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Osszefoglalé

Fehérje-fehérje kblcsonhatasok rendkiviil fontos szerepet téltenek be, mind a
fizioldgias, mind a patofizioldgias folyamatokban, ezért hatékony befolydsolasuk
kulcsfontossdaglu a gyodgyszeripar szamara. Szikség van olyan moddszerek
kidolgozdsara, amelyek segitségével fehérjeméret( hatdanyagokat juttathatunk
el az intracelluldris célpontjaikhoz. Egyes virusos és bakteridlis fehérjék
funkcionalis formaban kénnyen internalizalédnak a lipid-raft medialt/kaveolaris
endocitozissal, de ennek a folyamatnak a terdpidsan relevans koncentracidju
fehérje rakomanyokkal torténd utanzdsa nagy kihivast jelent. Ebben a
munkaban a WYKYW pentapeptid szekvenciat vizsgaltuk, amely specifikusan
kotddik a gangliozid GM1 glikan részéhez (K, = 24 nM). A WYKYW ugy segiti eld
a fehérjék GM1-fliggd endocitézisat, hogy a rakomanyt terheld kaveoszémak
nem fuziondlnak lizoszémakkal. A szerkezetileg sértetlen immunglobulin G
komplex (580 kDa) sikeresen bejutott az él6 Hela sejtekbe 20-160 nm kozotti
extracellularis koncentracié mellett, és megfigyelhetd volt a rakomanyfehérjék
kiszokése a citoszolba. A révid WYKYW-tag egy eldnyds endocitdzis Gtvalaszto
szekvencia a terdpias makromolekulak lipid raft-medidlt sejtbe juttatasdhoz,
kalonosen a GM1-et tulzottan expresszald rakos sejtek esetében.

Bevezetés

Napjainkban a gyogyszerfejlesztés egyik legnagyobb kihivasa az emldsok
sejtmembranja, mivel olyan gatat jelent, amely tobbnyire athatolhatatlan az
olyan extracellularis fehérjék szamara, amelyeknek szerepik lehet, mint
specifikus, hatasos és biztonsagos gydgyszerek [1, 2]. A fehérjeméretl
hatéanyagok internalizacidja elérhetd lipid-raft medialt endicitdzissal [3, 4],
mely Utvonalon gyakran kozlekednek endogén fehérjék [5], bakteridlis toxinok
(kolera és tetanusz) [6], illetve virusok (egér és polidmavirus [7], valamint
echovirus 1 [8]). Ennek a klatrin-figgetlen uUtvonalnak az elénye, hogy az
endoszémak csak nagyon hosszu id6 utdn egyesililnek a lizoszomakkal, sok
esetben azonban ez el is marad. Ez az endocitotikus folyamat egy fontos célpont
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a funkcionalis, degradacié mentes fehérjebevitelre, hiszen a képzddo ,szivargo”
endoszomak lehetOséget biztositanak a rakomany kiszabaduldsara. A lipid
betliremkedések és kaveolak felszine gazdagon boritott glikoszfingolipidekkel,
foként mono-, di-, és triszialotetrahexozil-gangliozidokkal (GM1, GD1a, GT1b),
amelyek a f6 receptorai az igy bejutd molekulaknak. A gangliozidokhoz valé
kotédés és a gangliozidok kotegelése olyan endocitotikus folyamatot indit el [9,
10], ahol a lizoszémalis lebomlas csekély, ezaltal lehetdvé teszik a fehérjéknek,
hogy eljussanak a sejtplazméaba [11], vagy transzcitdzissal mas sejtekbe [12,
13]. A jelenleg elérhetd sejtbejuttaté rendszereknek szamos hatranyat
ismerjik: a rakomany lizoszémaba keril és lebomlik, esetleg az alkalmazandd
koncentracidé tul nagy, terapiasan irrelevans. A hatranyokat kikliszobolhetjik, ha
megértjik annak modjat, hogy miként valtanak ki a gangliozidok endocitézist
[14]. Ennek ismeretében tudjuk empirikusan értelmezni a glikan-kodot, és azt
tudatosan alkalmazhatjuk késbébbi sejtbejuttatd rendszerek tervezésénél [15,
16]. A kilonb6z6 gangliozid-koté molekuldk azonositdsat célzé kutatasok mar
munkank el6tt elkezd6dtek, azonban a nagyaffinitdsi molekularis felismerés
még varat magara. A GM1 gangliozidhoz kété molekulak kilénésen érdekesek
lehetnek, mert bar szamos emlGssejt expresszalja a molekulat, kilonféle
tumorokban feldusulnak [17, 18]. A fehérje alapu terdpidakban az extracellularis
koncentraciétartomany jellemz6en 100-500 nM [19], tehat egy nagyaffinitasu
kotédés sziikséges ahhoz, hogy megfeleld sejtmembranban vald dusulast érjink
el, lehetdvé téve a hatdanyagok kell6 mértékben valdé bedramlasat.

