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1 Bevezetés

Az orvostudomany fejlodése eredményeképpen mara szamos, korabban gyogyithatatlannak
hitt betegség kezelése valt elérhetévé. Azonban tovabbra is vannak olyan megbetegedések,
melyekre még keresik a gyogymoddot. A gydgyszerfejlesztés egyik lehetséges modja 1j
hatdanyagok keresése, ez azonban id6- €és pénzigényes folyamat. Tovabbi lehetdség a mar
meglévé hatdéanyagok optimalizalasa, példaul a szerkezet modositdsaval, vagy célzott
bejuttatassal. Utobbi kiilonb6z6 hordozok segitségével lehetséges, példaul nanorészecskék,
liposzomak, polimerek. A sejtpenetrald peptidek kozelmultbeli felfedezése utan adodott a
lehetdség, hogy a hatdéanyagot ezekhez az oligopeptidekhez kapcsoljak kovalens kotéssel, igy
fokozva annak célba jutasat.

Jelenleg a sejtpenetrald peptidek sejtbejutasanak pontos mechanizmusa nem ismert, azonban
bévebb ismeretek Dbirtokdban, a hatéanyag - sejtpenetrald peptid konjugatumok
tulajdonsagainak célzott tervezésével a konstrukcié hatékonysdga tovabb ndvelheto.

Munkam soran sejtpenetrald peptideket tartalmazé konjugatumok vizsgalataval foglalkoztam,

eldallitottam a konjugatumokat, tanulmanyoztam sejtbejutasuk maodjat, sejten beliili sorsukat.

1.1 Kalpain

1.1.1 Kalpain enzimcsalad - szerkezet

A kalpain enzimcsalddot citoszolban talalhato, Ca2+-ﬁigg6 cisztein proteazok alkotjak, melyek
katalitikus helye hasonl6 a papain-szerii proteazokéhoz [1]. El6szor 1964-ben Guroff fedezett
fel patkanyagyban egy ,,neutralis, kalcium-aktivalt proteazt”, melyet ma p-kalpain néven
ismeriink [2]. Tiszta kalpaint csak 1978-ban sikeriilt el6allitani [3]. Jelenleg 15 gén ismert a
human genomban, mely kiilonb6z6 kalpain homologokat kodol [4]. Szekvencia-
adatbazisokbol (PDB, UniProt, GenBank) kidertil, hogy a kalpaint kodold gének elterjedtek
az ¢él6 szervezetek kozott. A legtobb eukariotaban jelen vannak, azonban az ismert genommal
rendelkez6 baktériumok 95%-aban nem fordulnak el6 (pl. Escherichia Coli,
archeabaktériumok).

Hagyomanyos kalpainoknak nevezziik az m-és p-kalpaint (CAPN1/S1 illetve CAPN2/S1),
valamint a csirkébdl izolalt ,,m/p-kalpaint” (CAPN11/S1) [5]. Az m-és p-kalpain neve az
aktivalashoz sziikséges Ca”*-koncentraciora utal, az m-kalpainnal ez millimél, a p-kalpainnal
mikromol nagysagrendii. A hagyomanyos kalpainok egy nagy katalitikus alegységbdl (kb. 80

5



kDa) ¢és egy kis szabalyozo alegységbdl (kb. 30 kDa) all6 heterodimer fehérjék. A nagy
katalitikus alegység 4 doménre oszthatd: N-termindlis régio, proteaz domén (CysPc), C2-
szerli domén (C2L) illetve egy ,,penta-EF-hand” domén (PEF(L)). A kis szabalyozo6 alegység
egy glicinben gazdag doménbdl (GR) és egy ,,penta-EF-hand” doménbdl (PEF(S)) all.

A kalpain enzimeket csoportosithatjuk szerkezetiik, illetve expresszios profiljuk alapjan (1.
abra). Szerkezetiik szerint lehetnek tipikus, illetve atipikus kalpainok. Ezek kozos szerkezeti
eleme a nagy katalitikus alegységben talalhat6 proteaz domén (CysPc). Az atipikus kalpainok
nem tartalmaznak C2L és/vagy PEF domént. Az atipikus kalpainokon beliill tovabbi
alcsaladokat kiilonboztetnek meg, eukaridtakban ezek PalB, SOL és DEK 1 alcsaladok.

u-calpain: CAPN1/S1

Hagyomanyos kalpainok { m-calpain: CAPN2/S1
w/m*-calpain: CAPN11/S1

' Nagy Kis ]
katalitikus alegység szabalyoz¢ alegység
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CAPN2[mCL] CAPNS1[30K]
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1. ABRA: Kalpain enzimcsalad tagjainak vazlatos szerkezete ([4] mddositva)

A tipikus kalpainok szerkezete, melyek nem tartalmaznak kis szabdlyozo egységet,
megegyezik a hagyomanyos kalpainok nagy katalitikus alegységének szerkezetével. Az
emlOsokben talalhatd kalpainok koziil 9 enzim tipikus kalpain, az m-és p-kalpain nagy
katalitikus alegysége (CAPNI illetve CANPN2) mellett a CAPN3, CAPNS8, CAPNO,
CAPN11, CAPN12, CAPN13 és a CAPN14.



Génexpresszios profil alapjan szovetspecifikus, illetve minden szdovetben jelen levd
kalpainokat kiilonboztetiink meg (1. tablazat). A 15, emlésokben megtalalhato kalpain koziil 6
szovetspecifikus: CAPN3 (vazizmok), CAPN6 (placenta és embrié harantcsikolt izom),
CAPNS ¢s CAPNO (emésztoszervrendszer), CAPN11 (herék), CAPN12 (szOrtiisz0).

gén név szerkezet expresszio korkép

stroke, sclerosis

CAPN1  CAPN1 tipikus minden szdvet .
multiplex

minden szovet (kivéve

CAPN2 CAPN2 tipikus Alzheimer, Parkinson

vorosvértest)
CAPN3 CAPN3 tipikus vazizom végtagdvi izomdisztrofia
CAPN5 CAPN5 atipikus minden szdvet PCOS

placenta, embrid

CAPNG CAPNG atipikus harantcsikolt izom

nincs adat (n/a)

CAPN7 CAPN7 atipikus minden szévet Huntington-kor
katalitikus ~ CAPN8  CAPNS tipikus bélcsatorna n/a
alegység
CAPN9 CAPN9 tipikus bélcsatorna gyomorrak
CAPN10 CAPNI10 atipikus minden sz6vet diabetes mellitus
CAPN11 CAPN11 tipikus herék n/a
CAPN12 CAPN12 tipikus szOrtiisz6 Alzheimer-kor
CAPN13 CAPN13 tipikus minden szdvet n/a
CAPN14 CAPN14 tipikus minden sz6vet n/a
CAPN15 CAPN15 atipikus minden szdvet halyogképzidés
CAPN16 CAPN16 atipikus minden szovet n/a
Kis CAPNS1 CAPNS1 - minden szovet n/a
alegys®e  CAPNS2  CAPNS2 : minden szovet n/a

1. TABLAZAT: A kalpain enzimcsalad tagjai ([12], atdolgozva)

1.1.2 Akalpain enzimek aktivalasa és ennek szabalyozasa

A kalpain CysPc doménjében talalhato a ,katalitikus triad” — Cys105, His262, Asn286 [6]. A
CysPc protedz domén tovabbi két aldoménre (PC1 és PC2) oszthatd, a Cysl05 a PCI
aldoménben, mig a His262 és az Asn286 a PC2 aldoménben talalhat6. Inaktiv, Ca**-mentes
allapotban a két aldomén tavol van egymastol, a katalitikus triad tagjai nem tudjak kialakitani

az aktiv centrumot. Az m-kalpain heterodimerben legalabb 4 Ca?*-kotd hely van, a PEF(L) és
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PEF(S) kalmodulin-szerti domének, a C2L. doménben talalhatd savas hurok régid, valamint a
CysPc domén. A Ca®" kotédésekor lejatszodod térbeli valtozasok eredményeképpen a PC1 és
PC2 aldomén kozel keriil egymashoz, az enzim aktivalodik. Az in vitro kutatasok soran mért,
m- illetve p-kalpain aktivalaséhoz sziikséges Ca®*-koncentraciok sokkal nagyobbak, mint a
sejtekben normal fiziologias koriilmények kozott elérheté 50-300 nM [1]. A jelenség
magyarazatara tobbféle mechanizmust feltételeznek, melyek in vivo fokozzak az enzimek
Ca®*-érzékenységét, példaul az enzim autolizise [7], foszforilacioja [8], valamint

foszfolipidek [9] illetve aktivator fehérjék [10] enzimhez kotodése.

1.1.3 Fizioldgias funkciék

A kalpain enzimcsalad fiziologiai funkcidi sokfélék, de az egyes enzimek pontos szerepe nem
minden estben ismert. A kalpain enzimek a citoszolban, semleges kozegben Ca®"
megkdtésével csupan korlatozott szamu helyen hasitanak, ezért a tobbi intracelluldris
proteolitikus enzimrendszert6l (ubiquitin-proteaszéma; lizoszéma; kaszpazok) eltéréen nem
degradaljdk a szubsztratjaikat, hanem inkabb szabalyozzak szerkezetiiket és/vagy
aktivitasukat (un. modulator proteazok).

Részt vesznek kiilonb6zd kalcium-ion altal szabdlyozott sejten beliili folyamatokban [11],
mint példaul szignaltranszdukcio, sejtosztodas ¢és differencialodas, membranfuzio,
vérlemezke-aktivacio [12], sejtciklus [13] és génexpresszid szabalyozasa, apoptozis [14],
exocitozis [15], fehérje turnover, sejt adhézio és mobilitas [11]. A kalpain szerepe leginkabb
az utobbi két folyamatban ismert. Az enzim szubsztratjai kozott sok, adhéziés komplexben
fontos szerepet jatszo fehérje is van. Igy az enzim képes megsziintetni a sejtmembran és a
citoszkeleton kozti kapcsolatot (sejtmozgaskor a sejt ,hatuljan” az adhéziés komplex
bontasaval), de mozg6 (spreading) sejtekben egy integrin-tartalmu cluster 1étrehozéaséban is
részt vehet, Uj adhézios komplexet 1étrehozva. A két latszolag ellentétes folyamat molekularis
mechanizmusa nem ismert, de valdszinli, hogy a mozgéasban 1év6 polarizalt sejtben a kalpain
eloszlasa aszimmetrikus a sejt ,,eleje” €s ,,hatulja” kozott (részletes Osszefoglalo: [1, 11]).

A kalpain enzimek az egyedfejlodésben is fontos szerepet jatszanak [5, 16]. CAPN4
génkiiitott egereket vizsgalva megallapitottak, hogy ha fejlédés soran se az m-, se a p-kalpain
nem fejezddik ki, az embrid 11 és fél napos koraban elpusztul kardiovaszkularis és

vorosvértest-képzodési zavarok miatt.



1.1.4 Betegségek kialakulasaban jatszott szerepiik

Az elozéek alapjan a kalpain enzimek megvaltozott miikddése kiilonb6zo korképek
kialakulasahoz vezethet (1. tdblazat). A betegségek kialakulasaban mind a kalpain alul-, mind
a talmitkodése (downregulation, upregulation) szerepet jatszhat [12, 17].

