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Rovidités jegyzék

COS7 Cerophitecus aethiops (z61d majom) vese sejt
DMSO dimetil-szulfoxid

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

FBS Fetal Bovine Serum

HEK Human Embryonic Kidney (sejtkultira)
HeLa Human cervix sejtvonal

HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav
IR inzulin-receptor

PBS Phosphate Buffered Saline

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium

BCN biszciklononin
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Bevezetés

Szervezetiinkbe jutatott biologiailag aktiv vegytileteknek (pl. kemoterapias szerek) csupan toredéke
hasznosul, raadasul nem feltétleniil ott és akkor realizalédik hatasuk, ahol sziikség lenne ra. Az elmult
¢évtizedekben nagyivii fejlédésen mentek keresztiill az olyan komplex hatéanyagleadd rendszerek,
melyek biologiailag aktiv vegyiiletek térben és idében kontrollalt felszabaditasat teszik lehetvé.
Ezek az un. célzott hatoanyagleadé rendszerek a hagyomanyos kismolekulds gyogyszeres
kezelésekhez (pl. kemoterapiahoz) képest nagyobb hatékonysaggal, valamint szelektivitisuknak

koszonhetden kevesebb mellékhatassal rendelkeznek .t

A tumor terapiakban alkalmazott célzott hatéanyagleadd rendszerek ezt két stratégia 6tvozésével érik
el: implementalnak egy hatdéanyagot szelektiven a tumorkdrnyezetbe juttatdé modszert (tumor célzo
rendszer), illetve hatéanyaglead6é rendszert, mely a terapias szer lokalis aktivalasat végzi a

tumorkornyezetre korlatozva annak hatasat.

A tumort célzo rendszerek olyan megkiilonboztetd jellegeket aknaznak ki, melyek kifejezetten a
rakos sejtekre vagy azok kornyezetére jellemzéek, ugyanakkor az egészséges szovetekre nem, vagy
csokkent mértékben. Egyik ilyen tulajdonsdg a tumorsejtek megvaltozott sejtfelszini
receptormintazata. Az ezt kihasznalo rendszereket megkiilonboztethetjiik aszerint, hogy a
hatéanyagot (drug) célsejt specifikus receptor ligandumjahoz, avagy a receptor ellen termeltetett
antitesthez kapcsolt médon juttatjdk célba.? Megemlitendd ugyanakkor, hogy ,,0ff-target” toxicitas
kialakulasahoz vezethet, ha a rakos sejtek ugyan nagyaranyban fejezik ki felsziniikon ezen
receptorokat, de az egészséges szOvetekben talalhatdé receptorok szamanak abszolut értéke

meghaladhatja a tumorszovetekéit.®



A) Pretargeting stratégia miikodési elve

biologiai hordozo hatéanyag
._D D. hatéanyag-
konjugatum
sejtfelszini pretargeting in situ

receptor konjugécio
pretargeting: sejtfelszini receptor felcimkézése, kijelGlése a hatéanyag szamadra
B) Hatdanyagok elére dsszeszerelt formaban torténd célbajuttatasa
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hatéanyagkonjugatum
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1. Abra Pretargeting (A) és preclick (B) hatéanyag célbajuttatési stratégiak 6sszehasonlitasa

A célba-juttatas szelektivitasa jelentdésen novelhetd, ha a terapias szer nem hordozéhoz kapcsolva
(»preclick”) jut el a célsejtekhez, hanem csak lokélisan, in situ jon létre a konjugicio.* Ezt

pretargeting” stratégianak nevezziik.5 (A két modszer Gsszehasonlitasat az 1. Abra jegyzi.)

In situ konjugacié megvaldsitasara alkalmas bioortogonalis reakcié (inverz elektronigényi Diels Alder reakcio)

Biszciklononin (BCN) Tetrazin (Tet) egymassal komplementer
bioortogonalis funkcick

feszlilt gydrds dienofil dién

Ni !N iEDDA
N T N konjugdcio

| Xy

Bioortogonalizalt Bioortogonalizalt Hatdanyagkonjugdtum
bioldgiai hordozo hatoanyag
(antitest, receptorligand)

2. Abra In situ konjugécié megvaldsitasara alkalmas bioortogonélis reakcié (inverz elektron igényii
Diels-Alder reakcié — IEDDA)

Ehhez a konjugacionak gyorsan és szelektiven kell lezajlania a szervezeten beliil, toxikus

melléktermékek keletkezése nélkiil. Ilyen kiilonleges reakciocsoportot alkotnak a bioortogonalis



reakciok, melyek szervezetidegen funkcids csoportok kozott jatszodnak le nagy szelektivitassal és
hatékonysaggal fiziologias koriilmények kozt.b (A bioortogonalis kémia jelentdségét mutatja, hogy
2022-ben kémiai Nobel-dijjal ismerték el.’) A konjugaciohoz sziikségeltetik a hordozo, illetve a
kapcsolni kivant hatéanyag funkcionalizalasa egymassal komplementer bioortogonalis motivummal,
melyek altalaban ugy keriilnek kivalasztasra, hogy inverz elektronigényi Diels Alder (iIEDDA) reakcio
jatszodjon le koztik (2. Abra). Ez szamit ugyanis az ¢él6 szervezetekben legszéleskoriibben
alkalmazhat6 reakciotipusnak teljes bioortogonalitasanak, illetve kiilondsen nagy reakcidsebességének

koszonhetben (k,=10%-108 M-1s1), 48

Fotolabilis véddcsoportok miikodési elve

kdités felhasadds

Idthato fény

fotolabilis biologiailag inaktiv

védécsoport effektor molekula felszabaditott,

biologiailag aktiv
effektor molekuia

3. Abra Fotolabilis védécsoportok miikédési elve

A hatéanyag-leadé rendszereket megkiilonboztethetjiik a stimulus eredete szerint, melynek nyoman
a hatdanyagok lokalis felszabaditasat, aktivitasanak visszaallitasat végzik. Ezek lehetnek belsé (pl.
enzim altali kotéshasitas, pH, hipoxia) vagy Kkiilsé (pl. fény, hobesugarzas, ultrahang) ingerek,
ugyanakkor utobbi rendszerek el6nyosebbek, hisz nagyobb kontrollt biztosit szdmunkra a
hatéanyagfelszabaditas felett.1® Ezek koziil is kiemelend6ek a fény-stimulust kihasznalo hatéanyag-
leadd6 moédszerek, mivel a fény kivaldéan szabalyozhatd térben és id6ben, tovabba a lathato
tartomanyban nem toxikus.!® Ilyen modszer a fotolabilis véddcsoportok (PPG) alkalmazasa is,
melyek fénybesugarzast kovetden, egyetlen kotés felhasitasaval képesek felszabaditani az addig

hatasaban blokkolt hatéanyagot (3. Abra) !