Célul tlztik ki, hogy nanomolaris koncentracidoban juttassunk be human
sejtekbe fehérje méret(i molekulakat lipid-raft medialt endocitdzissal. Kerestiink
egy rovid peptidet - egy nem mérgezé minimalis motivumot -, amely képes
specifikusan a makromolekuldris rakomanyat egy olyan belépési Utvonalhoz
irdnyitani, amely utadnozza a virusok és bakteridlis toxinok gangliozidok altal
kozvetitett internalizacidjat a fo lipid atvonalon/kaveoldris GM1-en keresztil.
Egy szerkezetileg joél definiadlt receptorra fokuszalva és az interakcidé alapos
biofizikai jellemzésével azt tlztik ki célul, hogy utat nyitunk a szerkezet alapu
tervezés felé, ami ritka megkozelités a fehérje célba juttatasnal [20, 21].
Kimutattuk, hogy egy pentapeptid szekvencia (WYKYW) kis nanomolaris
affinitdssal specifikusan koti a GM1 szénhidrat részét. Ennek a révid endocitdzist
irdnyitd peptidnek a nagy fehérjékhez valé kozvetlen kapcsoldsa elGsegitette a
makromolekuldk lipid-raft medialt/kaveolaris endocitdzisat terdpiasan relevans
nanomolaris koncentraciékban, és igy elkerlilte az endoszomalis csapdazdédast
és a lizoszémalis lebomlast.

BIOKEMIA
XLV. évfolyam 4. szam 2021. december
68



Martinek A. Tamas

Mddszerek

Izotermalis titralé kalorimetria (ITC)

A szintetizalt peptidekkel, peptid-konjugatumokkal és a megcélzott ganglio-
zidokkal (GM1, aszialo-GM1, GM3) izotermalis titrald kalorimetriat végeztiink
egy MicroCal VP-ITC kaloriméter segitségével. A gangliozid-dodecilfoszfokolin
1:5 bicelldkat titraltuk a peptidekhez és konjugatumaikhoz (pH 7,2, 35 °C) 15
MM gangliozid koncentraciot alkalmazva.

Fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas és analizis (FACS)

A peptidek és peptid-komplexek internalizacidjat aramldsos citometridval
mértik. A sejteket a peptidekkel vagy anélkil 37 °C-on inkubaltuk kilonb6z6
idotartamokig, majd a sejteket mostuk, és tripszin-EDTA segitségével felszedtiik
a lemezekrél. Sés foszfatpufferben tripankék és propidium-jodid hozzaadasa
utdn mértik a sejteket egy FACSCalibur aramlasi citométer segitségével. Az
adatokat a Flowlo™ szoftver segitségével értékeltik ki. Az in vitro kompeticids
vizsgalathoz Jurkat sejteket kezeltlink a peptidekkel, mikdzben a hozzdadott
galektin-1 koncentracidkat valtoztattuk. Az endocitézis inhibitorokkal valo
kisérletben a Hela sejteket eldinkubaltuk 37 °C-on metil-B-ciklodextrinnel,
wortmanninnal vagy klérpromazinnal. A citometrids mérés elvégzése elott a
sejteket 60 percig inkubaltuk a peptid komplexekkel.

Konfokalis lIézer pasztazdé mikroszkopia (CLSM)

A vizsgalt sejteket a tanulmanyozott komplexekkel kilonb6z6 koncentracidk
alkalmazasa mellett, klilonb6z6 idOhosszakig inkubaltuk 37 °C-on. Ezutan a
sejteket mostuk, majd Hoechst 33342 sejtmag-festékkel 30 percig jeloltik. A
koleratoxin kolokalizacids kisérletekben a sejteket a komplexek mellett FITC-
jelolt koleratoxin B alegységgel is inkubaltuk. Az antitestek szerkezetét célzé
kisérletekben a szokdsos inkubacio utan a sejteket paraformaldehiddel fixaltuk,
majd szaponinnal permeabilizaltuk, végul pedig Atto488-konjugalt galektin-1-
gyel kezeltlik ket 30 percen keresztlil szobahdmérsékleten. Az IgG komplexek
méréséhez a sejtmembranokat FITC-jeldlt WGA lektinnel jelenitettliik meg. FITC-
jeldlt NeutrAvidin alkalmazasakor az extracelluldris fluoreszcencia kioltasara
tripankéket hasznaltunk. A rakomany lokalizacidjanak megfigyeléséhez a
fluoreszcens festékekkel jeldlt molekulakat egy Leica SP5 AOBS konfokalis
pasztazé mikroszkdppal vizsgaltuk. A Hoechst festéshez a 405 nm-es diddat, a
FITC és Atto488 5 jelolésekhez a 488 nm-es argon lézert, az r-fikoeritrinhez és
a LysoTrackerRed festékhez az 543 nm-es HeNe |ézert, mig az Alexa Fluor 647-
konjugatumokhoz a 633 HeNe lézert hasznaltuk. Az emisszid detektaldsara
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mindig a megfeleld spektralis sz(rdt hasznaltuk.

