Noi structuri peptidice cu potentiale aplicatii in terapia tintita
si diagnosticul timpuriu Tn cancer
THERHOME

Raport stiintific Etapa 1: Noi structuri peptidice cu proprietiti penetrante si
de selectie imbunititite si evaluarea proprietatilor penetrante ale noilor

peptide

In cadrul acestei etape a fost efectuat un studiu de selectie si design ale unor noi structuri
peptidice ce pot recunoaste receptori ai celulelor canceroase si S-au evaluat proprietatile

penetrante ale acestora in membrane lipidice biomimetice.

Al. Selectia peptidelor homing cu specificitate pentru receptori ai celulelor canceroase si
constructia noilor molecule peptidice cu structuri penetrante sau antimicrobiene.

Cancerul reprezintd una dintre bolile cu impact semnificativ asupra sanatatii, fiind a doua
cauza de deces dupa afectiunile cardiovasculare. Desi rata de supravietuire depinde de mai multi
factori, precum tipul de cancer, alegerea tratamentului sau alte boli asociate, aparitia
metastazelor reprezinta principala cauza de esec a tratamentului in cancer. Prin urmare,
dezvoltarea unor terapii care sa actioneze tintit, cu efecte secundare minime, care sa identifice
celulele tumorale stadii incipiente ale metastazelor reprezinta o conditie esentiala pentru
progresul medicinei, succesul tratamentului si rate de supravietuire mai bune.

Peptidele de tip homing (HPs) sunt secvente de aminoacizi care au proprietatea de a
recunoaste si lega receptori specifici celulelor normale sau canceroase. In prezent, aceste peptide
reprezintd una dintre cele mai convenabile molecule a fi folosite in terapia tintita, intrucat au
cateva proprietati speciale: sunt de dimensiuni mici, sunt stabile, cu imunogenitate scazuta,
sinteza si modifcare chimicd usoare. Un medicament, pentru a fi eficient, este nevoie, alaturi de
atingerea celulei tinta, sa penetreze membrane celulara si sa fie eliberat din endozomi Tn cazul Tn
care intralizarea s-a facut prin endocitoza. Peptidele penetrante (CPPs) sunt secvente de

aminoacizi care au proprietatea de a depasi bariera hidrofoba a membranelor celulare si de a



functiona ca vectori pentru diverse molecule: indicatori fluorescenti, medicamente, secvente de
ADN, proteine, nanoparticule magnetice sau lipozomi. Peptidele antimicrobiene (AMPs) fac
parte din sistemul imunitar innascut al organismelor vii, inclusiv al oamenilor, si au rolul de a
actiona Tmpotriva agentilor patogeni precum bacterii, virusuri sau fungi. Aceste peptide
reprezinta alternative de tratament pentru tulpinile rezistente la antibioticele clasice iar unele
AMP prezinta chiar activitate anticancer.
Peptidele selectate pentru acest studiu sunt urmatoarele:

HIV1-TAT (YGRKKRRQRRR) este 0 peptida penetranti, izolata asa cum i spune si numele,
din proteina HIV1-TAT (trans-acting activator of transcription)derivatda din virusul
imunodeficientei umane. O alta peptida este NKCS (KILRGVSKKIMRTFLRRISKDILTGK), o
peptida antimicrobiana derivatd din peptida NK-2, izolatd din intestinul porcinelor. Aceasta
este o peptida efcienta impotriva bacteriilor gram-pozitive si gram-negative dar si cu efect asupra
unor afectiuni canceroase de tipul limfom, cancer colorectal, leucemie, neuroblastom!.NKCS-
[15-27] (LRRISKDILTGKK) este 0 noua peptida antimicrobiana folosita in studiu si
corespunde regiunii 15-27 de la capatul terminal C. Ca peptida homing am ales RGD (Arg-Gly-
Asp) care recunoaste si leagd receptorii integrind owPs si avfBs supraexprimati in celulele tumorale.
Peptida RGD-TAT (GRGDSPKYGRKKRRQRRR) este 0 structuri noua, 0 moleculd chimera
a peptidei homing RGDsi a peptidei penetrante HIV1-TAT. Proprietatile fizico-chimice ale
peptidelor (Tabelul 1) au fost verificate folosind Protparam (https://web.expasy.org/protparam
si PepCalc (https://pepcalc.com/) pentru determinarea masei moleculare, a sarcinii nete la pH 7.0
si a valorii punctului izoelectric, PI. Activitatea hemoliticd din punct de vedere teoretic a fost

calculata folosind HemoPI (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/hemopi/design.php), valoarea 1

indicand maximul iar 0 minimul activitatii litice. Gradul de toxicitate al celor patru peptide a fost

estimat folosind ToxinPred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/algo.php).