Feltételes fotoaktivalhatésag miikodési elve

&) cg-\dacn & '

fotolabil Biciklononin (BCN)} lesitet!
nem iotoiaoilis i
bioort ;Dmp,fmem‘?’ fotoérzékenysdg felszabaditott,
gonalis motivummal biolégiailag aktiv
aliatott irdnyfté molekula
v effektor molekula

4. Abra Feltételes fotoaktivalhatésag miikédési elve



Kutatocsoportunkban olyan bioortogonalis funkciot viseld, kumarin alapvazra épiilé fotolabilis
védocsoportokat allitottak el6, melyek csak akkor valnak fényérzékennyé, ha bioortogonalis
partneriikkel elreagaltak (feltételes fotoaktivalhatésag). A komplementer bioortogonalis partnert
megfeleld hordozohoz kotve, a kék fénnyel torténd hatoanyag-felszabaditas helye a szervezeten beliil
iranyithatova valik, alkalmassa téve a rendszert célzott hatéanyag leadas megvalositisara (4. Abra).
Korabbi munkankban hordozoként egy mitokondriumot célzo, bisz-ciklononin (BCN) bioortogonalis
motivumot visel$ trifenil-foszfonium konjugatumot alkalmazva, a mitokondriumban egy fluorogén
festéket (tetrazin-PPG-rodol) szabaditottunk fel két 1épésben, bioortogonalis konjugaciét kdvetden
fény segitségével.’> Ezutdn a véddcsoportot terdpias szempontbdl relevansabb hordozokhoz
(tumormarker receptor ellenes antitest) kivantuk kapcsolni, azonban korlatozott vizoldhatosaga miatt
nem sikeriilt el6allitanunk hordozdé molekulahoz kapcsolt verzidjat, illetve nagyfoki membran-
permeabilitasa miatt képes volt bejutni és felhalmozodni a sejtekben, megnehezitette a sejt-felszini

célba juttatast és a felszabaditas (szabad hatéanyag sejtbe aramlasanak) nyomon kovetését.

Tet-PL-COU-MitoSir feltételesen fotolabilis modellvegyiilet szerkezeti képlete és felépitése
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5. Abra Tet-COU-PEG-MitoSiR feltételesen fotolabilis modellvegyiilet szerkezeti képlete, felépitése és

miuikédése

Ezen limitaciok feloldasahoz a védbcsoport alapvaza egy PEG-oldallanccal keriilt kibdvitésre, melyet
széleskoriien alkalmaznak vegyiiletek vizoldhatosaganak novelésére és impermeabilissa tételére.™
Tovabba a hatéanyagleadas modellezéséhez ehhez a kék fénnyel feltételesen aktivalhatd, Tet-COU-

PEG (tetrazin, kumarin, PEG molekula részletekre utald) névre keresztelt photocage-hez egy
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MitoSiR, voros fénnyel gerjesztheté szilikorodamin szarmazék keriilt kapcsolasra. A MitoSiR
riportervegyiiletként szolgal: a konjugatumboél vald felszabaditasat kovetden pozitiv toltése révén

képes a mitokondriumban feldasulni, igy a felszabaditas hatékonysagara a festék lokalizaciojanak

valtozasabol lehet kovetkeztetni (5. Abra).



Célkitazések

Munkam célja a feltételes fotoaktivalhatosag elvét kihaszndld célzott hatdéanyagleadas tesztelésére
alkalmas sejtes modellrendszer(ek) (6. A Abra) fejlesztése a Tet-COU-PEG védScsoport alapvaz és
a Tet-COU-PEG-MIitoSiR riportervegyiilet alkalmazasaval, mely lehetdvé teszi a vegyiilet célzott

sejtbejuttatasat, illetve a felszabaditas folyamatanak megfigyelését is fluoreszcens mikroszkoppal.

A) Célzo rendszerek, modellek osszegzése

LR D 4

~7

g
is

Extracellularis receptor modell Receptor ligand kdlcsonhatas
(IR-TAG) (Folsav-peptid-BCN)
Molekuléris célpont | Inzulin receptor | | Folsav receptor |
Iranyité molekula | Nem-természetes aminosav ‘ | Folsav-peptid-BCN |
Sejtkultira | HEK 293T sejtvonal ‘ | Hela sejtvonal |

B) Célkitlizések: Célzoit hatdanyagleadds tesztelésére alkalmas modell fejlesztése

IR-TAG jeltlése Tetrazin-kapcsolt Folsav-peptid-BCN hordozs

fluoreszcens festékkel Tetrazin kapcsolt fluoreszcens ~ M

Bioortogonalis | valé konjugalasa és
folsav receptor jelolés

funkcionizalas id8, koncentrécis, tapfolyadék fiiggés

vizsgélat figgés vizsgalat

IR-TAG jeldlése feltételesen . P
s - ptor jelolése Folsav-
fotolabilis modellvegyiilettel A A @

koncentracio fiiggés vizsgalata peptid-BCN kapcsolt feltételesen 03 W

. ilis mo iilekkel
Hatoanyag' idé, koncentracio fuggé:’s'wzsga’lai

felszabaditas | MitoSir ditasanal |

bicortogondfisan kapcsolft
fluoreszcens festek

modellezése vizsgalata

\/

MitoSir felszabaditasanak
vizsgalata

‘ modell vegytilet

6. Abra A) Sejtes modellrendszereink; B) Célkitlizéseim

Elékisérletként inzulin-receptor fehérjelancaba épitett bioortogonalizalt nem-természetes aminosav
(nt-AS) (IR-TAG) segitségével kivanjuk tesztelni a proba molekulankat. Tovabbi munkam soran ezen
Tet-COU-PEG-MitoSiR vegyiiletet egy folsav-peptid-BCN alapt bioldgiai hordozohoz tervezem
kapcsolni, mely terapias szempontbol relevans, tumorsejtek altal nagy mennyiségben kifejezett
sejtfelszini folsavreceptort (FR-a) céloz meg receptor-ligand koélcsonhatas kihasznaldsaval. A

modellfejlesztés tervezett 1épéseit a 6. B Abra taglalja.
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Anyagok és modszerek