Eredmények

A WYKYW pentapeptid nagy affinitassal és specifitassal koti a
gangliozid GM1-et

A WYKYW vezérmolekulat (1. abra) el0szor Gabius és munkatarsai [22-24]
azonositottak a Tyr-Xxx-Tyr-tartalmU pentapeptid csaldd tagjaként, amelyrdl
megfigyelték, hogy szétkapcsolja a galektin-1 - proteoglikdn kdlcsonhatasokat
[24]. Korabbi munkank soran azt talaltuk, hogy a proteoglikan-galektin-1
koélcsbnhatas gatlasanak oka a peptid kompetitiv kotddése az aszialofetuin
glikan részéhez [25]. Annak ismeretében, hogy a galektin-1 koétédik a GM1
gangliozidhoz [26], feltételeztiik, hogy a WYKYW kélcsénhatasba |ép a GM1
extracellularis glikan részével is. A fentiek ismeretében szintetizaltuk a WYKYW
peptidet, és izotermalis titrald kalorimetridval (ITC) (1. abra) megmeértik az
affinitasat és vizsgaltuk a specificitasat a klilonb6z6 gangliozidokhoz.

‘ N-acetil-a-neuraminsav

‘ N-acetil-B-D-galaktézamin

‘ B-D-galaktéz
@ s-Dglikez

{ \’\l Szfingozin + zsirsav

WYKYW peptid * GM1 aszialo-GM1 GM3
Koy (NM) 23.8+55 3063 + 150
Kpz (nM) 1647 £ 109 n.a.
nem illeszthetd
n, 0.55+£0.02 1.16 £0.01
n, 1.92+0.02 n.a.

1. abra. A kotodés célpontjaul valasztott gangliozid GM1 és szarmazékai, valamint a
WYKYW vezérmolekula szerkezete. A gangliozid-WYKYW kélcsénhatasok ITC-vel mért kétési
affinitasai (K,) és sztéchiometriai (n). A paramétereket a GM1-nél két fliggetlen kotbhely, a
GM3-nal egy kétéhely modelljéhez illesztett nemlinedris legkisebb négyzetek mddszerével
kaptuk. Asialo-GM1 esetében az ITC entalpogram nem mutatott illeszkedo jellemzbket. Forras:

[27].
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Kétlépcsds kolcsonhatas figyelhet6 meg a GM1-gyel (2.a abra), amelyben az
elsO kotési 1épcsod alacsony nanomolaris affinitdst mutatott 1:2-es GM1:WYKYW
arannyal. A masodik szakasz egy mikromolaris kblcsonhatas volt. A tiszta n-
dodecil-foszfokolinnal (DPC) végzett kontroll kisérletben nem taldltunk kdlcsoén-
hatast. A szialilcsoport eltavolitasaval (aszialo-GM1) nem kaptunk illeszthetd
eredményeket. A GM3 gangliozid esetén, (hianyzik a terminadlis B-D-
Gal(1—3)GalNAc), csak gyenge kolcsonhatas volt megfigyelhetd. Az ITC
mérések eredményeibdl megallapitottuk, hogy a WYKYW csak a GM1-et koti
meg alacsony nanomolaris affinitassal.

a WYKYW b NA(biotinyl-PEG-WYKYW), C  NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW),
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2. abra. ITC entalpogramok. a) WYKYW, b) NA(biotinil-PEG-WYKYW), és c) NA(biotinil-
Penetratin-GG-WYKYW), esetén. A titréldsokat GM1:DPC 1:5 bicelldkkal végeztik, és a
neml/ne?r/s]/egk/sebb négyzetek illesztését a két fiiggetien kétéhely modellhez hajtottuk végre.
Forras: [27

A WYKYW-peptid lipid-raft medialt/kaveolaris edocitézissal juttatja be
a fehérje rakomanyt nanomolaris koncentracié mellett

