranba stabilan beépul. Elséként a koleszteril-
hemiszukcinathoz kapcsolt oligoetilén-glikol hosszanak novelésével prébaltuk a horgonymimetikumok
hidrofobicitasat csokkenteni. A 26 szarmazékot az mCherry-Cys fehérjével kapcsolva azonban ismét
sok elreagalatlan fehérjét tartalmazo csapadékot kaptunk. Ezért a koleszterin szarmazék vizoldhatéva
tételét megkisereltik a fluoreszceint tartalmazd horgonymolekulak soinak alkalmazdsaval. A
koleszeril-észter hidrolizisének elkertlésére tercier amint alkalmaztunk. Kider(lt, hogy méar a révidebb
trietoxi lancot tartalmaz6 19 koleszteril horgony is oldédik vizben, amennyiben a fluoreszeint
elézetesen etil-diizopropil-ammonium sova alakitjuk. Az igy kapott GPI horgonymimetikum és az
mCherry-Cys fehérje kdzott kvantitativ reakcidt értlink el, amit kromatografias, gél-elektroforézis és
MALDI témegspektrometrias modszerekkel igazoltunk. Szintén kvantitativ kapcsolast értink el egy
masik rekombinéns fehérje, az E.coli maltéz-koto fehérje (MBP) esetén is. Ebben az esetben a feheérje
egyetlen, kemoszelektiv Michael addiciot biztositd Cys-je az N-termindlis végen talalhat6. Az MBP
fehérjének ezt a szarmazékat MxeGyrA intein és Bac. circulans kitin-kot6 doménnel kozos fazidban
expresszaltuk, majd kitin affinitastisztitast kovetden ditiotreitolos tiolizissel kaptuk a fehérje tioészterét,
ami azonnal a megfelel karbonsavva hidrolizalt. Mivel a maleimid funkciot tartalmazé fluoreszens
koleszterin szarmazékok vizes kdzegben micellakat képezve oldddnak, ezért a koleszteril horgony —
fehérje konjugatumok konfokalis mikroszkopias vizsgalata el6tt az ebb6l adédé problémat oldottuk
meg. A C-terminalis Cys-t tartalmazé fehérjékkel tortént Michael addiciot kovetéen ugyanis olyan
vegyes micellak képzddnek, amelyek egy fehérje konjugatumot és ca. 25 horgony molekulat
tartalmaznak. Ezt gelkromatogréfis és elektroforézis vizsgélatokkal tamasztottuk ala. Amennyiben a
vegyes micelldkat tartalmaz6 oldattal kezeltink SH-SYS5Y sejteket, intenziv membranfestédést