Talzott kalpain aktivitds esetén neuromuszkularis és neurodegenerativ betegségek
alakulhatnak ki, példaul Alzheimer-kor, Huntington-kor, Parkinson-koér, sclerosis multiplex,
Duchenne és Becker muszkuléris disztrofia, végtagovi izomdisztrofia, halyogok képzddése.
Ischaemids stroke, traumas agysériilés, illetve neurodegenerativ megbetegedések esetén a
Ca’*-szint jelentésen megemelkedik a sejtekben, igy a kiilonbozé Ca®*-fiiggd protedzok,
foként az m — és p-kalpain tulaktivalodnak. Ennek hataséara a sériilt idegsejtekben elkezdddik
a citoszkeletont alkotd, és mas citoszolban taldlhat6é fehérjék kontrollalatlan lebontasa, ami
végll apoptozist eredményezhet. Az Alzheimer-kor sordn az agyban neurofibrillaris kotegek
(NFT) jelennek meg. Ezek egyik fo alkotdja a t-fehérje, melynek hiperfoszforilacigjat a
kalpainok is elésegitik. A legtobb izomdisztrofidss megbetegedés a Ca?*-haztarts
egyensulyanak felboruldsaval jar egyiitt. Duchenne és Becker muszkularis disztrofia esetén a
disztrofin (dystrophin) fehérje hibasan mikodik, ennek kovetkezményeként az izmokban
megemelkedik a Ca?*-szint, a ,,talaktivalodott” kalpain pedig az izomsejtek elhalaséhoz vezet.
A kalpain csokkent miikodése kapcsolatba hozhato 2-es tipust diabetes mellitus, policisztas
ovarium szindroma (PCOS), a metabolikus szindroma, illetve kiilonb6z6 tumoros
megbetegedések kialakulasaval.

Sok karcinogenezissel Osszefliggésbe hozhatdé gén (onkogének, tumorszurpresszorok) altal
kodolt fehérje szubsztratja a kalpainnak, példaul a c-fos, c-jun, p53, p60scr, NF2, az
Osztrogén-receptor, illetve a sejtadhézidoban szerepet jatszo integrin. [18]. Bizonyitott, hogy a
CALPNY tumorszupresszorként miikodik ¢és 0Osszefliggésbe hozhatdé a gyomorrdk

kialakulasanak megakadalyozasaval [17].

1.1.5 Kalpasztatin

A hagyomanyos kalpainok egyetlen specifikus, endogén inhibitora a kalpasztatin [19]. A
fehérje 4 ismétlddd inhibitor doménbdl all (1. abra), amelyek tovabbi harom, koriilbeliil 20
aminosavbol 4ll6 régidra oszthatok (A, B és C). Ismeretes, hogy a kalpain gatldsdban csak a B
régio6 vesz részt [20]. A kalpasztatin szekvencidja a kiilonbozd fajok kozott nem azonos, ezért

sokaig nem sikeriilt megfejteni, hogy hogyan képes specifikusan gatolni a kalpaint.
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Az m-kalpain 3D szerkezetének felderitése azonban részben magyarazatot adott erre a
kérdésre [21]. A kalpain aktiv helyéhez a B régio szekvenciajanak csupan egy, mind a 4
doménben azonos szakasza (TIPPxYR) kot. Az inhibitor domén nem vesz fel masodlagos
szerkezetet, ezaltal a B régi6 tobbi részére ,,kilog” az aktiv helyrdl, igy elkertili a proteolizist.
Az irodalomban mar ismert volt, hogy az A és C régionak nincs inhibitor hatasa a kalpainra,
azonban Friedrich és munkatarsai [22] kimutattak, hogy az A és C régi6 szekvencidjaval
megegyez0 oligopeptidek aktivaljdk az izolalt kalpaint. Az SGKSGMDAALDDLIDTLLG
(KalpA peptid) és SKIPIGPDDAIDALSSDFTS (KalpC peptid) régionak megfeleld peptidek
hatdsat humén vordsvértestbdl izoldlt m — és p—kalpainon vizsgaltdk. Az enzim aktivitasat
spektrofotometriasan mérték a LysTyr-AMC szubsztrat segitségével. Az eredmények
egyértelmiien azt mutattdk, hogy mind az m-, mind a u—kalpain aktivitasat novelte a két
peptid jelenléte kiilon-kiilon, de sokkal nagyobb aktivitasndvekedést mértek, ha az enzimhez a
peptidek 1:1 aranyu keverékét adtak. A kalpasztatin nem csak inhibitora, hanem szubsztratja
is a kalpain enzimnek, hasitasa soran az inhibitor hatasért felelés B régio degradalodik, az A
és C régid viszont tobbé-kevésbé valtozatlan formaban visszamaradva kotédik a kalpainhoz
[22]. Mivel ezen két fragmens hatasara az enzim aktivitisa megnd konstans Ca’*-
koncentraci6 mellett, elmondhato, hogy a kalpasztatin kozvetve képes fokozni a kalpain
enzim Ca®*-érzékenységét.

Ahhoz hogy a két izolalt, kalpaint aktivalo peptidet alkalmazni tudjuk sejten beliili
vizsgalatok céljara, be kell oket juttatni a sejtbe, ugyanis a két peptid mérete és felépitése
alapjan nem képes a sejtek membranjan atjutni. Az irodalomban tobb hivatkozas talalhato a
fehérjék altal segitett internalizacidjardl [23, 24]. Ezen megfigyelésekbdl kiindulva Bandczi
és munkatarsai eloallitottak a két peptid sejtpenetrald peptiddel alkotott konjugatumait [25]. A
KalpA és KalpC peptideket penetratinnal konjugaltak amid-, tioéter- vagy diszulfidhid kotés
kialakitasaval. Azt tanulmanyoztak, hogy a sejtfelvétel és az intracellularis kalpain aktivalas
mértéke hogyan fligg a komponensek kozti kémiai kotés tipusatol. Az amid- és a tioéter kotés
stabil a sejten beliil is, azonban a diszulfid kotéssel Gsszekapcsolt konjugatum sorsa nem
egyértelmii. A sejten belill miik6dé glutation-rendszer redukalhatja a diszulfidhidat [26]. A
kalpain—aktivitas vizsgalatokbdl az deriilt ki, hogy a konjugacio soran a két alkotorész kozott
kialakitott kémiai kotés milyensége nem befolyasolta a KalpA ¢és KalpC m-kalpain aktivalo
hatasat, ugyanakkor a konjugatumok hatasosabbnak bizonyultak a szabad KalpA és KalpC
peptideknél. A konjugatumok sejtbejutasanak vizsgalatit COS-7 sejteken végezték, mely
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mérésekhez fluoreszcensen jelolt konjugatumokat allitottak eld €s fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltak azok internalizacigjat. A jelolt konjugatumokban a fluoreszcens molekulat (4-(7-
hidroxikumaril)-ecetsav, (Hca)) a penetratin N-terminalis amino-csoportjahoz kapcsoltak
amid kotésen keresztiil. Mindharom konjugatum internalizalodott, fiiggetleniil a fragmensek
kozott kialakitott kémiai kotéstol. A konjugatumok a sejten beliil homogén eloszlast mutattak.
A diszulfidhid stabilitasanak vizsgalatahoz duplan jelolt konjugatumot készitettek, a
penetratin N-terminalishoz ebben az esetben is Hca-t, mig a KalpC peptidben talalhato Lys
g—amino-csoportjahoz 5(6)-karboxifluoreszceint (fluoreszcein, cf) kapcsoltak. A COS-7
sejtekben mindkét fluoreszcens molekula jele megfigyelhetd volt, és azonos eloszlasat
mutatott.

A KalpA ¢és KalpC peptid kalpain aktivalo hatasat ex vivo is vizsgaltak patkanyagy-szeleteken
[27]. Ebben az esetben a két peptid N-termindalisara oktaarginint, mint sejtpenetrald peptidet
¢épitettek be. A patkany hippokampusz-szeleteket eldszor egy sejtpenetrald, FRET (Forster
Resonance Energy Transfer), elvén miikodd szubsztrattal kezeltek. A szubsztratban talalhato
EDANS (N-(2-aminoetil)-5-amino-1-naftalinszulfonsav) molekula fluoreszcencia jelét csak akkor
detektalhatjuk, ha a kalpain enzim elhasitja a szubsztrat molekulat. A csak szubsztrattal kezelt
agyszovetek esetén fluoreszcenciat nem észleltek, ha azonban a szubsztrattal torténd kezelés
utan KalpA és KalpC peptidek konjugatumaival is inkubaltak az agyszovetet, akkor bizonyos
sejtek fluoreszkaltak. Ez arra utal, hogy a sejtekbe jutott szubsztrat molekulat az aktivald
peptidek altal aktivalt kalpain elhasitja. Tovabba megfigyelték, hogy nagy koncentracioban
(100 uM) alkalmazva az aktivaldo peptideket, azok szoveti karosodast okoztak a

hippokampuszban, ennek oka valoszintileg a tulzott kalpain aktivalas.

1.2 Sejtpenetralo peptidek

Sejtpenetrald peptidnek azokat a természetes vagy szintetikus oligopeptideket nevezziik,
melyek képesek a sejtek membranjan 4thatolni, és a hozzajuk kapcsolt vegyiileteket a
citoszolba juttatni [28]. Az elsé sejtpenetrald peptidet 1988-ban fedezték fel; a HIV-I Tat
fehérje 86 aminosavbol allo fragmense bejutott a sejtekbe [29]. 3 évvel késobb a Drosophila
hosszll régidjarol bizonyosodott be, hogy képes bejutni idegsejtekbe [30]. A kovetkezd
években szamos sejtpenetrald peptidet azonositottak, valamint kutatdsok kezdddtek még

hatékonyabb sejtbejutasi képességgel rendelkezd szintetikus peptidek tervezésével.
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A sejtpenetrald peptidek fontossaga abban rejlik, hogy valtozatos molekuldkat képesek sejtbe
juttatni. Szamos biologiailag aktiv makromolekula és kisméretli hatdéanyag sejtbe jutdsat
akadalyozza nagy méretiik, vagy nem megfeleld szerkezetiik, de sejtpenetralé peptidekhez
kotve atjutnak a sejtmembranon ¢€s alkalmasak kiilonb6z6 intracellularis folyamatok, mint
példaul a sejtmigracid €s az apoptdzis szabalyozasara és vizsgalatara.

Kutatasok folynak peptidek, fehérjék, antiszenz oligonukleotidok (ODN), peptidnukleinsavak
(PNS), ujabban kismolekulas terapids szerek (példaul Taxol, cyclosporin A, methotrexate,
daunomicin), kvantum pottyok és MRI kontrasztanyagok sejtbejuttatdsaval kapcsolatosan. A
kiilonbozo sejtpenetrald peptidek altal szallitott molekulakrol részletesen beszamol a [28, 31,
32] hivatkozas.

A sejtpenetrald peptidek sejtbe jutasanak mechanizmusa még nem tisztazott. Noha sok
tulajdonsaguk megegyezik, valosziniileg csalddonként eltérd modon jutnak be a sejtekbe.
Bizonyitékok vannak az endocitozis és az energia-fiiggetlen internalizaci6 mellett is. A
legijabb kutatasok szerint [33] alacsony koncentracioban kétlépéses endocitozis a
legval6sziniibb mechanizmus, el6észor endocitotikus ttvonalon a peptid bejut a sejtbe, majd az
endoszémabal ,kiszabadulva” a citoszolba keriil. A sejtpenetralo peptidek bejutasanak
vizsgalatara leggyakrabban hasznalt médszerek az dramlasos citometria (FACS), a konfokalis

mikroszkdpia és a tomegspektroszkopia.