A kovetkez6 |épésben teszteltik azt a hipotézist, hogy a nagy affinitasu
WYKYW-GM1 kolcsdnhatas endocitézist indukal-e, amikor a hordozé cimkét egy
fehérjéhez kapcsoljuk. Modellrakomanyként a FITC-jel6lt NeutrAvidint (NA)
valasztottuk; biotinil-PEG-WYKYW konjugatummal jel6ltik meg (3. abra), ahol
a PEG 8-amino-3,6-dioxa-oktil-borostyank6sav monomer kapcsolasaval kapott
trimer linkert jelol. Az NA négy biotinilezett szekvencidhoz kotddik, igy a
NA(biotinil-PEG-WYKYW), tetramer fehérjekonstrukciét eredményez (3.a abra).
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A WYKYW endocitézist-indukalé hatékonysagat egy referencia sejtbehatold
szekvencidhoz viszonyitva értékeltiik, amit a FITC-NA biotinil-Penetratinnal
torténd jeldlésével kaptunk: NA(biotinil-Penetratin), (3.b abra). A WYKYW és a
Penetratin additiv és szinergikus hatasanak mérésére egy biotinil-Penetratin-
GG-WYKYW kimérat (NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW),) is hasznaltunk (3.c
abra). Az ITC mérések megerdsitették, hogy a NA(biotinil-PEG-WYKYW), és
NA(biotinil-Penetratin-GG-WYKYW), 14,5 + 1,7 és 20,8 £ 2,7 nM-os K_-vel
kototte meg a GM1-et (2.b, c dbra). A kélcsdénhatds sztdéchiometridja 1:1 volt a
jelolt fehérje feleslegében. A NA(biotinil-Penetratin), nem mutatott affinitast a
GM1-hez.

A WYKYW-tartalmi konjugdtumok sejtekbe vald bejutdsanak tesztelésére
konfokalis |ézer pasztazd mikroszkopos (CLSM) kisérleteket végeztiink (3.d
abra). A 250-1000 nM kozotti extracellularis rakomanykoncentracio-
tartomanyban megfigyelhettik mind a NA(biotinyl-PEG-WYKYW),, mind a
NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW), hatékony bejutasat. Meglep6 moddon a
NA(biotinyl-Penetratin), ilyen kérilmények kézétt nem jutott be a sejtekbe (ez
a CLSM-felvételeken is lathatd).

A hordozé-rakomany konstrukcidk sejten bellli megjelenését fluoreszcencia-
aktivalt sejtvdlogatas (FACS) mérésekkel hataroztuk meg 1 pM-es rakomany-
koncentraciénal (3.e abra), tripankéket hasznalva extracellularis fluoreszcencia
kioltoként. A NA(biotinyl-PEG-WYKYW), és NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW),
bejutasi mértéke hasonld volt, mig a Penetratin-cimkézett kontroll NA(biotinyl-
Penetratin), nem jutott be a sejtekbe. A CLSM és FACS eredmények
alatamasztjak, hogy a WYKYW GM1 felismer6 szekvencia képes volt endocitodzist
kivaltani, ezzel szemben a Penetratin szekvencia nem indukalta a rakomany
endocitézisat azonos korilmények kozott (3.d,e dbra). A Penetratin jelenléte a
WYKYW-tartalmu hordozé szekvencidban szignifikdnsan nem valtoztatta a
bejutds hatékonysagat a PEG linker szarmazékhoz képest (additiv vagy
szinergikus hatdsok hidnya), ami azt jelzi, hogy a WYKYW megbizhaté
endocitdzist indukald hatassal rendelkezik, amely fliggetlen a linker kémiatol.

A lizoszomak festése 6 oOra inkubacié utdan sem mutatott kolokalizaciét a
hordozé-rakomany komplexszel (3.d abra). Ez azt jelzi, hogy a WYKYW képes
sikeresen megcélozni a lipid-raft mediadlt/kaveolaris endocitdzis Utvonalat.
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3. abra. Az a) NA(biotinil-PEG-WYKYW), b) NA(biotinil-Penetratin), és c) NA(biotinil-
Penetratin-GG-WYKYW), sematikus abrazolasa d) A konstrukciok intéfnalizéldsa kilénb6zé
koncentraciokban Hela seJtekke/ 6 dra inkubéacié utan konfokalis ézer pasztazé mikroszkoppal
meghatarozva. A FITC-jeldlt NA z6ld szinnel, a Hoechst 33342-jeldlt sejtmagok ciannal, a
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LysoTracker Reddel festett lizoszomak magenta szinnel lathatok. e) A konstruktok bejutdsa 1
UM kocentracioban Hela sejtekkel 1 6ra inkubacié utan aramlasi citometriaval meghatarozva. f)
Az endocitdzis inhibitor molekulak hatasa a bejutasra aramlasi citometriaval meghatarozva. A
HelLa sejteket wortmannin (W), klérpromazin (CP) vagy B-metil-ciklodextrin (BMCD)
inhibitorokkal 37 °C-on 30 vagy 60 percig el6inkubaltuk, majd NA (biotinil-Penetratin-GG-
WYKYW) -gyel inkubaltuk. 37 °C-on 60 percig. Kontroll kisérletet is végeztiink 4 °C-on. Minden
adatpont harom mérés atlagat abrazolja; a hibasavok az atlag standard hibdjat mutatjak. A
statisztikai elemzést egyutas varianciaanalizissel (ANOVA) végeztiik, post hoc Tukey szignifikans
kiilénbség teszttel. *p < 0,1; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Forras: [27].