A kisérletekhez hasznalt konjugdtumokat mindig frissen, a kisérletet megel6z6 napon allitottam dssze.

Az FA-peptid-Cy5 konjugatumok eldallitasahoz 500 uM koncentracioji FA-peptid-BCN és CyS-HTet
melyet szobahdmérsékleten, sotétben taroltam felhasznalasig (16 ora). Az FA-peptid-Tet-COU-PEG-
MitoSir tipust vegyiilethez 20 mM hordozémolekulat és 20 mM modellvegyiiletet elegyitettem

e ey

konjugatummal azonos kdriilmények kozt taroltam.

Sejtes kisérleteimet COS7 (Sigma #87021302), HEK293T (ATCC #CRL-3216) valamint HeLa (ATCC
CCL-2) sejtvonalakon végeztem. Minden sejtkultarat 37 °C-on, 5% CO, atmoszféraban ndvesztettem.
A COS7, HEK293T esetében Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Life Technologies #4165-
039) tapoldatban neveltiik a sejteket, mely 10 % FBS-t (Fetal Bovine Serum, Sigma #F7524), 1 %
penicillin-sztreptomicint (Sigma #P0781), 1 % L-Glutamint (Sigma #G7513) és 1 % natrium-piruvatot
(Life Technologies #11360) tartalmazott. A HeLa sejteket novesztettem a DMEM-ben, RPMI 1640-
ben (Gibco, #A10491-01) vagy folsav-mentes RPMI tapoldatokban (Gibco, #270016-021) is. A
sejteket 3-4 naponta passzaltuk koriilbeliil 80%-os konfluencianal, 25 cm? alapteriileti Nunc
sejttenyésztd flaskdban (Thermo Fischer). Ezt addig folytattuk, mig a kultira el nem érte a 20.

passzalast.

A passzalas soran elOszor leszivtuk a tapoldatot, majd mostuk egyszer a sejteket 5 ml PBS-sel
(pH=7.,4; 37 °C, Thermo Fischer). Ezutin a sejteket 1 ml szobahémérsékletii tripszin-EDTA oldattal
(0,05% Gibco #25300-054) az adott sejtkultiranak sziikséges ideig (HeLa és COS7: 6 perc,
HEK293T: 4 perc) inkubaltuk, majd a sejtekhez 5 ml tapfolyadékot adtunk. Ezt kévetéen egy friss
sejttenyésztd flaskaba (el6zetesen 5 ml tapfolyadékkal feltdltve) 1 ml sejtes szuszpenziot (HEK293
sejteknél: 0,3 ml) adtunk hozza, és 5 és 37 °C-on, 5% CO; atmoszféraban novesztettiik tovabb a

sejteket a kovetkezd passzalasig.

A mikroszkdpos képek készitéséhez minden kisérletnél a sejteket 8-lyuk, tivegalji p-Slide Ibidi high
precision #1.5H (170 um/+5 um) lemezre (Ibidi #80827) novesztettem. A sejtszuszpenziot a megfeleld
koncentraciora higitottam (HEK293T 40 ezer; A431 30 ezer; COS7 15 ezer; HeLa 12,5 ezer
db/kamra), és a kamrakba 250-250 ul szuszpenziot pipettaztam, a kisérlet megkezdéséig (40 ora) a
sejteket 37 °C-on 5% CO; atmoszféraban tartva. A HEK293T sejtek lemezre helyezése elétt a
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targylemez feliiletét 10 ug/ml koncentracioju poli-L-lizin oldattal (Sigma #P5899) kezeltem négy oran

at, majd lemostam.

A HEK293T sejtek IR-TAG modellrendszerekkel torténd transzfektalasat JetPRIME® (Polyplus,
#114-07) transzfekcios regenssel (Polyplus) végeztiik, a sejtek kiiiltetését kovetd 2. napon, kovetve a
protokoll utasitasait. A nem-természetes aminosav beépitéséhez a transzfekcios mixbe a célfehérjét
kodold plazmid mellé PyIRSAFNES (ajandék Edward Lemke laborjatol??) plazmidot is tettiink,
kamranként 0,25-0,25 ug mennyiségben, illetve JetPrime reagenst és puffert adva az elegyhez, melyet
15 percen 4t szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ekézben a 100 mM BCNe"®-|izin torzsoldatot (Sichem
#SC-8014, 0,2 M NaOH és 15% DMSO) négyszeresére higitottam 1M HEPES pufferrel, melyet végiil
250 uM koncentracidban adtam a kamrakhoz. A sejteket 4 oran at inkubaltuk 37 °C-on, 5% CO;
atmoszféraban, majd médiumot cseréltem rajtuk. A masnapi jellésig 37 °C-on 5% CO, atmoszféraban
pihentettiik oket.

Kisérleteim soran alkalmazott jelolések koriilményeit az alabbi tablazatokban (1-2. Tablazat)
Osszegeztem, jelolve a hasznalt sejtvonalat (és fenntartasnak koriilményeit), a fluoreszcens jeldlo, a
konjugatum nevét, az alkalmazott koncentracidkat és jel6lési iddtartamot.