1.2.1 Penetratin

Az egyik legtobbet tanulmanyozott és hasznalt sejtpenetrald peptid a penetratin. Joliot és
munkatarsai idegsejtek morfogenezisének tanulmanyozasakor vették észre, hogy a Drosophila
Antennapedia fehérje homeodoménjének megfeleld 60 aminosavbol 4all6 peptid atjut az
idegsejtek membranjan, majd a sejtmagban lokalizalodik [30]. A meglepd felfedezést tovabb
vizsgalva, pontmutacidkat végezve a peptiden kideriilt, hogy a harom a-hélixbdl alld
homeodomén harmadik hélixében taldlhatdé a bejutdsért felelds régio [34]. Kiilonbozd
szintetikus peptidek vizsgalataval megallapitottdk, hogy a hélix 16 aminosavbol allo része
(®*RQIKIWFQNRRMKWKK?®) is képes bejutni idegsejtekbe, ezt a peptidet nevezziik
penetratinnak. Az internalizaciot az N-terminalis amino-csoporthoz 5-amino-pentansav
spaceren keresztiil kapcsolt biotinnal kovették. Az ezutan elvégzett szisztematikus vizsgéalatok

eredményeinek részletes leirdsa az [28] Osszefoglaloban olvashatd, melyek f6 eredménye egy
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minimélis szekvencia, a *RRMKWKK® heptamer kivalasztasa, amely sziikséges ¢és
elégséges HaCaT human fibroblaszt és A549 human tiidérak sejtekbe valo bejutashoz.

A penetratin sejtbe jutasdnak mechanizmusat ma is vizsgaljak, egyértelmii valaszt csakagy,
mint a tobbi sejtpenetrald peptid esetén, még nem sikeriilt kapni. A szerkezeti elemek bejutést
befolydsold szerepére biologiai rendszerekben végzett szerkezet-hatds Gsszefliggés
vizsgalatokbol kovetkeztetnek (bdvebben [35]), mig a peptid-lipid kolcsonhatast foként
mesterséges modelleken vizsgaljak [36]. A legijabb eredmények [36, 37, 32] azt
valoszintsitik, hogy a penetratin sejtbejutdsa az extracellularis koncentraciotol fiiggden
kétféle modon torténhet: alacsony, 2 uM alatti extracellularis koncentracid esetén a tobbi
sejtpenetrald peptiddel ellentétben direkt transzlokécioval, ennél magasabb koncentracid
esetén pedig a direkt transzlokacio mellett szialsav-, illetve glilkozaminoglikanok altal medialt
endocitdzissal internalizalodik.

A penetratint és a beldle szarmaztatott peptideket felfedezésiik ota sikeresen alkalmazzak
hatdéanyagok, fehérjék, peptidek, oligonukleotidok, peptidnukleinsavak és kis interferald6 RNS
(siRNS) sejtbe juttatdsara. A kiillonboz6 bejuttatott molekulakrol részletes leiras talalhato az
irodalomban [28, 35]. Noha taldlhaté hivatkozés fehérjékrdl [38, 39], melyekhez penetratint
fuzionaltattak, a moddszer nem til elterjedt, mivel a sejtekbe jutds mértéke alacsony.
Rendkiviil elterjedt viszont az a modszer, mikor a bejuttatni kivant vegyiiletet, mely csak a
fehérje azon részét tartalmazza, mely a hatasért felelds, kovalens kotéssel kapcsoljak a
penetratinhoz. Ezen esetekben a molekula a penetratin C - vagy N-terminalisahoz
kapcsolodik, leggyakrabban amid kotéssel. Egy masik lehetséges modszer mikor a
konjugatumot diszulfidhiddal kapcsoljadk 0Ossze, ekkor a penetratin N-termindlisara egy
ciszteint épitenek be. Ekkor a széllitando molekuldban is ki kell alakitani egy tiolcsoportot, ha
nincs benne. Peptidek esetén a penetratinhoz hasonldan jarnak el, oligonukleotidokban pedig

az 5’-foszfat-csoportot modositjak.

1.3 Fluoreszcens jelzés

A fluoreszcens jelz6technikak lehet6vé teszik kiillonb6z6 komplex biomolekularis folyamatok
megfigyelését nagy érzékenységgel, ezért rendkiviill népszerliek a modern bioldgiai
kutatasokban.

Fluoreszcenciat 4ltaldban poliaromés szénhidrogének és heterociklusok mutatnak. A

fluoreszcencia egy haromlépéses folyamat (2. abra). Els6 1épésként elektromagneses sugarzas
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hataséra a fluorofor molekula(részlet) egyik, vegyértékhéjon talalhato elektronja hvgerjessesi
energia elnyelésével Sy alapallapotabol egy S; gerjesztett allapotba keriil, majd {itkozések
soran ho formajaban atadja energiafeleslegének egy részét a kdrnyezé molekulaknak, igy az
S;  gerjesztett allapot legalacsonyabb energiaszintjére keriil. Hogy visszakeriiljon
alapallapotaba, a két energiaszint kozotti kiilonbségnek megfeleld energidju fotont bocsat ki,
tehat a molekula fényt emittdl. Az energiamegmaradas torvénye alapjan az emittalt fény
NVemisszios €nergiaja mindig kisebb, azaz hullimhossza nagyobb, mint a gerjesztd sugarzasé. A
két energia kozti kiilonbséget Stokes-shiftnek (Stokes-eltolodas) nevezziik. Nagy intenzitast
megvilagitds esetén a fluoroféor molekula elveszitheti fluoreszcens képességét

(photobleaching), ez problémat okozhat idofiiggé mikroszkopos vizsgalatoknal.

S4
A A\AL gerjesztett
—) allapotok
E
abszorpcié emisszié
gerjesztés fluoreszcencia
S L 4 alapaliapot

2. ABRA: A fluoreszcencia jelenségének kialakulasa Jablonski-diagramon szemléltetve [40]

A fluoreszcens jelzés torténhet kémiai vagy géntechnoldgiai modszerrel [41]. Utdbbi mddszer
soran olyan fuzios fehérjét készitenek, mely genetikai kodja tartalmaz egy fluoreszcens
fehérjedomén kodot is a megjeldlni kivant fehérje kodja mellett. A sejtekben igy termelddo
vizsgalando fehérje a beépitett fluoreszcens domeén segitségeével vizsgalhato. Leggyakrabban a
GFP (green fluorescent protein), YFP (yellow fluorescent protein) illetve RFP (red
fluorescent protein) genetikai kodjat hasznaljak. Elényiik, hogy fotostabilak, magas a
kvantumhasznositasi tényezdjiik, hatranyuk azonban, hogy gyakran asszocidtumokat hoznak
létre, érzékenyek a kornyezeti hatdsokra (pH, homérséklet, O,-koncentracio, stb.), egyes
fehérjék esetén pedig a fluoreszcencia megjelenése lassu, akar 30 orat is igénybe vehet. Nem
célszerl a jelolés ezen tipusat alkalmazni, ha a megjeldlni kivant fehérje vagy peptid sokkal
kisebb méretli, hiszen ekkor az eredményeket befolyasolhatja a nagyméretii jelzOmolekula
jelenléte.

Kémiai jelolést fehérjéknél (peptideknél), nukleinsavaknal és membranoknal alkalmaznak
foként. A jelold anyagokat megkiilonbdztethetjiik aszerint, hogy eredetileg a jelolendd

14



molekula részei-e (természetes fluoroforok), vagy egy kémiai reakcio segitségével épitjiik be
oket vizsgalandd molekuldba (extrinsic fluoroforok). Természetes fluoroforok példaul a
fehérjékben eléforduld aromas aminosavak (fenilalanin, tirozin, triptofan), illetve az enzim
kofaktorok (NADH, FAD, porfirinek). A kiilsé fluoroférok kozott vannak nem kovalens
kotéssel kapcesolodoak is (8-anilino-1-naftalinszulfonsav (ANS), 2-(p-toluidinil)-naftalén-
6-szulfonsav (2,6-TNS)), de a legtobb jelzomolekula kovalens kotéssel kapesolodik a jeldlni
kivant molekuldhoz.

Ma mar az egész spektrumot lefedik a forgalomban 1évé fluoroférok, mind gerjesztési, mind
emisszios hullamhosszban, s6t adott hulldmhossz tartomanyon beliil is rendkiviil sok vegyiilet
koziil valogathatunk. A fluorofér molekuldkban kialakitanak egy reaktiv csoportot is, ez
alakitja ki a kotést a jelolendd fehérje vagy peptid megfeleld reaktiv csoportjaval. Aszerint,
hogy milyen funkcios csoporthoz kapcsoldodnak, megkiilonboztethetiink pl. tiol- és amino-
reaktiv fluoroférokat [42]. Az elObbiekben alkil-halid, jodoacetamid, maleimid reaktiv
csoportokat épitenek ki leggyakrabban, de rengeteg mas szarmazék is 1étezik.

Peptidek, fehérjék esetében foként amino-reaktiv fluorofér-szarmazékokat hasznalnak, de mar
vasarolhatok jelolt aminosav-szarmazékok is, igy nem kell kiilon végrehajtani a konjugaciot, a
peptid felépitésekor egyben a jelolés is megtorténik. Az amino-reaktiv fluoroforok
leggyakrabban karbonsav, szukcinimidil-észter vagy szulfonil-klorid szarmazékok, de vannak
forgalomban példaul tetrafluorfenil-észter, izotiocianat és aldehid szarmazékok is.
Fluoroforok jellemzése leggyakrabban a gerjesztési és emisszios hullimhossztartoméanyok, a
Stokes-shift, a fluoreszcens ¢élettartam, a molaris extinkcidos koefficiens (g), és a
kvantumhatasfok megadasaval torténik. Ezen adatok és az irodalmi elézmények alapjan lehet

kivalasztani a kisérleti koriilményekhez leginkabb megfeleld jelz6 molekulat/molekulapart (2.

tablazat).
rovidités név Ageresztesi | MM Aemisszios / NM
cf 5(6)-karboxifluoreszcein 492 520
rod 5(6)-karboxi-tetrametil-rodamin 565 580
Cy7® - 743 767
EDANS N-(2-aminoetil)-5-amino-1-naftalinszulfonsav 335 493
Hca 4-(7-hidroxikumaril)-ecetsav 353 442

2. TABLAZAT: Néhany gyakran haszndlt fluoreszcens jelz6molekula gerjesztési és emisszids hullimhossza
[42]
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A technologia fejlédésével sorra sziiletnek az Gjabb €s ijabb fluoreszcens technikak, melyek
egyre nagyobb felbontast ¢és szelektivitast tesznek lehetdvé, ezzel kiszolgalva a bioldgiai
kutatasokat [43]. Ilyenek példdul a FRET, FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging
Microscopy), FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching), FCS (Fluorescence
Correlation Spectroscopy), FIONA (Fluorescence Imaging with One Nanometer Accuracy),
¢s a fluoreszcens anizotropia.