A sejtbejutasi mechanizmus szelektivitasanak tovabbi alatdmasztasara endo-
citdzis gatlasi kisérleteket végeztiink NA(biotinil-Penetratin-GG-WYKYW),-nal
HelLa sejtekben. A komplex internalizacidja 4 °C-on blokkolhatd volt, vagyis a
transzlokacié energiafiiggé (3.f abra). A sejtek kiilonb6z6 endocitdzis gatlokkal
torténd el6kezelése utan azt tapasztaltuk, hogy a metil-B-ciklodextrin (MBCD),
amely egy ismert lipid-raft inhibitor, szignifikdnsan cstkkentette a komplex
bejutdasat, mig a wortmannin és a klérpromazin nem mutatott szignifikans
hatast. Ez az eredmény megerdsitette a lipid-raft medialt/kaveolaris endocitdzis
utvonalat (3.f abra), 6sszhangban azzal a ténnyel, hogy a GM1 lipid-raftokban
és kaveoldkban lokalizalédik [28]. A lipid-raft medialt mechanizmus
alatdmasztasara tovabbi kolokalizacidos kisérletet végeztiink a masodlagos
antitesten Alexa Fluor 647-tel jelolt hordozé-cargo komplexszel és FITC-jelolt
koleratoxin B alegységével. A koleratoxinrdl ismert, hogy GM1 kotéssel és lipid-
raft medialt Utvonalon jut be a sejtekbe [6]. Korrelaciét taldltunk a koleratoxin
és a hordozd-rakomany komplex jelei kdzott, ami arra utal, hogy a hordozé-
rakomany komplex lipid-raft medialt mechanizmuson keresztil jutott be a
sejtekbe.

Egyetlen WYKYW-peptid elegendé a gangliozid GM1 kotédésen
keresztiil az endocitozis kivaltasahoz

Helenius és Pelkmans ramutatott, hogy a GM1 gangliozid multivalens kotodése/
klaszterezése sziikséges a lipid-raft medialt/kaveolaris endocitdzis kivaltasahoz
[9]. Modellink hordozd-rakomany komplexének tetramer természete 6ssz-
hangban van ezzel a megfigyeléssel. Masrészt az endocitézishoz szilikséges
hordozd szekvencidk szama donté lehet, kiléndosen, ha a hordozé-cargo
komplexet rekombinans szintézissel allitjak eld. Ennek vizsgalatara teszteltliik a
monovalens CFU-Penetratin-GG-WYKYW konjugatum felvételét, amely 141 + 45
nM-os K, -t mutatott a GM1-hez. Kontrollként CFU-Penetratint hasznaltunk,
amely nem rendelkezik GM1-koétési affinitdssal. A szekvencidk human Hela és
Jurkat sejtvonalak sejtfelvételét FACS-al (4.a abra) mértik, tripankéket
hasznalva extracellularis fluoreszcencia kioltoként. A viv6éanyagokat 1 uM
koncentraciéban alkalmaztuk, ami legalabb egy nagysagrenddel alacsonyabb a
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penetratinhoz hasznalt optimalis koncentracional [29], de medfigyeltik az
onalld CFU-Penetratin sejtpenetraciojat a fehérje rakomany nélkal.
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4. abra. a) Fluoreszcensen jeldlt szekvenciak felvétele 1 uM koncentracioban Hela és Jurkat
sejteken 1 drds inkubacié utan. b) CFU-Penetratin és CFU-Penetratin-GG-WYKYW 1 uM-os
kompeticiéja a galectin-1 0-10 uM-val. ¢) A GM1 sejtfelszini expresszidja Hela és Jurkat
sejtekben = FITC-koleratoxin festéssel merve. d) A CFU-Penetratin-GG-WYKYW, biotinil-
Penetratin-GG-WYKYW és NA(biotinil-Penetratin-GG-WYKYW), citotoxicitasa 10 uM-en a Hela
sejtekre 24 ora elteltével bioimpedancia mérésekkel meghatarozva Triton X-100-at hasznaltunk
toxicitasi kontrollként. Minden adatpont harom mérés atlagat jelenti, a hibasavok pedig az atlag
standard hibdjat mutatjak. A paratlan Student t-prébat hasznaltuk az a) és c) panelen lathato
adatok statisztikai elemzéséhez: *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Egyutas varianciaanalizis (ANOVA) post hoc Tukey SZIgn/ﬁkans kulonbseg teszttel a d) panelben
bemutatott adatok statisztikai elemzéséhez: *p < 0,1; **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001. Forras: [27].
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A CFU-Penetratin-GG-WYKYW komplex haromszoros, illetve kétszeres noéve-
kedést mutatott a sejtpenetracid hatékonysagaban a Hela és Jurkat
sejtvonalakon, a makromolekularis rakomany nélkili CFU-Penetratinnal kapott
értékkel 6sszehasonlitva.