1. Tablazat: Az IR-TAG modellel végzett kisérleteknél alkalmazott sejtes jeldlés kériilményei
konfokalis mikroszképiahoz

IR-TAG
Sejtvonal Sejtfenntartash.o z Jelolé Koncentracio Jelolésiidé Abra
alkalmazott médium
MitoSiR intracellularis
lokalizaciojanak HEK293T DMEM MitosR ~ 1° ”'\:' 1,8'0 "™ 60 perc 8.A
vizsgalata K
Avédacsoport HEK293T DMEM Tet-COU-PEG 10 uM 60 perc 7.

vizsgalata

Amodellvegyiilet HEK293T DMEM Tet COUPEG- 300 nM 60 perc 8.BC
vizsgalata MitoSiR
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2. Tablazat: A FA-BCN hordozéval végzett kisérleteknél alkalmazott sejtes jelélések kériilményei
konfokalis mikroszképiahoz

FA-peptid-BCN

Sejtfenntartashoz Jelolési stratégia

Sejtvonal alkalmazott (preclick, J.e 1016, Koncentracio Jelolésiido Abra
. . konjugatum
médium pretargeting)
In situ, vagy
preclick
osszekapcsolt
konjugatummal
1uM Cy5-Tet és 1uM  torténd inkubéacio:
Hordozémolekulaval DMEM (C0OS7), reclick Cyb-Tet és FA-BCN- FA-BCN-peptid 90 perc
végezhetd jelolési Hela COS7 folsavmentes RPMI rztar eti’n peptid, FA-peptid-  (pretargeting), 1pM  (Pretargeting: 20 10.
strategiak vizsgalata (HeLa) pretargeting Cy5 FA-peptid-Cy5 percig vagy
(preclick) elokezeltem
hordozoéval, vagy
rogton a festékkel
adtam hozza a
sejtekhez.)
. s DMEM (COS7),
FA-peptid Cy5 jelolési HeLa  COS7 folsavmentes RPMI preclick FA-peptid-Cy5  100nM, 300 nM, 1 uM 90 perc 11.A)
koncentracio optimalizalas (HeLa)
. IR DMEM (COS?7),
FA-peptid-CySjeldlésiids . . os7  folsavmentes RPMI preclick FA-peptid-Cy5 1 uM 10,30, 60, 90 perc  11.B
optimalizalas
(HeLa)
MitoSiR intracellularis
lokalizacidjanak vizsgalata Hela COs7 DMEM preclick MitoSiR 10nM, 100 nM, 1 uM 60 perc 13.A
Hela sejteken
) DMEM (COS?7), i
FA-peptid-COU-PEG HeLa  COS7 folsavmentes RPMI preclick FA-peptid-COU 1uM 90 perc 12.
vizsgalata PEG
(HeLa)
. DMEM (COS7) .
FA-peptid-COU-PEG- ’ . FA-peptid-COU-
MitoSiR vizsgélata Hela COS7 folsavmentes RPMI preclick PEG-MitoSiR 100nM, 300 nM, 1 uM 30 perc 13.B
(HeLa)
" . Jelolési
Sejtfenntartashoz Sejtkilltetéshez  Jeloléshez stratégia Jeldls,
Sejtvonal alkalmazott alkalmazott alkalmazott g . ' Koncentracié Jelolésiidé Abra
. " . (preclick,  konjugatum
médium médium médium .
pretargeting)
Hela DMEM DMEM DMEM preclick FA'gig“d' 1M %perc  9.B
Hela RPMI RPMI RPMI preclick FA'g‘;g“d' 1uM 9perc  9.B
FA-peptid-BCNjelolés  Hela RPMI RPMI folsavmentes o ociik  FAPORNd gy 90perc  9.B
N RPMI Cy5
tapfolyadék fiuggésének -
vizsgalata Hela RPMI folsavmentes | folsavmentes reclick FA-peptid- 1uM 90 perc 9.B
9 RPMI RPMI p cy5 " p :
folsavmentes folsavmentes : FA-peptid-
HelLa folsavmentes RPMI RPMI RPMI preclick cy5 1uM 90 perc 9.B
cos7 DMEM DMEM DMEM preclick FA'Z‘;‘;""' 1uM 90 perc 9.8

A sejteket a kisérlet megkezdéséig, valamint a jelolési id6 alatt 37 °C-on 5% CO; atmoszféraban
inkubaltam. Az inkubalasi id6 elteltével az IR-TAG modellrendszerrel késziilt mintakat tapfolyadékkal
mostam kétszer gyors egymasutanban, majd ismét kétszer, de 10 perces id6kozokkel, minden mas
esetben csupan tapfolyadékot cseréltem a sejteken. A véddcsoport, illetve a modellvegytilet

fényhatasara bomlik, ezért tigyeltem ra, hogy ne érje fény a mintakat.

A feltételesen aktivalhatdo fotolabilis konjugatumok sejten beliili elhelyezkedését konfokalis
mikroszkopiaval kovettiik nyomon. A Tet-COU-PEG véddcsoporttal késziilt kisérletekrél a Zeiss
LSM710 mikroszkoppal készitettiink felvételeket, PLAN-APOCHROMAT 40x/1,4 Oil objektiv

alkalmazasaval. A kumarin alapvaz lokalizacigjat emisszidjanak megfeleld (420-600) nm tartomanyon
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vizsgaltuk 405 nm gerjeszté lézert alkalmazva, mig a MitoSiR-t és miRFP-t 633 nm-es 1ézerrel

gerjesztettiink (643-800) nm tartomanyban detektalva emittalt jelet.

Minden mas felvételt Leica TCS SP8 tipusu mikroszkoppal készitettik Leica HC PL APO CS2
100x/1,40 olajimmerziés objektivvel detektorként pedig Leica HyD detektort alkalmaztunk. Az
mOrange mikroszkopizalasdhoz az 552 nm-es gerjesztélézert hasznaltuk, 565-615 nm tartoméanyon
vizsgalva a jelolést. A miRFP, MitoSiR, és CyS5 jeloloket 638 nm-es 1ézerrel gerjesztettiik és 650-800

nm tartomanyon detektalva éket.