Rendkiviil elterjedtek a fluorofor-fluorofor kolesonhatast kihasznald technikak, leginkabb a
FRET [42]. Ekkor a donor fluorofér gerjesztett elektronja az alapallapotba torténd visszatérés
soran nem emittal fényt, energiajat sugarzdsmentes modon egy szomszédos molekuldnak
(akceptor) adja at. A FRET Iétrejottének feltétele, hogy a donor emisszios spektruma és az
akceptor abszorpcios spektruma kozott atfedés legyen, és a donor és az akceptor bizonyos
tavolsagon (10 — 100 A) beliil legyen kozel parhuzamos dipolus-orientacioval. Azt a
tavolsagot, ahol az energiatranszfer 50%-os hatékonysaggal jatszodik le, a Forster-sugarnak
nevezzik, mértéke a donor és akceptor spektralis tulajdonsagaitol fiigg.

A FRET-et hasznaljak az akceptor és donor kozti tavolsdg mérésére, példaul fehérjék
masodlagos szerkezetének jellemzésére [44]. A biologiai kutatdsokban foként asszocidcios
illetve disszociacios reakciok kovetésére alkalmazzak, ekkor nincs sziikség a tavolsag pontos
mérésére. Az irodalomban féként DNS-analitikai eredmények (PCR, DNS-hez valo kotodés
vizsgalata) elérhetdéek [45], de fehérjék felgombolyodasat, hidrolizisét [46], membranok
fuziojat, receptor-ligandum kolcsonhatasokat [47] is sikerrel vizsgaltak mar FRET
segitségével.

A FRET sikeres kihasznéalasahoz sziikséges, hogy az alkalmazni kivant modszernek megfeleld
donor-akceptor part talaljunk, illetve a jelolendd molekulan/molekulakon belill a
fluoroférokat jo helyre épitsiik be. Ez gyakran meglehetdsen nehéz feladat. A valasztott donor
emisszios spektrumanak atfedésben kell lennie az akceptor abszorpcids spektrumaval, viszont
problémat jelent, ha a gerjesztéshez hasznalt hulliamhosszon a donor elnyelése is jelentds.

Erre megoldast jelenthet in. dark quencher molekulak akceptorként vald haszndlata. Ezek a
vegyiiletek a donor energidjat elnyelik (quenchelik), de sajat fluoreszcencidval nem
rendelkeznek, fényt nem emittalnak, hé forméjaban szabadulnak meg az energiafeleslegtol.
Kereskedelmi forgalomban szamos ilyen tulajdonsagu vegyiilet elérhetd, példaul DABCYL
(4-(4-dimetilaminofenilazo)benzoesav), DANSYL (5-(dimetilamino)-1-naftalinszulfonil-
klorid) , Black Berry®, QSY® és BHQ® csalad.
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Elonyiik példaul konfokalis fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok soran, hogy az akceptor
emisszidja nem zavarja a mérést, hatranyuk viszont, hogy kolokalizaci6é vizsgalatdra nem
alkalmasak, mivel csak az egyik komponens hollétérdl kapunk informaciodt a fluoreszcencia
alapjan.

Vegyiiletek eloszlasanak, lokalizacidjanak meghatarozasara alkalmas a konfokalis
fluoreszcens mikroszkop [48], mellyel tobb fokalis sikban készithetlink felvételeket, ezért
pontosabb helymeghatarozast tesz lehetové, mint a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkop.
Utdbbival az egész minta fluoreszcencidjat egyben latjuk, azonban a konfokalis mikroszkop
hasznalatakor a minta ,felszeletelésével” pontosan lathatd, hogy az érzékelt fluoreszcencia
honnan érkezik. Megkiilonboztethetd példaul, hogy a vegyiilet fluoreszcencidja a
membranrdl, illetve a sejten beliilrdl érkezik-e. A bejuttatott anyag sejten beliili eloszlasa is
vizsgalhatd, de az egyes sikok Osszeszerkesztésével a minta 3 dimenzids képét is
megkaphatjuk. A konfokalis optika (3. dbra) alkalmazasakor a megvilagitas foliilrol torténik,
megvaltoztatasaval tudjuk kivalasztani. A mintabdl érkezo fénybdl optikai racs segitségével
valaszthatjuk ki azt a keskeny hulldmhossz-tartoményt, amit vizsgalni szeretnénk. Mivel a
modszer kis teriiletet vizsgal egyszerre, nagy intenzitasu gerjesztésre van sziikség a megfeleld

fluoreszcens jel detektaldsdhoz, ezért az ilyen mikroszkopokban lézergerjesztést alkalmaznak.

Gerjesztés
Emittait
fény
Dikroikus B — []I Detektor '
tukor " | ﬂ ki
e e
I optikai rics
z
y > x
N .7
BB 2222 a— Fokilis 8ik
- ¥ Fluoroférral jelzett minta

Targylemez

3. ABRA: A konfokalis optika miikodési elve [49]
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Az egyik leggyakrabban hasznalt donor-akceptor par a fluoreszcein és a 5(6)-
karboxitetrametilrodamin (rodamin, rod). Népszertiségiik oka, hogy mindkettd gerjesztése
megoldhato a konfokalis mikroszkopoknal hasznalt 1ézerekkel, Forster-sugaruk pedig relativ

rrrrrr

alkalmazzak ezt a FRET-part [41,45].

1.4 Szilard-fazisa peptidszintézis

Peptidek eldallithatok génexpresszioval és kémiai szintézissel. Eldbbivel csak genetikai
koddal rendelkezd aminosavakbol allo, kelld hosszusagu linedris peptidek hozhatok létre.
Kémiai szintézissel azonban D-, vagy mas nem természetes aminosavakat tartalmazo,
elagazdsos ¢és ciklikus peptidek, valamint fluoreszcens vagy izotopjelzett szdrmazékok is
készithetok.

torténik. A nem kivanatos termékek keletkezését meggatolhatjuk amino-, karboxil-, valamint
oldallanc véddcsoportok hasznalataval.

A kémiai szintézisen beliil két nagy moddszer kiilonbdztetd meg, az oldatfazisu és a
szilardfazisu peptidszintézis. Laboratoriumi kutatdsok soran foként a szilard fazisu szintézist
(SPPS) hasznaljak, oldatfazisi szintézisek az iparban jellemzdek. A SPPS nagy elénye, hogy
gyorsan, viszonylag nagy tisztasagu peptidet lehet vele eldallitani hosszadalmas tisztitasi
miiveletek nélkiil. A miveletek automatizalhatdak, léteznek peptidszintetizator késziilekek,
melyek néhany esetben képesek kivaltani a laboratériumi manualis munkat. Hatrdnya viszont,
hogy mivel a szintézis sikerességéhez minden egyes aminosav kapcsoldsanak legalabb 99,5%-
os konverzioval kell lezajlania, az aminosav-szarmazékokat nagy (3-10-szeres) feleslegben
kell alkalmazni, ez pedig jelentdsen megdragitja a modszert.

A szilard fazisu peptidszintézis alapelvét Robert Bruce Merrifield publikalta 1963-ban [50],
mely felfedezését 1984-ben Nobel-dijjal ismerték el. A modszer soran a C-terminalis fel6l
haladunk az N-terminalis felé a peptid felépitésekor. (Voltak probalkozasok a természetben a
riboszémakon lejatszodo fehérjeszintézis irdnyanak megfeleld N-terminalis — C-terminalis
iranyu szintézisre is, de ekkor a racemizacio jelentds volt.)

A szilard fazist szintézis soran el0szor az elsd, amino-csoportjan védett aminosavat karboxil-

csoportjan keresztiil egy szilard hordozohoz (gyanta) kapcsoljuk, majd az o- amino-csoportrol
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eltavolitva a véddcsoportot a kovetkezd, szintén védett aminosavat az el6z0 aminosav
szabadda valt amino-csoportjahoz kapcsoljuk.

fligg, hogy melyik alkalmazasa elonydsebb:

A Boc/Bzl stratégia [51] alapja, hogy az o—amino-csoportot védé (atmeneti) és az oldallancot
védo (allando) véddcsoport kiillonbozo erdsségii savakra hasad. Az a—amino-csoportot védo
terc-butiloxikarbonil (Boc) csoport kozepesen erés savakkal (pl. trifluorecetsav, TFA)
hasithato, lagokkal és nukleofil reagensekkel szemben azonban ellenallo. Az oldallancokban
talalhatdo funkcids csoportokat foként benzil-véddcsoporttal (Bzl), illetve szarmazékaival
védjik (3. tdblazat), mivel ezek csak erds savval tavolithatok el. Az elsé aminosav €s a gyanta
kozotti kotésnek savstabilnak kell lennie, hogy az atmeneti Boc-véddcsoport hasitasakor a
peptid ne hasadjon le a gyantarol. A Boc védécesoport hasitasakor az a—amino-csoport sot
képez a trifluor-ecetsavval, ezért az atmeneti védGcsoport hasitasa utan egy semlegesitési
1épés kovetkezik 5-10 V/V%-0s N,N-diizopropil-ctilamin (DIEA)/diklor-metan (DCM)
oldattal. A szintézis befejezésekor a peptidet a gyantardl ezért csak erds savakkal (hidrogén-
fluorid (HF), trifluormetanszulfonsav (TFMSA), trimetil-szilil-triflit (TMSOTT)) lehet
eltavolitani, ekkor az oldallanc véddécsoportok is hasadnak.

A modszer hatranya, hogy a HF-os hasitds csak specidlis késziilékben torténhet. Savas
kornyezetre, oxidaciora €s alkilezdédésre hajlamos aminosavat (Tyr, Cys, Met, Trp) tartalmazo
szekvenciak esetén még gyokfogok és redukaloszerek (leggyakrabban p-krezol, tioanizol, 1,4-
ditiotreitol (DTT)) alkalmazdsakor is gyakoriak a mellékreakciok.

Az Fmoc/'Bu stratégia [52] ortogonalis védcsoportokat hasznal. Az atmeneti védécsoport a
9-fluorenilmetoxikarbonil (Fmoc) csoport, mely rezisztens savakra, de gyenge szerves
bazisok (piperidin, 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-én (DBU)) hasitjak. Az allando
védbesoportok sokfélék lehetnek (3. tablazat), példaul terc-butil- (‘Bu), tritil- (Trt), Boc, stb.
azonban koz0s tulajdonsaguk, hogy savlabilisak. A peptidet a gyantarol altalaban TFA-val
hasitjak, ezzel egyben a véddcsoportok is eltavolithatok. Hasitaskor reaktiv karbokationok
keletkeznek, az alkilez6dés elkeriilésének érdekében gyokfogdkat (scavenger) adnak a
hasitéelegyhez (fenol, 1,2-etanditiol (EDT), tioanizol).

A modszer elénye, hogy olyan szekvencidk is elkészithetdk, melyek Boc/Bzl technikdval
nem, mivel savra érzékeny, oxidacidra €s alkilezddésre hajlamos aminosavakat (Trp, Cys,
Met, Tyr) tartalmaznak. Az Asp-Pro kotés savlabilis, ezért szintén elénydsebb Fmoc/ 'Bu

stratégiat hasznalni, ha eléfordul ez a részlet a szekvencidban. Tovabbi eldny, hogy nincs HF-
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os hasitas, tehat nincs sziikség specidlis késziilékre. Hatranya azonban, hogy a szintézishez

hasznalt gyanta és aminosav-szarmazékok dragabbak.