Az intracelluldris rakomany mennyisége kétszer akkora volt a Hela sejtekben,
mint a Jurkat sejtekben. Feltételeztiik, hogy a WYKYW sejtfliggl teljesitménye
osszefligg a GM1 sejtfelszini expresszids szintjével. A GM1 kotd koleratoxinnal 4
°C-on végzett kotddési kisérletek (ami megakadalyozza az endocitézist) azt
mutattak, hogy a Hela sejtek magasabb szint(i GM1-et expresszaltak, mint a
Jurkat sejtek (4.c abra). Ezt kdvetéen az endocitézis kdzvetlen GM1-fliggését
teszteltlik egy kompeticios kisérletben, amelyben a terminalis digalaktozidokhoz
mikromolaris affinitassal [30] kot6 galectin-1-et alkalmaztunk inhibitorként.

A galectin-1 10 pM-os koncentracidoban csokkentette a CFU-Penetratin-GG-
WYKYW felvételét a CFU-Penetratin altal elért alapszintre (4.b abra). Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy egyetlen WYKYW szegmens elegenddé a GM1
kotédésen keresztlil az endocitdzis kivaltasahoz. Az internalizalt rakomany
mennyisége korreldlt a GM1 sejtfelszini expresszids szintjével (4.c abra). A
WYKYW-tag szamos el6nyods tulajdonsagot mutatott, és a sejtes kisérletek soran
nem észleltiink citotoxicitasra utald jeleket. A CFU-Penetratin-GG-WYKYW
lehetséges citotoxicitdsat magasabb koncentracidkban is teszteltiik, és 10 pM-ig
nem volt toxikus a Hela-sejtekre (4.d abra), igy a molekula biztonsagos a
tovabbi kisérletekhez.

A WYKYW-jelolt szekvenciak képesek antitest méretii komplexeket
intracellularisan bejuttatni terapias szempontbdl relevans nanomolaris
koncentraciokban

Kovetkez6 lépésben azt vizsgadltuk, hogy a WYKYW-jelolés képes-e az
immunglobulinok terapidsan relevans csaladjaba tartozé nagy fehérje
rakomanynal endocitdzist indukalni. Terveztiink egy 580 kDa-os konstrukcidt,
amely linkerként NA-t, a WYKYW-tartalmu biotinil-PEG-WYKYW-et vagy biotinil-
Penetratin-GG-WYKYW-et, egy biotinildlt primer immunglobulin G-t és egy r-
fikoeritrin-konjugalt masodlagos antitestet tartalmazott (5.a abra).

A Hela sejteket a nagy hordozd-cargo komplexszel 3 6ran at inkubaltuk
kilénb6z6 extracellularis koncentracidkban. Célunk az volt, hogy teszteljik az
affinitdsvezérelt endocitikus anyagaramlds lehetséges alsdé hatarat; ezért a
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kisérleteket a hordozd-hub komplex affintiasahoz (K, = 21 nM) kozeli
koncentracidéban végeztik el. A felllethez kotott frakcid eltdvolitasa érdekében
a mintakat alapos mosasnak vetettliik ala jeldletlen NA(biotinil-Penetratin-GG-
WYKYW),-gyel. A hordoz6-IgG komplex a biotinil-Penetratin-GG-WYKYW konju-
gatummal 20-160 nM-es koncentracidtartomanyban internalizalédott (5. abra).
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Atlagos fluoreszcencia intenzitas (a.u.)