A MitoSiR felszabaditdsat az IR-TAG modell esetében 450 nm koriili fényt emittald, 4 W-os névleges
bemeneti teljesitményli LED-panel segitségével végeztem, 1 perces bevilagitast Kivitelezve. A folsav-
alapt konjugatum esetében a Leica TCS SP8 mikroszkopba épitett metalhalid lampat és 385+25 nm

szir6t hasznaltuk, 10 s id6tartamig besugarozva a mintat.

A képeket Imagel] software (verzioszam: 1.51) segitségével értékeltem ki.
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Eredmények

Els6 1épésként azt vizsgaltam, hogy a Tet-COU-PEG véddcsoport valoban alkalmas-e sejtfelszini
képletek, receptorfehérjék szelektiv jelolésére, illetve a MitoSiR riportervegyiilet célba juttatasara,
valamint, hogy tényleg sikeriilt-e gy moddositanunk a molekulat, hogy ne legyen membran-

permeabilis.

Ehhez egy olyan HEK293-T sejtekbe transzfekcioval bevitt, -Amber stop kodon- mutéciot hordozo
inzulin-receptorra (IR) épiilé modellrendszert alkalmaztam, mely korabban hatékonynak bizonyult
nem-membranpermeabilis festékek tesztelésére (IR-TAG modell).* Az IR sejtmembranban {ild
(BCN-Lizin) keriilt beépitésre a genetikai kéd Kiterjesztésével (stop kodon szupresszid). Ez a
pozici6 az extracellularis régioban helyezkedik el, igy a nem-membranpermeabilis célvegyiilet stabil,
kovalens kotésen keresztiil hozzakapcsolodhat. Fluoreszcens riporter cimkeként - a spektralis

atlapolast megel6zend6 - mOrange vagy miRFP fehérjét fuzionaltattunk az IR-hez.

IR-TAG miRFP Transzfektalatlan IR-TAG miRFP
kontroll kontroll Tet-COU-PEG
Tet-COU-PEG (10 uM)
(10 uMm)
N Egyesitett kép
£e g
g g %
=
X
8
S
e o
Ew©
w
[&]

7. Abra: A Tet-COU-PEG (10 uM) lokalizacidjanak vizsgélata konfokalis mikroszképpal, transzfektéalt
IR-TAGBCNZn HEK293-T sejtekben. A gerjesztés a kumarin alapvaz (405 nm, felsé sor) vagy miRFP
fluoreszcens fehérje (633 nm, alsé sor) abszorpciéjanak megfelels Iézerrel (intenziasa: képek jobb

felsé sarka) toértént. Mérce: 30 um.

Elsoként Tet-COU-PEG véddcsoportot teszteltem membran-permeabliltds és jeloloképesség
szempontjabol. HEK293-T sejteket transzfektaltam IR-TAG-miRFP konstrukcioval, kontrollként
transzfektalatlan sejteket hasznaltam (7. Abra). A riporter miRFP csatornajan lathatjuk, ahogy
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kirajzolodik a membran strukturaja, d&m egyes sejteken a citoplazmaban is megfigyelhetiink
fluoreszcens jelet, melyet még éretlen, naszcens IR-0k szolgaltatjadk. A transzfektalatlan, de
célvegyiilettel kezelt kontroll sejteken a vartnak megfeleléen nem tapasztaltunk szamottevo jelolodést
sem intra- sem extracellulrisan, mig a bioortogonalis funkciot hordozo IR-TAGENLZIN pozitiv sejtek
fluoreszcens jele a kék csatornaban (kumarin) nagymértékben kolokalizalt a miRFP-csatornaéval, de
csak a plazmamembréanok teriiletén (7. Abra: Egyesitett kép). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a

Tet-COU-PEG impermeabilitdsa miatt alkalmas extracellularis célpontok szelektiv jelolésére.
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A) MitoSiR intracellularislokalizacioja

MitoSiR MitoSiR MitoSiR )
10 nM 100 nM 1uM Nagyitottkép

MitoSiR
csatorna

B) IR-TAG jelolése Tet-COU-PEG-MitoSir-rel

Transzfektalatlan Pozitiv kontroll
kontroll IR-TAG mOrange IR-TAG mOrange IR-TAG mOrange
Tet-COU-PEG-MitoSir Tet-COU-PEG-MitoSir Tet-COU-PEG-MitoSir Cy5-Tet

(300 nM) (100 nM) (300 nMm) (1 um)

mOrange
csatornaja
552nm

MitoSir, Cy5-Tet
csatornaja

C) MitoSiRfelszabaditéasaamodellvegyiiletb6l

mOrange csatorndja MitoSiRcsatornaja
552nm Egyesitett kép Nagyitottkep
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8. Abra: A) A MitoSiR (10 nM-1 uM) mitokondriumot célzé fluoreszcens festék lokalizacidjanak
vizsgalata konfokalis mikroszkoppal HEK293-T sejtekben. B) A Tet-COU-PEG-MitoSiR modell
vegylilet lokalizaciéjanak (300 nM) vizsgalata konfokalis mikroszképpal |IR-TAG-mOrange
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modellrendszert hordozé HEK293-T sejtekben. (Pozitiv kontroll: Cy5-Tet (1 uM) jelolt IR-TAG-
mOrange.) C) A Tet-COU-PEG-MitoSiR (300 nM) felszabasitasanak vizsgalata konfokalis
mikroszkoppal IR-TAG-mOrange modellrendszert hordozé6 HEK293-T sejtekben. A minta 1 percen at
lett bevilagitva 450 nm koriili kék fényt emittalé fényforrassal. Felsé sorban a minta bevilagitas elbtti,
mig az alséban bevilagitas utani felvételei lathatéak. A mintak gerjesztése MitoSiR és Cy5-Tet (638
nm lézer), illetve az mOrange (552 nm lézer) abszorpciojanak megfelel6 lézerrel (intenziasa: képek

jobb felsé sarka) tértént. Mérce: 30 um.

Ezt kovetéen ellenOriztem, hogy a riportervegyiiletként alkalmazott MitoSiR festék valdban a
mitokondriumban dasul-e fel (10 nM-1 uM koncentraci6é tartomanyban vizsgalva). A felvételeink
szerint a festék pozitiv toltottsége révén elsésorban a mitokondriumban, és csak kisebb részben

lizoszomaban dusul fel a jellés soran (8. A Abra).