Tabel 1: Proprietatile fizico-chimice ale peptidelor

Peptida Masa Sarcina Pl Solubilitate | Activitate | Toxicitate
moleculard | netala pH 7 in apd hemolitica
TAT 1559.85 +8 12.41 solubil 0.48 nu
NKCS 3058.81 +8 12.17 solubil 0.71 nu
NKCS-[15-27] 1527.87 +4 11.50 solubil 0.59 nu
RGD-TAT 2257.57 +9 12.25 solubil 0.48 nu

! Karmakar S, Maity P, Halder A. Charge-Driven Interaction of Antimicrobial Peptide NK-2 with Phospholipid
Membranes. ACS Omega. 2017 Dec 31;2(12):8859-8867. doi: 10.1021/acsomega.7b01222.
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AZ2.Sinteza si marcarea fluorescenta a noilor peptide cu fluorofori adecvati

Atat sinteza cit si marcarea fluorecenta a peptidelor au fost realizate de firma
Biosyntan (Berlin, Germany). Marcarea fluorescenta s-a efectual la capatul C terminal printr-o
cisteind adaugata suplimentar cu indicatorul fluorescent Dy647P1(Dyomics, spectrul de
absorbtie/emisie in Figura 1) sub forma de maleimida. Peptidele au fost sintetizate printr-o
metoda de sinteze multiple simultane, folosind strategia Fmoc/But pe un instrument SYRO,
MultiSynTech Gmbh, Germany?. Caracterizarea si puritatea peptidelor, >95%, au fost verificate
de producator prin spectrometriec de masa MALDI-TOF cu un instrument MALDI Axima
Assurance, Shimadzu (Japan) si analiza HPLC cu un instrument Shimadzu LC-8A cu detector
SPD-10A. Peptida TAT marcata fluorescent cu TAMRA (Carboxytetramethylrhodamine) a fost

sintetizata si marcata fluorescent de Eurogentec, Belgia.
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Figura 1: Spectrele de absobtie si emisie ale Dy647P1 (Absorption/emission max: 653 nm / 672 nm) si

TAMRA (Absorption/emission max: 552 nm / 578 nm)

A3. Prepararea membranelor model care mimeazid membranele celulelor normale,
canceroase si a endozomilor.

Ca sistem biomimetic pentru membrana celulard a celulelor normale, canceroase si a
endozomilor, am folosit veziculele unilamelare gigant (GUVs) intrucéat dimensiunile lor (> 5 pm)
permit observarea microscopica. Lipidele utilizate pentru a genera GUV-uri au fost alese in
functie de compozitia membranei celulare. Lipidele folosite au fost: 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolind (POPC) (pentru a mima membrana neutrd a celulelor eucariote), 1-

palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamind (POPE) si 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-

2Chan, W.C.; White, P.D. Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach; Oxford University Press:
Oxford, UK, 2000



fosfoserina (POPS), pentru a mima membrana celulor canceroase, si colesterol. GUV-urile au

fost pregitite prin metoda electroformdrii descrisd de Angelova et al..