K77783

tapasztaltunk, azonban a lipoprotein mellett kb. 20 ekvivalens fluoreszcens koleszterin szdrmazék is a
sejtmembrénba épll. Ez egyrészt lehetetlenné teszi a konjugdlt fehérje horgony fejcsoport
fluoreszcencia mérésén alapuld vizsgalatat, masrészt igy a sejtmembranba nagy mennyiségl
koleszterint juttatunk be, ami az érzékeny membran finomszerkezetek torzulasat eredményezheti. A
fehérjékkel valé konjugacio utan forditott fazisu folyadékkromatogréafia alkalmazésaval meg tudtuk
szlintetni a vegyes micellakat, ekkor viszont a fehérje denaturalodott és nem sikerilt a nativ
térszerkezetét Gjra kialakitani (mCherry fluoreszcens fehérje esetén). Ennek oka az lehet, hogy a
lipoprotein koleszterin része nem hidratalédhat és mindenképp hidroféb kdlcsdnhat6 partnereket keres,
amelyek a fehérje apolaros oldallancai lehetnek. A micellaris szerkezet megsziintetését a fehérje
térszerkezetének megbrzése mellett végil B-ciklodextrin alkalmazéasaval sikerilt elérni. Ennek hatdsara
a vegyes micellakb6l mind a horgony molekulak, mind a koleszteril-lipoprotein molekulak
zarvanykomplexei képzddnek, amelyek gélkromatografiaval elvalaszthatok (5. &bra). A tisztitott
koleszteril mCherry konjugatum szerkezetét ECD spektroszkdpia segitségével vizsgaltuk és azt
talaltuk, hogy a masodlagos szerkezeti elemek megoszlasa megegyezik a kiindulasi az mChery fehérje
rontgendiffrakcios szerkezetéb6l szamitott értékekkel. Az igy kapott homogén koleszteril mCherry
konjugatum él6 SH-SY5Y sejtek membranjaba éplilését konfokalis mikroszkopiaval megvizsgaltuk és
gyors kettds fluoreszcens membranfestddést tapasztaltunk. Abban az esetben, ha a sejteket mCherry-
Cys fehérjével kezeltik nem tapasztaltunk piros membran fluoreszcenciat. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a konjugalt fehérje a nativ térszerkezetét megdrizve a koleszterin
molekularészen keresztill asszocialédott a sejtmembranhoz. A membranhoz kapcsolodast kovetéen a
zarvanykomplexbdl felszabadul a B-ciklodextrin, azonban a sejttenyészté médiumban igy kialakulé 10-
20 uM B-ciklodextrin koncentracié joval alacsonyabb anndl, ami a sejtmembranban meglévé
koleszterin kioldasahoz sziikséges, igy az a normal membrén koleszterin tartalmat nem befolyésolja. A
molekuladinamikai szimul&ciék eredményei eés a horgonymolekula fejcsoportjanak hidrofil jellege
alapjan feltételezhetjik, hogy a koleszteril mCherry konjugatumnak csak a koleszterin
molekularészlete 1ép kolcsonhatasba a sejtmembrant alkoté lipid lancokkal, és ebben az
elrendez6désben a koleszterinre jellemz6 lipid-lipid kdlcsonhatdsok alakulnak ki, illetve a koleszteril
konjugatum koleszterinhez hasonlo lateralis difflzios viselkedésére szdmithatunk. Az mCherry és a
fluoreszcein fluoroforok kolokalizicidjat a szdmitott Manders koefficiensek segitségével iteltik meg.
Ezek szerint nagyfokl kolokalizacié alakult Ki, vagyis a koleszeril horgonymolekula fejcsoportjanak
fluoroforja egyértelmiien a konjugalt fehérj¢hez rendelheté. Az igy optimalizalt kisérleti korulmények
birtok&ban az egér prion fehérje koleszteril szarmazékainak el6allitasaval folytattuk a kutatast.

A konjugacidhoz a nativ szekvencianal a C-termindlis végén egy Cys-nel hosszabb S231C mPrP(23-
231) teljes hosszusdgu egeér prion fehérje mutanst (PrP-Cys) allitottuk el6. A rekombinans fehérje
elallitasahoz szikséges plazmid DNS-t Welker Ervin bocsatotta rendelkezéstinkre. A mPrP eleve
tartalmaz két Cys-t, amelyek intramolekularis diszulfid hidat képeznek, azonban a horgony konjugéacié
soran a C-terminalis Michael addici6 szelektivitdsat nem zavarjak, mert a diszulfid hid két hélix kozott
eltemetve télalhatd, nehezen redukélhato és tiol cserereakcioban is nehézkesen vesz részt. A nativ
térszerkezettel rendelkez6 PrP-Cys fehérjét az E. coliban expresszalt fehérje oxidativ renaturélasat
kovetéen kaptuk meg. Mivel a fehérje pH7 kortli és efeletti értékeknél kdnnyen kicsapodott, ezért
savasabb kozegben is alkalmazhat6 vinil-szulfon Michael akceptort tartalmazé koleszeril horgony
molekulakat is el6allitottunk. Az optimélis fehérje konverzidét azonban pH6-on 10 mM TCEP
redukdlészer jelenlétében a 19 és 21 horgonyokkal kaptuk. A nyers konjugatumot RP-HPLC
segitségével tisztitottuk, ahol a savas eluens miatt a koleszteril-PrP oldatban maradt, majd a PrP
konjugatumok B-ciklodextrin zarvanykomplexeit a liofilizalast kovetd jraoldas soran alakitottuk ki. A
kapott oldatokban ECD spektroszkopia segitségével vizsgaltuk a PrP masodlagos szerkezetét. A
koleszteril-PrP és a PrP-Cys masodlagos szerkezeti elemeinek aranyaban kis eltérést tapasztaltunk, ami
az eltérd tisztitasi koriilmények (affinitaskromatografia vs. RP-HPLC) kdvetkezménye is lehet nem
csak kizarolag a kovalens lipidalas eredménye. A koleszteril-PrP B-ciklodextrin zarvanykomplexeivel
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fluoreszcencia detektalt (jobb) SDS-PAGE (15%): 1, M,y marker; 2, mCherry-Cys; 3, mCherry-19
vegyes micellak; 4, mCherry-19 pB-ciklodextrin zarvanykomplexe; 5, 19. C) A mCherry-19
konjugatum gerjesztési (— Aem= 518 Nm; — Aem= 610 nM) €s emisszids (--- Ae= 488 NM; --- A= 543
nm; --- Aex= 587 nm) spektruma vizes oldatban. D) ECD spektrumok, mCherry-Cys (piros), mCherry—
19 vegyes micellak (kék) és mCherry-19 B-ciklodextrin zarvanykomplex (z6ld). E) 10 um mCherry-19
B-ciklodextrin zarvanykomplexszel kezelt SH-SY5Y sejtek konfokalis mikroszkdpos, illetve kontraszt
(job als6) képe, zbld - fluoreszcein, piros - mCherry, kék - magfestés.
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6. Abra (A) Koleszteril PrP eldallitasa és tisztitasa. B) Coomassie blue-festett (bal) és fluoreszcencia
detektalt (jobb) SDS-PAGE (15%): 1, My, marker; 2, S231C mPrP(23-231); 3, PrP-19 konjugatum -
ciklodextrin zarvanykomplexe; 4, 19. C) ECD spektrumok, S231C mPrP(23-231) (piros), PrP-19 B-
ciklodextrin zarvanykomplex (kék). Konfokélis mikroszkopias felvételek D) 30 percig 3 um PrP-19