Az IgG komplex extracellularis koncentracidja (ni)

Kontroll 40 nM komplex 20 nM komplex

5. abra. a) Sematikus reprezentacidja az altalunk tervezett modularis konstruktnak. b)
Mesterséges intelligencidval segitett kvantitativ elemzése a felvett CLSM képeknek. A Hela
sejtek 6 dran at voltak inkubdlva kilénb6z6 koncentracidkban a tervezett IgG komplex
molekuladval. ¢) Az IgG komplex sejtbejutasa kiilonbéz6 koncentraciokban 3 Oras inkubaciot
kévetben. Az r-fikoeritrin-konjugalt masodlagos antitest magenta szinnel, a WGA-FITC jelolt
membran zéld szinnel, a sejtmagok cian szinnel vannak megjelenitve. A kontroll sejteket r-
zkoer/tr/[r} ;<]on]uga/t masod/agos antitestet adtunk 160 nM koncentracidoban 3 déras inkubacidban.
orras:

A biotinil-PEG-WYKYW minta el6készitése soran fehérje kicsapodas volt
megfigyelhetd. Ez arra utalt, hogy a linker régid testre szabhaté szegmensként
funkcionalhat a szallité-teher komplex oldatban térténd stabilizalasara. Fontos,
hogy a kaveoszémak kozott a citoplazmaban diffuz fluoreszcenciat figyeltiink
meg, amikor a komplexet 40 nM feletti koncentraciéban alkalmaztuk, vagyis a
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rendszer képes kiszabadulni az internalizalt rekeszekbdél [31]. Az alaposabb
elemzés azt tamasztotta ald, hogy az internalizalt rakomany mennyisége 20 nM-
ban csokkent. Elvégeztiik a CLSM-képek mesterséges intelligenciaval segitett
kvantitativ elemzését (5.b abra). Az eredmények megerdsitették, hogy a
WYKYW GM1 felismer6 szegmenst tartalmazo komplex robusztus hordozéanyag,
terdpids protokollok alsd tartomdanyanak megfelel6 extracellularis koncentra-
ciokban (kb. 100 nM). A bejutott rakomany relativ mennyiségének 20 nM korli
csOkkenését az elemzés megerésitette, és ez a medfigyelés a WYKYW-GM1
kdlcsénhatas K, értékéhez kézel helyezi az alkalmazhatdsagot. Ez a jelenség,
ami a tdmeghatas torvényével magyarazhatd, alatdmasztja azt az elképzelést,
hogy a rakomany endocitdzisat a GM1 affinitds-tag iranyitotta. Az r-fikoeritrin
intenziv intracellularis fluoreszcens emisszidéja a funkcionalis fehérje arulkodo
jele volt. A hordozd és az r-fikoeritrin kozo6tti IgG komponensek lehetséges
lebomldsanak tesztelésére kolokalizacidés kisérletet végeztiink FITS-NA-val a
hordozdéban és egy Alexa Fluor 647-tel jelolt masodlagos antitesttel a
rakomanyban. Nagyon jé térbeli korrelaciét taldltunk a két fluoreszcens jel
k6zott, ami aldatamasztotta, hogy az elsédleges és a masodlagos antitest kozotti
molekularis felismerés mikodoképes. Az elsOdleges antitest szerkezeti
integritdasanak tovabbi vizsgdlataként a Hela sejteket hordozé-cargo
komplexszel kezeltik, amely csak egy primer anti-galektin-1 antitestet
tartalmazott a hordozdhoz, és az internalizadlt IgG komponenst Atto 488-
segitségével tettlik lathatdva. A hordozé-cargo komplexszel kezeletlen
kontrollsejtek nem mutattak fluoreszcencidat, mig az internalizalt antitest
megkototte a fluoreszcens galectin-1-et a kezelt sejtekben, és fluoreszcenciat
figyeltink meg. Ez a jelenség alatamasztja, hogy az elsddleges antitest Fv-
régidja szerkezetileg sértetlen.

Eredmények megbeszélése

Az emlO0s6k sejtmembranja szigoru kontrollt gyakorol a sejtmembrdanon
keresztili makromolekuldris transzporttal szemben. A lipid-raft medialt/
kaveolaris endocitdzis a legigéretesebb mddszer a rakomanyfehérjék funkcio-
nalis formajukban valdé szdllitdsara. Koncepciénk az volt, hogy a makro-
molekularis rakomanyt a lipid-raft medialt/kaveolaris endocitdzis felé tereljlk,
és elkerlljuk a klatrin altal kozvetitett és a makropinocitdzis Utvonalakat. Az
endocitotikus membrangodrokben el6forduld kezdeti molekularis felismerési
eseményekre Osszpontositottunk, mert ez elGsegitette a mechanizmus

« 7

BIOKEMIA
XLV. évfolyam 4. szam 2021. december
78



Martinek A. Tamas

belépési ponton. Azt taldltuk, hogy a WYKYW-cimke nagy affinitassal kéti a GM1
lipid raft receptor glikan részét. A GM3-mal és az aszialo-GM1-gyel valé erds
koélcsonhatasok hianya szelektiv viselkedést jelez. Arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy mind a szialilcsoport, mind a terminalis N-Ac-digalaktozid a
GM1-ben lényeges szerkezeti jellemzOk az alacsony nanomolaris kétédéshez.