\ ) Boc/Bzl Fmoc/'Bu
védendd
csoport  — avidités név rovidités név
hidroxil Bzl benzil- 'Bu terc-butil-
szulfhidril Meb 4-metilbenzil- Trt tritil-
amino 2-ClZ 2-klor-benziloxikarbonil- Boc terc-butiloxikarbonil-
karboxil OcHex ciklohexil-észter- O'Bu terc-butil-észter-
amid Xan xantil- Trt tritil-
BT[‘I’\Im beziloximetil- %‘;\Im terc-butiloximetil-
imidazol ('N) (N)
Dnp ("N) dinitrofenil- Trt ('N) tritil-
guanidino Mits 2,3,,6-tr|met|I.- Pbf 2,2,4,6,7-pentametlI-d1h_1drobenzofuran-
benzénszulfonil- 6-szulfonil-
indol Hoc ciklohexiloxikarbonil- Boc terc-butiloxikarbonil-

3. TABLAZAT: SPPS soran leggyakrabban hasznalt oldallanc véd6csoportok [55]

Mindkét stratégia soran aktivalt aminosav-szarmazékokat hasznalunk a kapcsoldshoz.
Tobbféle modszer ismert a karboxil-csoport aktivalasra (azidos, sav-kloridos, vegyes-
anhidrides, szimmetrikus-anhidrides, Leuchs-anhidrides, karbodiimides), azonban szilard
fazisu szintéziseknél leggyakrabban az in situ aktiv-észteres aktivalast alkalmazzak. Boc/Bzl
technikanal ~ N,N’-diciklohexil-karbodiimid (DCC) ¢és 1-hidroxi-benzotriazol (HOBL)
hozzaadasaval keletkezik az aktiv-észter, Fmoc/ 'Bu technikanal N,N’-diizopropil-
karbodiimid (DIC) és HOBt kapcsoloszereket hasznalnak.

A kapcsolasi reakciok sikerességét ellendrizni kell, erre jelenleg két, szinreakcion alapulo
modszer terjedt el. A Kaiser- vagy ninhidrin-teszt [53] alapja, hogy a szabad primer-amino-
csoporttal rendelkezd vegyiiletek ninhidrinnel kékes szinii vegytiletet képeznek. A szekunder-
amino-csoporttal rendelkez6 prolin esetében azonban a keletkez6 vegyiilet ugyanolyan sarga,
mint a szintézishez alkalmazott gyanta, ezért a prolin utini aminosav kapcsolasanak
eredményességét izatin teszttel vizsgaljak [54]. Sikertelen kapcsolds esetén a gyantaszemek
vorosesbarnara szinezédnek.

A szilard hordozo6 (gyanta) leggyakrabban polisztirén-1,2-divinilbenzol kopolimer alapi. A
legfontosabb elvarasok a gyantaval szemben, hogy funkcionalizalni lehessen, mechanikailag

stabil legyen, a szintézis soran alkalmazott dsszes reagenssel szemben inert legyen, valamint
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hogy a hasznalt oldoszerekben duzzadjon, igy a gyanta belsejében taldlhatdo funkcios
csoportok is hozzaférhetéek legyenek. Az elsd, Merrifield altal kifejlesztett, késébb rola
elnevezett gyanta klormetil funkcios csoportokat tartalmazott polisztirén-1,4-divinilbenzol
kopolimerhez kotve. Késobb ezen a teriileten is oridsi fejléddés ment végbe, sorra jelentek meg
az ujabb, egyre jobb tulajdonsagokkal bird gyantdk. Megkiilonbdztethetiink példaul peptid-
amid, peptid-észter, peptid-alkohol, peptid-sav, peptid-tioészter, peptid-aldehidet
eredményezd gyantdkat aszerint, hogy a gyantardl vald hasitds utdn a kapott peptid C-
terminalisan milyen funkcios csoport talalhat6. Biologiai kutatdsokhoz altaldban peptid-
amidokat hasznalnak, stabilitdsuk, valamint amiatt, hogy a legtobb biologiailag aktiv peptid
egy hosszabb szekvencidnak a részeként taldlhatdé meg a természetben, ezért az amid-vég

utanozza legjobban az eredeti szerkezetet.

21



2 Célkitizés

A kalpain enzimcsalad tagjai szamos sejten beliili folyamatban vesznek részt, mint modulator
proteazok, azonban a szabalyozasban betoltott pontos szerepiik kevéssé ismert. A
kalpasztatinbol szarmaztatott, de enzimaktivalo hatast KalpA ¢és KalpC peptidek kivaloan
alkalmazhatoak lehetnek ezen fizioldgias funkcidk vizsgalatara, mivel ellentétben a legtobb
inhibitorral, specifikusak a kalpainra nézve. A kalpainok csokkent mitkodése miatt kialakulod
betegségek kezelésében szintén fontos szerepe lehet ezen kalpain aktivalo vegyiileteknek.

A KalpA ¢és KalpC peptidek 6nmagukban nem képesek bejutni a sejtekbe. Ugyanakkor az
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportban végzett vizsgalatok bizonyitottdk, hogy
penetratinnal konjugalt szdrmazékaik Iényegében fiiggetleniil a kialakitott kotés tipusatol
(amid-, tioéter- vagy diszulfid kotés) sikeresen internalizalodtak és aktivaltak az izolalt
kalpaint.

Munkam soran azt kivantuk vizsgélni, hogy mi torténik a sejtbejutds utan a diszulfidhidat
tartalmazd penetratin konjugatummal; a citoszolban vajon felnyilik-e a diszulfidhid, és ha
igen, a két (sejtpenetrald és kalpain aktivald) peptid lokalizacidjaban van-e kiilonbség. E
kérdések megvalaszolasa érdekében olyan konjugatumot terveztiink eldéllitani, melyben
mindkét peptidet egy-egy, kiilonboz6 spektralis tulajdonsagokkal rendelkezé fluoroforral
jeloltik meg, gy megvalasztva a fluorfor part, hogy azok FRET jelenséget mutassanak.
Tovabbi szempont volt alkalmassaguk arra, hogy konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal
kovetni lehessen a konjugadtum a sejten beliili eloszlasat és a diszulfidhid stabilitasat.
Terveztik még a konjugatum kémiai, spektralis jellemzését, valamint a stabilitasanak

vizsgalatat abban a kdzegben, melyben a sejtbejutési vizsgalatokat végezziik.
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3 Kisérletirész

3.1 Peptidszintézis

A konjugatumok felépitéséhez sziikséges, fluoreszceinnel jelolt, C-terminalisan ciszteinnel
hosszabbitott penetratint szilard fazist peptidszintézissel allitottam el6. A diszulfidhidat
tartalmazo konjugatum masik épitéeleme, az N-termindlisan ciszteinnel hosszabbitott KalpC
(CysKalpC) peptid rendelkezésemre allt hasitott formaban, ezért csak a nyerstermék tisztitasat

¢s fluoroforral torténd jelolését végeztem el.
3.1.1 Fluoreszceinnel jelolt penetratin szintézise
A C-terminalisan ciszteinnel meghosszabbitott, fluoreszceinnel jelolt penetratin (cf-

RQIKIWFQNRRMKWKKC-NH,, cf-penetratinCys) elballitisat Fmoc/Bu stratégiaval
végeztem Rink Amide MBHA gyantan (0,296 g, 0,64 mmol/qg).

mivelet oldoszer/reagens ismétlés id6tartam
1 mosas DMF 3x 0,5-1 perc
2 Fmoc-csoport hasitasa 2% piperidin + 2% DBU/DMF 1x 2+2+5+10 perc
3 mosas DMF 8x 0,5 perc
A kapesolds 3 ekv. aminosav-szarmazék Ix 60 perc
3 ekv. DIC, HOBt/DMF
5 mosas DMF 2X 1 perc
6 mosas DCM 3X 1 perc
fenol/absz. EtOH
ninhidrin teszt KCN/deszt.viz 1x 3 perc
ninhidrin/absz.EtOH
! 3% izatin
izatin teszt 5% Boc-Phe-OH 1x 3perc

ninhidrin/absz. EtOH

4. TABLAZAT: Fmoc/'Bu stratégia protokollja
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A szintézis soran el6szor eltavolitottam a gyantan talalhato amino-csoportok Fmoc-
véddesoportjat a protokoll (4. tablazat) szerint, azaz N,N-dimetil-formamidban (DMF) valo
duzzasztds (3x1 perc) utan 2% piperidin + 2% DBU/DMF 0&sszetételli eleggyel. A
hasitéelegyet DMF olddszerrel mostam ki a gyantarol. Az aminosavak kapcsolashoz a védett
aminosav-szarmazékot és kapcsoldszereket (DIC, HOBt) a gyantakapacitds és a gyanta
tomegébol szamolt anyagmennyiséghez képest haromszoros feleslegben (0,568 mmol) adtam

a gyantahoz minimalis mennyiségi, kb. 0,5 ml DMF-ban feloldva (5. tablazat).

molaris tomeg bemérendd tdmeg

elnevezés
g/mol g
HOBt - H,0 153,1 0,087
kapcsoloszer
DIC 156,6 ml/mol 0,089 ml
Fmoc-Cys(Trt)-OH 587,7 0,333
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,5 0,266
Fmoc-Trp-OH 426,5 0,242
Fmoc-Met-OH 371,5 0,211
aminosav-szarmazék Fmoc-Arg(Pbf)-OH 649,0 0,369
Fmoc-Asp(Trt)-OH 596,6 0,351
Fmoc-GIn(Trt)-OH 610,7 0,347
Fmoc-Phe-OH 387,45 0,220
Fmoc-Ile-OH 353,4 0,200
fluorofor 5(6)-karboxifluoreszcein 376 0,214

5. TABLAZAT: A cf-penetratinCys szintéziséhez alkalmazott reagensek és beméréseik

A kapcsolasi reakcidé szobahdmérsékleten 60 percig tartott, ennek leteltével a gyantat DMF-
dal és diklormetannal (DCM) mostam. A kapcsolas sikerességét ninhidrin-reakcioval
ellendriztem minden esetben, mivel a szekvencia nem tartalmazott prolint. Ha a teszt negativ
volt, azaz nem kaptam kék elszinezOdést, akkor a szintézist a miiveletsor elsé pontjatol
folytattam a kovetkezd aminosav beépitésével. Pozitiv ninhidrin-reakcio estén a protokoll 4.
pontjatol indulva Gjra megismételtem az aminosav kapcsolasat.

Az N-termindlis aminosav beépitése és az N“-Fmoc-csoport eltavolitiasa utan fluoreszceint
kapcsoltam a szilard hordozoén kiépitett peptidlanchoz, ugyanolyan koriilmények kozott, mint

az aminosav-szarmazékok esetén (3 ekvivalens, DIC ¢és HOBt kapcsoloszerek
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alkalmazaséval). Az igy felépitett és jelolt peptidet 10 ml TFA-val hasitottam a gyantarél 0,5
ml desztillalt viz, 750 mg fenol, 0,5 ml tioanizol és 0,25 ml EDT gyokfogok jelenlétében. A
peptidszarmazék hasitasat allando kevertetés mellett 90 percig végeztem szobahdmérsékleten.
A nyersterméket 100 ml hideg dietil-éterbe sziirtem, ahol a peptidszarmazék sarga
csapadékként kivalt. A jelolt peptidet centrifugaldssal nyertem ki az éterbdl, majd haromszor
dietil-éterrel mostam. Végiil a nyersterméket 100 ml 10%-0s ecetsavban feloldottam,
beparlassal eltavolitottam a visszamaradt dietil-étert, majd a terméket liofilizaltam. A
peptidszarmazék tisztitasat félpreparativ forditott fazisu nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval (RP-HPLC) végeztem, kémiai jellemzése analitikai RP-HPLC-val

¢s elektrospray ionizacids tomegspektrometrias modszerrel tortént (ESI-MS) (3.3 fejezet).
3.1.2 CysKalpC peptid jelolése
A tisztitott, a cisztein tiol-csoportjan Npys véddcsoportot tartalmazo CysKalpC peptidet (Ac-

C(Npys)SKPIGPDDAIDALSSDFTS-NH,) rodaminnal jeldltem oldatfazisban. A konjugacio

soran a rendelkezésre all6 peptid anyagmennyiségét vettem egységnyinek.

anyagmennyiség molekulatomeg bemérés
rovidités ekvivalens
umol g/mol mg
CysKalpC 2234 20
rod 430,5 3,9
8,95 1
HOBt 153,1 1,4
BOP 4423 4,0
8,95 1 1,6 ul
DIEA 156,6 mi/mol
17,90 2 3,1 ul

6. TABLAZAT: A CysKalpC jel6léséhez alkalmazott reagensek és beméréseik

A megadott mennyiségii (6. tablazat) rodamint, HOBt-t, benzotriazol-1-il-oxi-trisz-dimetil-
amino-foszfonium hexafluoro-foszfatot (BOP) Eppendorf-csdbe bemértem, feloldottam 250
uwl DMF-ban majd 2 ekvivalensnyi DIEA bazist pipettaztam az oldatba. A CysKalpC pepdidet
0,5 ml DMF-ban oldottam, majd 1 ekvivalens DIEA bazist pipettaztam hozza.