konjugatummal kezelt SH-SY5Y sejtek, E) 30 percig 0.5 um PrP-21 konjugatummal kezelt SH-SY5Y
sejtek.
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¢lé SH-SYSY sejteket kezeltiink és egyértelmii membranfestddést tapasztaltunk, azonban fluoreszcens
aggregatumok kialakulasat is megfigyeltiik.

A C-terminélis Cys-t tartalmaz6 fehérjék membrén asszocidcidjdhoz kidolgozott modszeriink
lehetové teszi GPI horgonyzott fehérjék sejten beluli korforgasanak fluoreszcens mikroszkopias
vizsgélatat, mivel a fejcsoport fluoreszcencidja a konjugalt fehérjéhez rendelhetd, illetve homogén
koleszteril lipoproteinek épithetok az ¢é16 sejtek membranjaba exogén mddon anélkil, hogy a
sejtmembran perturbéciojat kivaltd lipideket vagy detergenseket juttatndnk a membranba.

A kutatas masik fontos célkitiizése a prion fehérje €16 sejtek membrénjdhoz horgonyzasa mellett a
polipeptid szekvencidjanak mddositasa volt. Ennek els6 1épéseként elballitottuk a PrP[35-40] fragmenst
Fmoc szintézissel, és igy a Ser®® oldallancat trans-2-merkaptoacetamido-ciklohexankarbonsavval
észteresitettilk. A kapott szarmazékot a Boc stratégiaval eldallitott PrP[23-34] fragmens tioészter
szarmazékaval ligaltuk. A HPLC tisztitast kdvetden a peptid diasztereomerek hidrolizisével kaptuk a
PrP[23-40] fragmenst. Mivel Majer Mariann megszakitotta PhD tanulmanyait ezért a PrP kémiai
ligacidkon alapul6 totélszintézisét nem tudtuk befejezni.

Publikacids stratégiank egy atfogo kézirat létrehozasara iranyult. Mivel az Angew. Chem. Int. Ed.
folyGiratban végil nem sikerult publikalnunk 2012 oktoberében, a kisérleti eredmények bizonyos
részein tovabb dolgoztunk és azokat (1., 3. és 5. &brakon bemutatott eredmények) a Schafer et al (2013)
Bioconj. Chem. 24, 1684-1697 helyen kozoltik. Ezt kovetéen Schéfer Baldzs elinditotta a PhD
fokozatszerzési eljarast, valamint Németh Dorottya sikeresen megvedte “Fluoreszcens koleszterin
szarmazékkal modositott prion fehérje eléallitdsa és vizsgalata” cimii BSc szakdolgozatat a Szegedi
Tudoméanyegyetemen. A fennmarad6 kisérleti eredmények (2., 4., 6. abrék és 1. tablazat eredményei)
publikécioja 2014. 1. félévében fejez6dik be.

Szeged, 2014. januér 7.
Tomboly Csaba
vezeto kutato