Ezutén tértiink ra a Tet-COU-PEG-MitoSiR modellvegyiilet vizsgalatara (8. B Abra). A MitoSiR
(Aexc: 638 nm) ¢és a fluoreszcens riporter cimke spektralis atlapolasa elkeriilése érdekében az IR-
TAGBNZin-hez  mOrange-t (Aex: 552 nm) fuzionaltattunk. A modellvegyiiletet 300 nM
koncentracioban adtam a sejtekhez, és elhelyezkedését a MitoSiR csatornajan kovettiik nyomon. A
bioortogonalis médosithatésag ellendrzésére egyes kontroll mintdkban a IR-TAGBCNizint Cy5-Tet
(Tet: Tetrazin csoportot hordozo) fluoreszcens festékkel jeloltem meg. A Tet-COU-PEG-MitoSiR a
Cy5-Tet kontrollhoz hasonléan a sejtmembran teriiletén hatarozottan kirajzolddik, intracellularis
képletek hattérjeldlédése nélkiil. S6t, a MitoSiR mitokondrium jel6lésére utalo jelet sem latunk (ebben
a koncentracioban), igy arra kovetkeztethetiink, hogy a kiindulasi vegylilet nem membran-permeabilis,
valamint, hogy a mindeddig s6tétben tartott mintabdl nem szabadult fel a riportervegyiilet. A MitoSiR
fénykontrollalt felszabaditisanak vizsgalatdhoz (8. C Abra) a mintdkat 1 percen keresztiil
vilagitottuk be. A mikroszkopos felvételek ugyan nem azonos mintarészletekrdl késziiltek, de igy is
megfigyelhetd, hogy membran struktura elhalvanyult és nagyon gyenge intracellularis jelolés
latszodik. Ez alapjan azt az Ovatos kovetkeztetést tehetjilk, hogy a sejtfelszinr6l sikeresen

szabaditottuk fel a festéket, mely ezt kdvetden mitokondriumba vandorolt és dusult fel.

Osszegezve, a Tet-COU-PEG-MIitoSiR vegyiilet alkalmasnak tiint célzott hatéanyag-leadas
modellezésére, és a reményteli eredmények tiikkrében attértiink a terapias szempontbol relevans,

Ligandum-Receptor alapu kolcsénhatasra épiilé hatdanyaglead6 rendszerek kialakitasara.
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A ligandum-receptor kolcsonhatasra éptilé célzott hatéanyagleadas tanulmanyozasara egy folsav-

folsav receptor interakcion alapuld modellt valasztottunk.

A folsav élettani szempontbdl elengedetlen aminosavak, illetve a DNS szintéziséhez, javitasahoz.
Egyes, foként epitélium eredetii rakos megbetegedések emelkedett folsav felvételt mutatnak az
egészséges szovetekhez képest. A hatékony folsavfelvételt felsziniikon nagyszdmban kifejezett folsav
receptor alfa izotipusa (FR-a) biztositja. Folsavat iranyitd6 molekulaként alkalmazo célzott terapiak,
diagnosztikus eljarasok fejlesztése napjaink igen intenziven kutatott teriilete.!>!® Az altalunk
alkalmazott folsav-alapti komplex hordozo6 - FA-peptid-BCN - K. Numasawa és munkatarsai nyoman
keriilt szintetizalasra.!” Iranyitdo molekulaként folsavat (folic acid - FA) tartalmaz, melyet egy negativ
toltésti Asp-Lys-Gly peptid-linker kovet. Utobbi biztositja a konjugatum sejtbe aramlasanak
mérséklését, illetve a lizin oldallancan at valosul meg bioortogonalis funkcionalizalas (BCN) (9. A
Abra). FA-peptid-BCN-t a modell vegyiiletekkel osszekapcsolva, a folsav receptort nagyszamban

kifejezd sejtvonalon, petefészekrak eredetli HeLa kulturan teszteltem.'®
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A)  Folsav-peptid-BCN szerkezeti képlete cg\' =

(0]
NHlLO
/4
0
5 N._CO,H
HN N\ N 9
S A JH
H,N” NN
c& Folsav —ﬁ; ,J Asp-Lys-Gly linker %— BCN BCN
irényité biomolekula negativ toltottseg, bioortogonalis motivum
sejt impermeabilitds
B) Jelbléstapfolyadékfiiggése
DMEM-ben Folsavmentes RPMI- DMEM-ben
nevelt, kitltetett &s ben nevelt, kiultetett és nevelt, kiultetett és
kezelt kezelt HeLa sejtek kezelt Hela sejtek kezelt COS7 sejtek

B e e L R Optimalizalds = |mmmmmmmmmmmm e -.

RPMI-ben nevelt és RPMI-ben neve.lt es RPMI-ben

Folsavmentes RPMI- kultetett, majd nevelt, kitltetett és
ben kitltetett és kezelt ~ folsavmentes RPMI- kezelt

HeLa sejtek ben kezelt Hela sejtek HeLa sejtek

9. Abra: A) FA-peptid-BCN hordozévegyiilet szerkezeti képlete és funkcionalis egységei. B) A jelélés

médiumanak, illetve a sejtfenntartas kériilményeinek optimalizalasa; FR-a. pozitiv HelLa, illetve negativ
COSY7 sejteken vizsgalva; 1 uM FA-peptid-Cy5 konjugatumot alkalmazva; Alkalmazott Iézer 638 nm-es

lézer; intenzitas (i): képek jobb felsé sarkaban; Mérce: 30 um.
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Miel6tt azonban ezt elkezdhettem volna, ellenérizni kivantam, hogy a HelLa sejtvonal valoban
alkalmas platform-e folsav-alapti hatbanyagleadas vizsgalatara, illetve tanulmanyozni akartam a FR-a

jelolésének idedlis koriilményeit.