A rodamint 10 percig el6aktivaltam, majd oldatahoz adtam a CysKalpC és DIEA DMF-ban

késziilt oldatat. A jelolési reakcid 90 percen at zajlott szobahdmérsékleten, kevertetés mellett.
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A jelolt peptidet félpreparativ RP-HPLC-val izolaltam a reakcidelegybdl, kémiai jellemzése
analitikai RP-HPLC-val és ESI-MS-val tortént (3.3. fejezet).

3.1.3 Kettés jelolést tartalmazo konjugatum eléallitasa

Az Npys védbcsoportot tartalmazd CysKalpC-rod és a cf-penetratinCys peptidek konjugalasat
oldatfazisban, 0,16 M- foszfat pufferben (pH=6) végeztem. 3,2 mg (1,2 umol) CysKalpC
peptidet 5 ml pufferben feloldottam, majd kevertetés kozben, szobahdmérsékleten 6sszesen 7
mg (~2,4 umol) cf-penetratinCys peptidet adagoltam hozza kis részletekben, 20 percenként. A
reakcid soran kivalt csapadékot 100 pl ecetsav hozzaadasaval feloldottam. A diszulfid kotést
tartalmazo konjugatumot félpreparativ  RP-HPLC-val izoldltam a reakcidelegybdl, kémiai

jellemzése analitikai RP-HPLC-val és ESI-MS-val tortént (3.3. fejezet).

3.2 Peptidszarmazékok és konjugatum tisztitasa

A peptidszarmazékok és a konjugatum tisztitasara Phenomenex Jupiter C18 (250x10 mm, 10
um, 300 A) félpreparativ oszlopot hasznaltam. Az elvalasztishoz hasznalt &ramlasi sebesség 4
ml/perc volt, a detektalas UV detektorral A=220 nm-en tortént szobahémérsékleten. Az , A”
eluens minden esetben 0,1% TFA/desztillalt viz, a ,,B” eluens pedig 0,1% TFA-t tartalmaz6
acetonitril-viz (80:20, V/V) elegy volt. Az elvalasztas soran gradiens eluciot alkalmaztam. Az
egyes anyagok elvalasztasanal alkalmazott gradienseket a 7. tablazat tartalmazza. A megfeleld

frakciokat beparoltam, majd liofilizaltam.

OpercB% 5percB% 50 perc B%

cf-penetratinCys 0 30 70
CysKalpC 0 35 70
CysKalpC-rod 0 35 75
konjugatum 0 55 100

7. TABLAZAT: Az egyes vegyiiletek tisztitasanal alkalmazott gradiensek
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3.3 Az eléallitott peptidszarmazékok és a konjugatum kémiai
jellemzése

A tisztitott peptidszdrmazékok, illetve a konjugatum homogenitasat analitikai forditott fazist
HPLC-val vizsgaltam. Az alkalmazott oszlop Phenomenex Luna C18 (250x4,6 mm, 5 um,
100 A), az aramlasi sebesség Iml/perc volt. ,,A” eluensként 0,1% TFA/desztillalt viz, ,,B”
eluensként pedig 0,1% TFA-t tartalmazo6 acetonitril-viz (80:20, V/V) elegyet hasznaltam. A
kromatogram felvétele linearis gradiens elucidval (0 perc 0% B; 5 perc 0% B; 50 perc 90% B)
tortént, A= 220 nm-en detektalva.

A peptidszdrmazékok és a konjugatum azonositasa pozitiv ion elektrospray ionizacids
tomegspektrometrias modszerrel (ESI-MS) tortént Bruker Esquire 3000 plus (Germany)
késziiléken. A mintakat 0,1% ecetsavat tartalmazo acetonitril-viz (50:50, V/V), elegyben

oldottuk fel.

3.4 Spektroszkopiai vizsgalat

A konjugatum spektralis tulajdonsagainak vizsgalatat Dr. Csik Gabriella docenssel végeztiik a
SOTE Biofizikai és Sugarbiologiai Intézetében FluoroLog-3 fluoriméterrel (Jobin Yvon,
Longjumeau, Franciaorszag). A konjugatumot desztillalt vizben oldottuk. A 100 uM-os
torzsoldat szazszorosara higitasaval kapott 1 uM -os oldatot hasznaltuk a vizsgalatokhoz. A
fluoreszcein emisszidjanak vizsgalatdhoz a mintat A=450 nm-en gerjesztettiik, az emisszios
spektrumot pedig A=500-700 nm kozott vettiik fel. A rodamin-emisszids vizsgalatnal a
gerjesztés A=550 nm-en tortént, a spektrum felvételére pedig A=560-700 nm kozotti
tartomanyban keriilt sor.A fluoreszcein és a rodamin spektralis tulajdonsagait megvizsgaltuk
olyan korilmények kozott is, amelyet a diszulfidhid redukaldsahoz hasznaltunk, azaz 1,4-

ditiotreitol (DTT) jelenlétében.

3.5 A konjugatum stabilitasanak vizsgalata

A cf-penetratinCys-CysKalpC-rod konjugatum stabilitasat a sejtbejutas vizsgalatdhoz hasznalt
szérummentes Dulbecco moddositott Eagle médiumban (DMEM), analitikai RP-HPLC-val
vizsgaltuk. A konjugatumbodl ¢=10 uM oldatot készitettiink, ehhez 30 pg cf-penetratinCys-
CysKalpC-rod-t 50 ul desztillalt vizben feloldottunk, majd 527 ul szérummentes DMEM

médiumot adtunk hozza. Az elkésziilt oldatot 37 °C-on inkubaltuk. Elsdként felvettik a
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médium kromatogramjat, majd a médium hozziadédsa utani 1. és 3. ordkban vett mintakat
injektaltuk. Ezutdn ecetsavat adtunk az oldathoz és vizsgdltuk a mintat. Legvégiil DTT

hozzaadasa utan is felvettiink kromatogramot.

3.6 Konfokalis mikroszkoppal végzett vizsgalatok

Az MCF-7 human emldkarcindma sejteket 10% magzati borju szérumot (FBS), 2 mM
glutamint, 1 mM piruvatot, 160 ug/ml gentamicint és nem esszencidlis aminosavakat
tartalmaz6 DMEM sejttenyészt6 médiumban tartottuk fenn (37°C, 5% CO,). A sejteket a
mérést megel6z6 napon 8 lyuku sejttenyésztd lemezekbe osztottuk ki (Lab-Tek Chambered
Borosilicate Coverglass System; 20000 sejt/lyuk) és a mérésig termosztatban tartottuk (37°C,
5% COy). A sejttenyésztd médium eltavolitasa utan a vizsgalni kivan vegyiiletek 1, illetve 10
sejteket szérummentes médiummal mostuk és Olympus IX81 konfokalis mikroszkoppal

vizsgaltuk. A gerjesztés A=488 nm-en (fluoreszcein) és A=543 nm-en (rodamin) tortént.
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4 Eredmények

A diszulfidhiddal 6sszekapcsolt penetratinCys-CysKalpC konjugatum sejtbe jutasat korabban
Banoczi és munkatarsai mar vizsgaltdk [25]. A Hca és fluoreszcein kettds jelzéssel ellatott
szarmazékkal kezelve a sejteket kideriilt, hogy a konjugadtum bejut a sejtbe. Ugyanakkor e
vizsgalatok nem terjedtek ki a konjugatum sejten beliili eloszlasanak, illetve a diszulfid kotés
intracellularis stabilitdsanak tanulmanyozasara. E kérdések megvalaszoldsara, figyelembe
véve a fluoreszcens mikroszkdpia modszerének kovetelményeit, kettds jelzéssel ellatott
konjugatumot allitottam eld.

A konjugatum és komponenseinek sorsa a sejten beliil fontos 0j szempontokra hivhatja fel a
kapjunk a sejtbejutds utani eseményekrdl, konfokalis fluoreszcens mikroszkdppal kivantuk
vizsgdlni a sejteket a konjugatummal torténd kezelés utan. Mivel ez a modszer
1ézergerjesztést haszndl, a rendelkezésre allo6 gerjesztési hullamhosszoknak megfeleld
abszorpcios csuccsal rendelkezé fluoroforokat kellett valasztanunk. A két fluorofor, az
irodalomban gyakori FRET parként alkalmazott fluoreszcein-rodamin alkalmas arra, hogy a
konjugadtum diszulfidhidjanak stabilitasat FRET segitségével vizsgaljuk. Els6 1épésben gy
terveztilk meg a jelolést, hogy annak helye megegyezzen a kordbban vizsgalt szdrmazékban
alkalmazottal. Azaz a fluoreszceint a penetratin N-terminalis amino-csoportjahoz, mig a
rodamint a CysKalpC peptidben talalhatdo egyetlen lizin aminosav g-amino-csoportjahoz
kivantuk kapcsolni. Ebben az esetben ugyanis mar tudtuk, hogy a fluoroforok nem zavarjak a

konjugatum sejtbejutasat.

4.1 A cf-penetratinCys-CysKalpC-rod konjugatum szintézise

4.1.1 cf-penetratinCys peptid szintézise

A fluoreszcens jeloléssel ellatott, C-terminalisan ciszteinnel bévitett cf-penetratinCys peptidet
Fmoc/'Bu stratégiaval allitottam elé6 Rink Amide MBHA gyantan. Az aminosav-szarmazékok
kapcsolasat DIC, HOBt kapcsoldszerekkel, az Fmoc-csoport hasitasat 2% piperidin + 2%
DBU/DMF 6sszetétel eleggyel végeztem.

A fluoreszceint az aminosavakkal megegyezd koriilmények kozott kapcsoltam a peptid N-

terminalis amino-csoportjahoz. A szintézis befejezése utan TFA/deszt. viz/EDT/tioanizol
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eleggyel hasitottam a peptidet a gyantarol, félpreperativ RP-HPLC-val tisztitottam, majd a
terméket analitikai RP-HPLC-val és ESI-MS-val jellemeztem (8. tablazat).