A WYKYW-tag fontos tulajdonsaga, hogy hatékonyan tudja iranyitani a
makromolekuldris rakomanyt a kivant lipid raft-medialt/kaveolaris endocitdzis
belépési pontjdhoz, és még nagy rakomanyt tartalmazé IgG fehérjékhez
kapcsolédva is képes indukalni a folyamatot. A WYKYW specifikus affinitason
alapuld iranyitd hatasa alapjan definiadljuk az ,endocitoézis Utvalasztd szekvencia”
kifejezést. Bar a kaveolaris GM1 multivalens két6dése sziikséges az endocitdzis
kivaltasahoz, azt taldltuk, hogy egyetlen WYKYW szegmens beépitése a lancba
elegend6 ahhoz, hogy a GM1 kotOdésen keresztiil beinditsa az internalizaciot.
Megjegyezziik, hogy a galectin-1 a GM1-WYKYW koélcsénhatds kompetitiv
inhibitoraként m{kodott, de ez csak az endogén in vivo szérum galektin-1 100
ng x mlt (6,7 nM) koncentraciéjanal nagysagrendekkel magasabb
koncentraciéban fordult el6 [32]. A medfigyelés alapjan az endocitdzis
utvalasztd hatas potencialis in vivo gatlasanak kockazata alacsony.

Ahogy az varhaté volt a lipid-raft medidlt/kaveolaris Utvonal esetében, az
internalizalt kaveolak korai endoszomakka, majd késobb lizoszémakka vald
el6rehaladasa hidnyzott vagy nagyon lassu volt [11, 15], ezért nem figyeltliink
meg lizoszdmakkal vald kolokalizaciét, ami megkimélte a rakomanyt a korai
lebomlastdl [33]. Ez elOsegithette a rakomany részleges kiszabadulasat a
kaveoszémakbol, amit kisérleteink soran diffuz intracellularis fluoreszcenciaként
lehetett megfigyelni. Ez a tulajdonsag utat nyit az itt bemutatott endocitézisra
irdnyitd szekvencia tovabbfejlesztéséhez. A fehérje rakomany jeldlése a nagy
fluoreszcens fehérjével, az r-fikoeritrinnel lehetévé tette szamunkra, hogy
teszteljik az intracellularis fehérje funkcionalitasat. A kivalasztott mechanizmus
érintetlenlil hagyta a fehérje rakomanyt, amint azt a fluoreszcencia mutatja az
orakon at tartd inkubacido utan is. Ezenkivil az els6dleges és masodlagos
antitestek, valamint az elsOdleges antitest és a kiilsGleg hozzaadott antigén
k6zotti molekularis felismerés miikodoképes volt, ami azt jelzi, hogy a hordozé-
rakomany komplex nem bomlik le.

GM1 receptor alapu modularis megkézelitésiink hasznos alternativaja a jelenleg
elérhetd hordozoknak, mivel a nagyon rovid, kdnnyen felhelyezhetd és nem
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toxikus WYKYW-tag elOsegiti a lipid-raft medidlt/kaveolaris endocitdzist hordozé
altal kivaltott mddon, és terapidsan relevans koncentracioban miikoédik a GM1-et
expresszald sejtek szamara. Egyre fontosabb a rakomanyok sejt- és
szovetspecifikus célzdsara szolgdld moddszerek kidolgozasa. A WYKYW-jelolt
rakomany GM1-fliggé endocitézisa szelektivitast kindl az olyan sejttipusok
szamara, amelyek tulzottan expresszaljdk a GM1-et, amely szamos tumorsejt
jellemzéje. Ezt a sejttipus-fliggd hatast alatamasztjak Hela és Jurkat sejtekkel
végzett kisérleteink eredményei, amelyek kilonb6z6 mennyiségi GM1-et
jelenitenek meg a sejtfelszinen.

Koszonetnyilvanitas
A projekt a GINOP-2.2.1-15-2016-00007 és a TUDFO/47138-1/2019-ITM
palyazatok tdamogatasabdl valdsult meg.
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