A sejtvonalak fenntartasdhoz hasznalt tapfolyadékok tobbnyire tartalmaznak folsavat, a sejtek
megfelelé bioldgiai mikodésének fenntartasahoz. Az irodalom megosztott abban a kérdésben, hogy a

i.1920 Tgbb érv szol a

folsav-alapt rendszerek tesztelését folsav-mentes médiumban ajanlatos-e végezn
folsav mentes médium mellett: (1) feltételezhetd, hogy a tapfolyadék folsav molekulai (~ 9 uM)
kompetitive gatoljak a hatéanyag-konjugatum FR-a receptorhoz koétédését, (2) valamint az ebbél
adodo receptor-medialt endocitdzis kovetkeztében varhaté a receptorok sejtfelszini szamanak

csOkkenése.

Ennek tisztazasara és a modellrendszer optimalizalasa érdekében, HelLa sejteket harom kiilonb6z6
médiumban ndvesztettem, folsavat tartalmazé DMEM és RPMI, valamint folsavmentes RPMI
tapfolyadékban. Mikroszkopos vizsgalatokhoz kiiiltettem ezekbdl a sejtekbdl, illetve két tovabbi
mintat képeztem a RPMI-ben nevelt sejtekbdl, egyiktdl mar a kiiiltetéskor azonnal, a masiktol pedig
csak kozvetleniil a vizsgalatok el6tt vontam meg a folsavat. A sejtek mindegyik tapfolyadékban azonos
sebességgel osztddtak, tehat nem okozott problémat a folsav hidnya. A sejteket Cy5-Tet modositott
FA-peptid-BCN-nel kezeltem. Azt tapasztaltam, hogy kizarolag a végig folsavmentes tapfolyadékban
tartott sejtek jel6l6dtek hatékonyan a membranban (9. B Abra). Ezek alapjan, a mi rendszeriinkben
egyértelmiien a végig folsavmentes tapban tartott HelLa sejteken tudunk jeldlést és célzott

hatdéanyagfelszabadulast vizsgalni.
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Preclick és pretartgeting jelolésistratégiak

Preclick Pretargeting Pretargeting Negativ kontroll
0 perc 20 perc
1 uM FA-peptid-Cy5 1uM FA-peptid-BCN + 1uM FA-peptid-BCN + 1uM Cy5-Tet
1uM Cy5-Tet 1uM Cy5-Tet

HelLa

CcO0s7

10. Abra: FA-peptid-BCN (1 uM) hordozévegyiilet tesztelése pretargeting és preclick stratégiakra Cy5-
Tet (1 uM) festékkel; FR-o. pozitiv Hela, illetve negativ COS7 sejteken;, a gerjesztés Cy5
abszorpcidjanak megfelel6 fényforrassal tértént; Alkalmazott lézer: 638 nm lézer; intenzitas (i): képek

Jjobb felsé sarkaban; Mérce: 30 um.

Vizsgaltam, hogy alkalmas-e az FA-peptid-BCN hordozé mindkét stratégia (preclick, pretargeting)
kivitelezésére. A pretargeting mddszer optimalizéldsa érdekében kétféleképpen kezeltem a sejteket:
vagy pre-inkubaltam 6ket 20 percig FA-peptid-BCN-el, vagy egyidében adtam a hordozot és a Cy5-
Tet festéket (10. Abra).

A HelLa sejteknél nem volt szamottevd kiilonbség a jelolési modok kozott €s mindharom esetben
hasonld, szép kontrasztos képeket készithettink azonos Iézerintenzitdas mellett. Erételjes
membranjeldlés, illetve kevés, ,,pottyszer(’” intracellularis képlet volt lathatdo, mely utobbi
valdszinlileg receptor internalizalodasra utalo jel. Ezzel szemben a negativ kontroloknal egyaltalan

nem mutathato ki jelo16dés.
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A) Preclickjelolés koncentracio fliggése
0.1 uM FA-peptid-Cy5 0.3 UM FA-peptid-Cy5 1 uM FA-peptid-Cy5

HelLa

Preclick, 90 perc inkubécio 37°c-on, 5% CO2 mellett
B) Preclickjelolésidé fliggése

10 perc 30 perc 60 perc 90 perc

HelLa

cos7

11. Abra: Folsav receptor jelblés koncentrécié (A) és id6 (B) optimum keresése FA-peptid-Cy5

konjugatummal (1 uM); (638 nm lézer; intenzitas (i): képek jobb felsé sarkaban) Mérce: 30 um.

A jeldlés optimalizalasat, koncentracié- (0,1-1 uM; 11. A Abra) és id6fiiggésének vizsgalatat (10-90
perc; 11. B Abra) preclick-kelt FA-peptid-BCN+Cy5-Tet-el (FA-peptid-Cy5) végeztem.

A mikroszképos felvételeken -azonos 1ézerintenzitas mellett- az FA-peptid-Cy5 még a
legalacsonyabb koncentracioban (0,1 uM) is hatékonyan jellte a Hela sejteket, ami jol egybecseng a
folsav receptorkotddésének erdsségének nagysagrendjével (Kp ~ 1 nM).2L A jelolés id6fliggése
tekintetében elmondhatjuk, hogy az FA-peptid-Cy5 ligand gyorsan, mar 10 perc inkubaciot kovetéen
hatékonyan kot6dott a HelLa sejtekhez, mig FR-a negativ COS7 sejtekhez egyaltalan nem. (11. B
Abra) Ebbé] arra kovetkeztettiink, a FA-peptid-BCN hordozo kivaléan alkalmas FR-a célzaséra.
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CcOs7 HelLa

Nagyitottkep

405nm
FA-peptid-COU-PEG
(1 M)

638nm

FA-peptid-Cy5
(1 M)

12. Abra: FA-peptid-COU-PEG és FA-peptid-Cy5-tel (1-1 wuM) konjugatummal jel6l6dés
o0sszehasonlitasa FR-a pozitiv HelLa és negativ COS7 sejteken. A gerjesztés a kumarin alapvaz (405
nm) vagy Cy5 (638 nm lézer) abszorpcitjanak megfelelé fényforrassal tértént. Alkalmazott lézer

intenzitas: az abra jobb fels6é sarkaban. Mérce: 30 um.