4.1.2 CysKalpC-rod

Az aszimmetrikus diszulfid-dimer kialakitasahoz  3-nitro-2-piridin-szulfenil  (Npys)
véddcsoporttal védett ciszteint alkalmaztunk, mely a Boc/Bzl technikdval késziilt KalpC
peptid N-terminalisra lett beépitve. A témavezetdm, Dr. Banoczi Zoltan altal korabban
készitett CysKalpC peptidet félpreparativ RP-HPLC-val tisztitottam, és analitikai RP-HPLC-
val és ESI-MS-val jellemeztem (8. tablazat).

Mivel a CysKalpC peptid csak egy lizint tartalmaz ezért ennek e-amino-csoportja
oldatfazisban jelolheté rodaminnal. A reakcid soran a rodamin karboxil-csoportja és a lizin e-
amino-csoportja kozott amid kotés alakult ki. A rodamin karboxil-csoportjat a peptid
hozzdadasa eldtt 10 percig eldaktivaltam HOBt és BOP kapcsoldszerekkel. A reakcid
befejezése utan, a nyersterméket kozvetleniil a reakcidelegybdl félpreparativ RP-HPLC-val
tisztitottam és analitikai RP-HPLC-val és ESI-MS-val jellemeztem (8. tablazat).

4.1.3 A cf-penetratinCys-CysKalpC-rod konjugatum eldallitasa

A diszulfid kotést tartalmazo heterodimer konjugatum kialakitasa oldatfazisban tortént. A cf-
penetratinCys peptidet 2 ekvivalens mennyiségben alkalmaztunk a CysKalpC-rod peptidhez
képest. A cf-penetratinCys peptid homodimerjének képz6dését tigy akadalyoztam meg, hogy
a peptidet egyszerre csak kis mennyiségben, hiisz perces idok6zonként adtam a kevertetett
reakcioelegyhez. A reakcidelegybdl a konjugatum lila csapadékként valt ki (4. abra). A
reakcio 0,16 M foszfat pufferben (pH=06) zajlott, ugyanis az Npys-védett ciszteint és a szabad
tiolcsoporttal rendelkezé ciszteint tartalmazd peptidekbdl  felépiild  heterodimerek
kialakitdsdhoz savas kozeg (pH 5-6) az optimalis, semleges ¢€s bazikus pH-n a

homodimerekké torténé atalakulas preferalt.
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cf RQIKIWFQNRRMKWKKC-NH, Ac-C(Npys)SK(rod)PIGPDDAIDALSSDFTS-NH,

2 ekv. + 1 ekv.
7HS N-b
0,16 M foszfat puffer | . O\N+D
(0]

cf- RQIKIWFQNRRMKWKKC-NH_
A,
S—s
|
Ac-CSK(rod)PIGPDDAIDALSSDFTS-NH,

4. ABRA: A konjugacids reakcio vazlata

A reakcid lezajldsa utdn a konjugatumot félpreparativ RP-HPLC-val tisztitottam, analitikai
RP-HPLC-val és ESI-MS-val jellemeztem (5. abra, 8. tablazat). A tisztitott konjugatum
kromatogramjan lathatd két csucs a jelolés soran keletkezett izomer-szarmazékoknak felel
meg. Ugyanis a jelolésre hasznalt cf két izomer elegye; a karboxil-csoport vagy az ,,5-0s
vagy a ,,67-0s szénatomhoz kapcsolodik a molekulaban. Habar a keletkezett izomer
szarmazékok analitikai RP-HPLC-n elvadlnak egymastol, a tisztitdsra hasznalt félpreparativ
oszlop elvalasztasa azonban nem ilyen jo, ezért nem tudtam izolalni a két izomert. Ez azonban
nem okoz gondot, mivel feltételezésiink szerint a karboxil-csoport helyzete a fluoreszcens

molekulaban nem befolyasolja a jelolt peptid sejtbejutasat.

31



0,40 +
0,35+

0,30 +

220nm

0,25+
0,20

0,15+

Abszorbancia

0,10 4

0,05 + L

0,00 +

t/ min

RP-HPLC; oszlop: Phenomenex Luna C18 (250x4,6 mm, 5 um, 100 A) Linearis gradiens: 0 perc 0% B, 5 perc 0% B, 50 perc 90% B
alkalmazasa mellett. A eluens 0,1% TFA/viz és B eluens 0,1% TFA acetonitril:viz (80:20 V/V) Aramlasi sebesség 1 ml/perc. Csicsok
detektalasa 220 nm-en tortént UV-detektorral

5. ABRA: A tisztitott cf-penetratinCys-CysKalpC-rod konjugatum analitikai RP-HPLC-val felvett kromatogramja

e . M? R’
vegyiilet roviditése szekvencia vart [mért]  (min)
CysKalpC Ac-C(Npys)SKPIGPDDAIDALSSDFTS-NH, [gggg'g] 31,68
cf-penetratinCys cf-RQIKIWFQNRRMKWKKC-NH, [gggg] 29,12
] Ac-C(Npys)SK(rod)PIGPDDAIDALSSDFTS- 2647,1
CysKalpC-rod NH, [2648 4] 35,562
ci-RAQIKIWFONRRMEKWKKC-NH,
cf-penetratinCys- | 5196,8 3187
CysKalpC-rod | [5197,2] '

Ac-C5K(rod)PIGPDDAIDALSSDFTS-NH,

 ESI-MS analizist Brucker Esquire 3000 plus késziiléken végeztiik. A mintékat acetonitril-viz (50-50, V/V%) 0,1 % ecetsavat tartalmazo
elegyében oldottuk.
® RP-HPLC retencios idé; oszlop: Phenomenex Luna C18 (250x4,6 mm, 5 um, 100 A) Linearis gradiens: 0 perc 0% B, 5 perc 0% B, 50 perc
90% B alkalmazasa mellett. A eluens 0,1% TFA/viz és B eluens 0,1% TFA acetonitril:viz (80:20 V/V) Aramlasi sebesség 1 ml/perc .
Csucsok detektalasa 220 nm-en tortént UV-detektorral

P

8. TABLAZAT: Az elGallitott vegyiiletek jellemzése
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4.2 A konjugatum spektralis tulajdonsagai

A cf-penetratinCys-CysKalpC-rod konjugatum kettds jellésével az volt a célunk, hogy a
sejtbejutds utan a diszulfidhid stabilitdsat, a konjugatum alkotorészeinek sorsat FRET
jelenségen keresztiil vizsgaljuk. Ha a jelenség fenndll, a diszulfidhiddal Osszekapcsolt
konjugatumban a két fluorofor kozott energiatranszfer jatszodik le. Ha a fluoreszcein
fluorofort gerjesztjiik, akkor fluoreszcenciajanak intenzitasa lecsokken, és a rodamin is
fluoreszkalni fog. A diszulfidhid felbomlasa esetén a fluoroforok eltavolodnak egymastol, a
FRET jelenség nem jatszodik le, a fluoreszcein fluoreszcencia-intenzitasa megnd és a
rodamin fluoreszcenciaja megszinik.

A jelolésre alkalmazott fluoroforok, valamint a konjugatum és annak DTT-lal redukalt
formajanak emisszids spektrumait FluoroLog-3 fluoriméterben (Jobin Yvon, Longjumeau,
Franciaorszag) vettiik fel. A DTT mint redukaldszer felbontja a diszulfid kotést a
konjugatumban és a két jelzett peptidfragmens elvalik egymastol. A cf gerjesztésével felvett
emisszios spektrumokon (6/A. abra) lathatd, hogy jelentds fluoreszcein emissziot kapunk,
melynek valla van A=550-600 nm ko6zo6tt. Ha DTT-lal redukalt mintat nézziik, akkor hasonld
intenzitasu spektrumot kapunk, amelyen nem olyan intenziv a vall megjelenése. Azonban a

két spektrum normalas utan teljesen azonos volt (6/B. abra).

15000 - HE
A By E

| !
16000
(XS

14000 < b

I Iy s o ez nlen s B

1

12000 ~ o

10000

konjugatum egyben
—— DOTT-lal redukat

000

Fluoreszoencia intenzitds

00 4

000 -

00 I SSIEI I EEIIEI I ESIEI I T00
A4nm
6. ABRA: A cf emisszids spekruma az egyben 1évé (fekete), illeve DTT-lal redukalt (piros) konjugatumban (A),

illetve a normalt spektrumok (B)
FluoroLog-3 fluoriméter (Jobin Yvon, Longjumeau, Franciaorszag), gerjesztés A=450 nm, scan: A=500-700nm
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Az irodalombdl [56] atvett spektrumon (7. abra) jol latszik, hogy ha a fluoreszcein és a
rodamin kozott 1étrejon a FRET akkor az A=565-612 nm koz6tt intenzitas novekedést
kovettek fluoreszcein-rodamin FRET parral.) Ezek alapjan megallapithato, hogy a
konjugatumban nem tapasztalhaté FRET jelenség a két fluorofor kozott. Ennek oka az lehet,

hogy a fluoroférok egymastol mért tavolsaga meghaladja a Forster-sugarat.

F=
S
/

500 520 540 560 580 600 620 640
A nm
7. ABRA: A FRET jelenség fluoreszcein és rodamin kozott ([56] médositva)

A rodamin gerjesztésével kapott emisszios spektrum a 8/A. abran lathat6. Figyelemre mélto,
hogy a DTT hozzdadéasa utan a rodamin fluoreszcencidjanak jele kb. dupldjara emelkedett. Ez
valosziniileg annak a kovetkezménye, hogy a konjugatumban és a szabad CysKalpC-rod
peptidben mas a rodamin kdrnyezete, €s az utdbbi kedvezdébb a fluoreszencia szemszogébal.
Az eltéré kornyezetre vezethetd vissza, hogy a normalizalt spektrumokat Osszevetve a
konjugdtumban a rodamin emisszidja sokkal szélesebb hulldmhossz-tartomanyban torténik

(12/B. abra). Jelentds intenzitasbeli eltérés tapasztalhaté A=610-700 nm kozott.
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8. ABRA: A rodamin emisszids spekruma az egyben 1évé (fekete), illeve DTT-lal redukalt (piros)
konjugatumban (A), illetve a normalt spektrumok (B)
FluoroLog-3 fluoriméter (Jobin Yvon, Longjumeau, Franciaorszag), gerjesztés A=450 nm, scan: A=500-700nm

4.3 Stabilitasvizsgalat

Az ¢16 sejtekkel végzett kisérletek eldtt megvizsgaltuk, hogy a konjugatum stabil-e ezen
vizsgalatok soran alkalmazott médiumban. Ehhez elkészitettik a konjugatum DMEM
szérummentes médiummal késziilt oldatat a sejtes kisérleteknél alkalmazott koncentracidban
(10 uM) és a sejtbejutas vizsgalata soran alkalmazott hémérsékleten, 37 °C-on inkubaltuk az
oldatot. Az oldatkészités sordn a konjugatumot a végtérfogat 10 %-anak megfeleld
mennyiségll desztillalt vizben oldottuk és csak ezutan adtuk hozza a médiumot. Tisztan a
médiumban nem sikeriilt feloldani a konjugatumot. A mintavételek a médium hozziadasa
utan 1 illetve 3 6raval kés6bb torténtek, utobbi megegyezik a kezelés idétartamaval az in vitro
méréseknél. A kromatogramban (9. abra) szamos csucs lathatd, melyek a médiumbol
szarmaznak, azonban ezek egyike sem esik egybe a vizsgalt konjugdtum csucsaval, igy a
vélasztott kromatografids rendszer alkalmas a konjugatum stabilitidsanak vizsgéalatdra. A
konjugatum cstcsa R=31,95 perc retencios idével jelenik meg a kromatogramban, azonban
az alkalmazott koncentracioban csak igen kis intenzitasa csucsot adott (Abs=0,0413).

Az 1 6ras inkubdlds utan mért cstcsteriilethez (AUC = 0,0118) képest a 3 6ra utan vett
mintdkban a konjugatum csucsanak mérete csokken (AUC = 0,00972), melyet a cstcs alatti
teriiletek Osszehasonlitasa (AUC) is megerdsitett. A csokkenés mintegy 20%-0S. Mivel a
csokkenéssel egy idében 1j cstics(ok) nem jelentek meg, illetve azt tapasztaltuk, hogy a

konjugatum tiszta médiumban nem oldodik tokéletesen, arra gondoltunk, hogy a csokkenés a
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konjugatum kicsapodasanak tudhato be. A konjugalési reakcié utan kivalt csapadék ecetsav

hozzadadasara oldodott, ezért itt is ecetsavat adtunk a mintdhoz és megnéztiik, hogy az

eredetivel megegyez6 teriiletli csicsot kapunk-e. Mivel a kapott csucs integralja (AUC

=0,01104) hibahataron beliill megegyezett az 1 ora utan kapottal, elmondhatjuk, hogy a

konjugatum stabil az alkalmazott médiumban, azonban lasst csapadékképzddés zajlik le a 3

oOra alatt.

Az inkubalt oldathoz az utolsé mintavétel utan DTT-t adtunk, redukalandé a diszulfidhidat.

Ekkor a kromatogramon a vartnak megfeleléen a konjugatum csucsa mellett tovabbi csticsok

jelentek meg: a fluoreszceinnel jel6lt penetratinCys és a rodaminnal jellt CysKalpC peptidek

cstcsai. Tehat a DTT megfelel6 redukaloszer a konjugatum diszulfidhidjanak felnyitdsdhoz.

. 2201
Abszorbancia®™™™

—— konjugéatum

—— DMEM

—— 1 6ra utéan

— 3 6ra utén

ecetsav hozzaadasa utan

1d6 /min

RP-HPLC; oszlop: Phenomenex Luna C18 (250x4,6 mm, 5 pum, 100 A) Linedris gradiens: 0 perc 0% B, 5 perc 0% B, 50 perc 90% B. A
eluens 0,1% TFA/viz; B eluens 0,1% TFA acetonitril:viz (80:20 V/V). Aramlasi sebesség 1 ml/perc. Csticsok detektaldsa 220 nm-en tortént

UV-detektorral

9. ABRA: cf-penetratinCys-CysKalpC-rod konjugatum (10uM) stabilitasvizsgalat
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4.4 A konjugatum sejtbejutasanak vizsgalata konfokalis
mikroszkoppal

Mivel az emisszids spektrumok felvételekor kideriilt, hogy a konjugatumban nem 1¢ép fel a
FRET a két fluorofor kozott, a sejtekben csak kolokalizaciot és eloszlast vizsgaltunk. A
felvételeken a fluoreszcein jele zold szinnel, mig a rodamin jele piros szinnel lathatd. Ahol a
két fluorofor egy helyen talalhatd (kolokalizacid), az egymasra vetitett felvételeken sarga
szint latunk.

1 uM koncentracioban alkalmazva a konjugatumot a fluoreszcein zdld jele féleg a
sejtmembranhoz kozel talalhatd, diffuz eloszlasban (10. abra). A citoszolban a diffuz
eloszlasu teriiletektdl eltérd helyen csak kisebb mértékii fluoreszcein jelet latunk szinte teljes
mértékli kolokalizacioban a rodamin jelével (sarga), pontszer(i eloszlasban. A rodamin jele
kizardlag a citoszolban talalhatd kiilon (piros), vagy a fluoreszcein jelével kolokalizalva
esetén (11. abra) a felvételek sokkal nagyobb mértékii internalizaciét mutatnak. A
fluoreszcein diffuz eloszlasi zold jele a teljes sejtben megtalalhaté és mar pontszerii
képzodményekben is lathatd. Ezzel egyidejlileg a pontszeri piros és sarga képzédmények
szdma is megnovekedett.

A z0ld és piros szin megjelenése a felvételeken egyértelmiien a diszulfidhid felbomléasara és
az 1igy keletkez6 cf-penctratinCys és CysKalpC-rod fragmensek egymastol vald
eltdvolodasara utal. A sarga szin esetén nem tudjuk megmondani, hogy a diszulfidhid
felhasadt-e a fragmensek kozott, csak azt, hogy a két peptid fragmens azonos térrészben
talalhatoak a sejten beliil.

A konjugatum illetve az egyes fragmensek lokalizdcidjanak jobb meghatirozasa céljabol
magfestést i1s alkalmaztunk, azonban az alkalmazott jelz0 molekula kolcsonhatott a
konjugatum jelolésére alkalmazott fluoroforokkal és csokkentette azok fluoreszcencia-
intenzitasat. Igy a kapott adatok alapjan nem tudjuk tovébb finomitani az ismereteinket a

konjugatum sejten beliili sorsarol.
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10. ABRA: MCF-7 sejtek konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal késziilt felvételei 1uM koncentraciéju
oldattal torténé 180 perces kezelés esetén

A, sejtek ateso fény mellett, B, sejtek, fluoreszcein és rodamin jele egyiitt C, fluoreszcein D, rodamin

Olympus IX81 konfokalis mikroszkop. A gerjesztés A=488 nm-en (fluoreszcein) és A=543 nm-en (rodamin)
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11. ABRA MCF-7 sejtek konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal késziilt felvételei 10 pM koncentracioja
oldattal torténo 180 perces kezelés esetén
A, sejtek ateso fény mellett, B, sejtek, fluoreszcein és rodamin egyiitt C, fluoreszcein D, rodamin E
fluoreszcein és rodamin jele egyiitt
Olympus IX81 konfokalis mikroszkop. A gerjesztés A=488 nm-en (fluoreszcein) és A=543 nm-en (rodamin)
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Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a konjugatum mar alacsony koncentracioban bejut
a MCF-7 sejtekbe, habar az internalizdcid6 mértéke sokkal nagyobb a 10 uM-os kezelési
koncentracioban. Mindkét koncentracid esetén torténik diszulfidhid-hasadéas, megjelenik
onalléan a rodamin (piros) és a fluoreszcein (zold) jele. A felbomlott, de egy helyen
tartozkod6d fragmensek, illetve az egyben maradt konjugatum sarga jele pontszeriien
helyezkedik el a sejtben, ez arra utalhat, hogy a konjugatum sejtbejutasa endocitozis utjan
valosul meg mindkét kezelési koncentracié esetén, majd utana vezikulakban talalhatdo meg a
sejten beliil. A diffiz, zold fluoreszcein jel magyarazata az lehet, hogy az endocit6zis soran a
vezikuldban felhasad a diszulfidhid, a penetratin pedig kijut a vezikulabdl és a citoszolban
egyenletesen eloszlik. Mivel a rodaminnal jel6lt CysKalpC-rod vezikularis eloszlast mutat,
feltételezziik, hogy ez a peptid nem képes a vezikuldkbol kiszabadulni, mint ahogy a
sejtmembranon sem atjutni. Az eredeti cél olyan konjugatum kialakitasa volt, ahol a két
fragmenst 6sszekotd diszulfidhid elhasad, a penetratin pedig nem akadalyozza a CysKalpC
célenzimhez jutdsat. Az elgondolas alatdmasztasaként a diszulfidhiddal &sszekotott
konjugatum intracellularis kalpain aktivald hatasat eddig még nem vizsgaltadk. Vizsgalataink
azonban felvetik a kérdést, hogy az alkalmazott modszer tényleg alkalmas-e a CysKalpC
peptid ilyen mddon vald sejtbe juttatdsara. Ha ugyanis a CysKalpC nem képes kijutni a
vezikulabol, akkor nem képes aktivalni a citoszolban taldlhatd kalpaint sem. Segithetne a
kérdés megvalaszolasaban, ha olyan konjugatum(ok) lokalizacidjat vizsgalnank, amelyek a
citoszolban nem felbomlo kotést (amid, tioéter) tartalmaznak és mindkét épitdelem jeldlve
van.

Noha a tervezett konjugatumban a FRET jelenség nem mikodik a két fluorofor kozott, a
fragmensek eltérd lokalizacidja bizonyitja, hogy a diszulfidhid bizonyos mértékben felhasadt,

igy kozelebb keriiltliink az altalunk feltett kérdés megvalaszolasdhoz.
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Osszefoglalas

A kalpain enzimaktival6 hatassal rendelkez6é KalpC peptid a KalpA peptiddel egyetemben két
okbol is tudomanyos érdeklddésre tarthat szamot. Egyrészt, mivel specifikus a kalpainra
nézve, segithet az enzimcsalad szabalyozéasban betdltott szerepének pontosabb megértésében,
masrészt, mivel aktivalja az enzimet, a csokkent kalpain miikodéssel jarod betegségek elleni
kiizdelemben is felhasznélhato.

TDK-munkam soran olyan 1j, irodalomban nem ismert konjugatumot készitettem, amelyben a
kalpain enzimeket aktivalo CysKalpC peptid diszulfidhiddal kapcsolodik a PenetratinCys
sejpenetrald peptidhez. A célom elsésorban a diszulfid kotés sejten beliili stabilitdsanak és a
fragmensek sorsanak vizsgalata volt. Ennek érdekében a konjugidtum mindkét alkotdelemét
fluoreszcens jelzomolekulaval jeloltem (CysKalpC-rod illetve cf-penetratinCys), hogy
konfokalis fluoreszcens mikroszkdppal figyeljem meg a sejten beliili torténéseket. A fluorofor
part ugy valasztottam meg, hogy FRET jelenség jatszodjon le koztik, ezzel ugyanis a
diszulfidhid felhasadasat a fluoreszcens jel intenzitasanak valtozasabol egyértelmiien tudtam
volna igazolni. A spektralis vizsgalatok sordn azonban kideriilt, hogy a konjugatumban nem
1ép fel FRET, valosziniileg - térszerkezeti okokbol - a tavolsag a két fluorofor kozott nagyobb
a jelenség fellépéséhez sziikségesnél. A konjugatum stabilitasat analitikai RP-HPLC-val
vizsgaltam. A konjugatum stabilnak bizonyult a sejtbejutds vizsgéalatokhoz alkalmazott
médiumban és hémérsékleten. Igazoltam tovabba azt is, hogy megfelelé redukaldszerrel a
diszulfidhid felnyithato a konjugatumban és ekkor a két kiindulasi peptidet kapjuk vissza. A
konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy a konjugatum
mar 1 pM-os koncentracioban is bejut a sejtekbe, de az internalizacié mértéke sokkal nagyobb
10 pM-os kezelési koncentracional. Az eredmények arra utalnak, hogy a konjugatum
endocitozissal jut be a sejtekbe, és ott a diszulfidhid felnyilasa utan a két peptid térben is

eltavolodik egymastol.
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Koszonettel tartozom Dr. Hudecz Ferenc tanszékvezetd egyetemi tanarnak, az ELTE-MTA
Peptidkémiai Kutatocsoport vezetdjének, hogy témavezetoként lehetdvé tette munkdmat a

kutatocsoportban €s felhivta a figyelmemet a témara.
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