Kovetkez6 1épésként az FA-peptid-BCN és az ,,lires” védbcsoport a Tet-COU-PEG konjugatumaval
(preclick; FA-peptid-COU-PEG-el) végeztiink jeloléseket HeLa és COS7 sejteken, kontroll
vegyiiletként a FA-peptid-Cy5-6t hasznaltam (12. Abra). Az FA-peptid-COU-PEG ugyan szelektiv
FR-a jelolést mutatott, am a membran struktara sokkal kevésbé intenziven rajzolddott ki, mint az FA-
peptid-Cy5-nél, és a citoplazma is kissé fényesen sejlett fel, de e jelenség valdsziniileg csak részben

tudhato be intenziv receptor-internalizacionak.
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A) MitoSir intracellularis lokalizacioja

MitoSir MitoSir MitoSir »
10nM 100 nM 1uM Nagyitas

HelLa

B) FR-okjelblése Tet-PL-MitorSir-relkésziiltkonjugatummal
FA-Cy5 FA-COU-PEG-MitoSir FA-COU-PEG-MitoSir
(Tum) (0.1uM) (0.3um)

HelLa

CcOos7

13. Abra: A) A MitoSiR (10 nM-1 uM) mitokondriumot célzé fluoreszcens festék lokalizaciéjanak
vizsgalata Hela sejtekben. B) A Tet-COU-PEG-MitoSiR-rel késziilt konjugatumok (0,1-0,3 uM)
O0sszehasonlitasa FA-Cy5-tel (1 uM) (FR pozitiv HelLa, illetve negativ COS7 sejtek); Alkalmazott lézer:

638 nm-es lézer, intenzitasa (i): az abra jobb fels6é sarkaban. Mérce: 30 um.

A teljes modellvegyiilet Tet-COU-PEG-MitoSiR és FA-peptid-BCN konjugatumaval (FA-peptid-
COU-PEG-MitoSiR) (preclick) végzett kisérletek az el6z6 fejezetben bemutatott sémat kovették.
Elékisérletben megvizsgaltam, hogy a MitoSiR festék hol halmozodik fel HelLa sejtekben (13. A
Abra), majd hordozohoz kapcsolva (FA-peptid-COU-PEG-MitoSiR) milyen képleteket jelol (13. B
Abra), végiil probalkozast tettem a festék felszabaditasara a konjugatumbol (14. Abra).

A FA-peptid-COU-PEG-MitoSiR konjugatumok is szelektiv FR-o jelolést mutattak, am a

koncentracio ndvelésével nem-kivanatos intracellularis hattér jelo16dés jelenik meg. (13. B Abra)
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FA-peptid-COU-PEG-MitoSir
(0.3 puM)

Nagyitott kép

Bevilagitasel6tt

Bevilagitasutan

14. Abra: A MitoSiR felszabaditasénak vizsgalata az FA-peptid-COU-PEG-MitoSiR konjugéatumbdl
(0,3 uM); FR pozitiv HeLa sejteken vizsgalva; Felszabaditas: 10 s bevilagitas (metalhalid lampa);
Alkalmazott lézer: 638 nm-es, intenzitas (i): jobb felsé sarok A bevilagitas a mikroszkép metalhald

lampajaval tértént 10 s idétartamban. Mérce: 30 um.

A 14. Abra mutatja be a MitoSiR felszabaditasara tett probalkozasunkat. A nagyitott felvételen
latszik, hogy a membranstruktira kék fény hatasara elhalvanyodik, az intracellularis, mitokondrium
struktarak jobban definialtakka valnak, ami feltételezi a membran-asszocialt konjugatumbol a
MitoSiR felszabadulasat. Noha ezen eredmények erételjesebb bizonyitasanak feladata még el6ttiink
all, tigy tlnik, hogy jo uton jarunk, mert IR-TAG-hez hasonléan a folsav-alapu sejtes modell is

alkalmas a feltételesen fotoaktivalhato célzott hatéanyagleadas tanulméanyozaséra.
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Osszefoglalas

Mindkét sejtes modell (IR-TAG, folsav-receptor) esetében sikeresen kapcsoltam bioortogonalis
partneréhez a Tet-COU-PEG véddcsoportot, majd hajtottam végre vele szelektiv jel6lést. Ezen
talmenden célba juttattam a Tet-COU-PEG-MitoSiR modellvegyiiletet és szabaditottam fel belble

riportervegyiiletet, melynek mitokondrium specifikus jel6lését is nyomon kovettem.

Megemlitendé ugyanakkor, hogy a vegylilet felszabaditasanak megfigyelését erdteljesen limitalja,
hogy az altala célzott sejtalkotdé nehezen megkiilonboztetheté maés, citoplazmaban nagyszamban
jelenlévé organellumtol — mint pl. lizoszéma vagy endoszomak - melyek maguk is részt vehetnek a
konjugatum sejten beliili szallitasiban, hasznositisdban. Igy mielétt attérhetnénk a hatéanyagot
tartalmazo konjugatumok tesztelésére, érdemes lenne mas, ezen limitacioktél nem szenvedd
riportervegyiiletek kiprobalasa is. Ilyen alkalmas riporterek lehetnek pl. az interkalalodd DNS
festékek, melyek amellett, hogy a citoplazmatdl jol elkiilonitheté sejtmagot festik meg, un. strukturalis

fluorogenicitassal birnak, azaz csak akkor valnak fluoreszcenssé, ha bazisparok kézé ékelddnek.
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Szerz6i hozzajarulas
Ezuaton nyilatkozom, hogy a

o A feltételesen fotoaktivalhatdé vegyiletek IR-TAG modellrendszeren torténd
vizsgalatat (HEK293T sejtek transzfekcidja és jeldlése) En végeztem.

o A feltételesen fotoaktivalhatdo vegyiiletek Receptor-Ligand modellrendszeren (FR -
folsav-peptid-BCN) torténd vizsgalatat (konjugatumok eldallitasa, sejtek jelolése és

annak optimalizalasa) En végeztem.

Ezaton nyilatkozom, hogy OTDK konferencian korabban nem értem el helyezést.
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