Compozitia lipidicd a membranelor difera in functie de linia celulara, de organitele
celulare si din acest motiv este necesara alegerea cat mai fideld a componentelor pentru a mima
diverse tipuri de membrane. Fosfatidilcolina (PC) este o fosfolipida care se gaseste in
membranele celulelor eucariote, de obicei in stratul extern al membranei. Este o moleculd neutra
si in acest studiu a fost folositd pentru a mima membranele celulare normale.
Fosfatidiletanolamina (PE) este o alta componentd esentiald a membranelor celulare. Este o
molecula zwitterionica, dar spre deosebire de PC care are o structurd cilindrica, are o forma
conica, cu tendinta de a forma structuri lipidice de tipul micelelor inversate. Fosfatidilserina (PS)
este o fosfolipida negativa si se gaseste intr-o cantitate redusa in celulele normale, de obicei pe
stratul intern al membranelor. In schimb, in celulele canceroase, se géseste intr-o proportie mai
mare In stratul extern. Aceastd fosfolipidd a fost folositd pentru a mima celulele canceroase.
Colesterolul (CHOL) este o componentd importantd a membranei, de tipul sterolilor, cu rol in
permeabiliatea si stabilitatea celulard. In timp ce in celulele normale colesterolul este vital in
mentinerea integritatii structurale a membranelor si pentru diverse functii biologice, unele forme
de cancer au fost asociate cu cantitati ridicate de colestrol prezente in membrane sub forma de
insule, faze separate de tip raft (cancer ovarian, de san, cervical, tiroidian, de prostatd sau
metastatic)®. La concentratii mari de colesterol, fluiditatea membranelor scade si sunt mai putin
permeabile. Endozomii timpurii iau nastere in urma procesului de endocitoza prin invaginari ale
membranei plasmatice, prin urmare si compozitia lor lipidicd este similard cu a acestora.
Maturarea in endozomi tardivi este urmata de o scadere a nivelului de steroli si o crestere a
lipidelor incércate negativ, precum PS. In endozomi, compozitia lipidica se inverseaza, astfel ca
lipidele zwitterionice se gasesc in stratul intern si cele negative in stratul extern al membranei.
Daca in celulele normale, pH-ul citoplasmic este in jur de 7, in endozomi variazd de la 6.5 pentru
endozomii timpurii, la 5.5 pentru endozomii tardivi®. De asemenea, in celulele canceroase pH-ul

este mai acid decat in celulele normale si are valoarea 6.5.

3Angelova, M.1., Dimitrov, D.S., Liposome electroformation. Faraday Discuss. Chem. Soc. , 1986. 81: p. 303-311
4Mayengbam, S.S., et al., Influence of cholesterol on cancer progression and therapy. Transl Oncol, 2021. 14(6): p.
101043

5 Scott, C. C., F. Vacca and J. Gruenberg (2014). "Endosome maturation, transport and functions." Semin Cell Dev
Biol31: 2-10



A4. Investigarea acumularii si/sau internalizirii in membranele model a peptidelor
marcate fluorescent.

Investigarea acumularii si/sau internalizarii in membranele model a peptidelor marcate
fluorescent s-au efectuat cu ajutorul microscopiei de fluorescentd, o tehnica de analiza de inalta
precizie. Microscopia confocala de scanare utilizatd in studiile noastre, fata de microscopia
clasicd de fluorescenta are o serie de avantaje: posibilitatea de a observa proba ntr-un anumit
plan focal de o grosime determinata cu rezolutie superioard, eliminarea informatiei de deasupra
si dedesubtul planului focal pentru o rezolutie superioara, posibilitatea de a Tnregistra imagini
succesive pe axa Z si reconstituirea lor in imagini 3D. Microscopul confocalinversat Nikon Ti-E
a fost utilizat pentru a urmari interactiunea peptidelor cu sistemele lipidice biomimetice de tipul

lipozomilor gigant (GUVs).
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Figura 3: Interactiunea peptidelor cu GUVs neutre (POPC/CHOL 80/20 mol%). Internalizarea peptidelor
RGD-TAT (A). Graficele arata ca internalizarea peptidei RGD-TAT (B) si eliberarea fluoroforului Alexa Fluor 488
(C) nu se realizeaza in aceste membrane: ™ TAT; o. NKCS; A. NKCS-15-27; ¥. RGD-TAT. Scala 20 pm.



Rezultatele experimentale obtinute au aratat ca peptidele, distribuite uniform in mediul de
analiza, se acumuleazd pe membrane, le penetreaza si formeazd pori in functie de structura
acestora sau componenta lipidicdi a membranelor. Experimentele initiale au vizat studiul
proprietatilor penetrante ale peptidelor in membrane care mimeaza celulele normale, la pH 7.5.
In membrane neutre compuse din POPC si colesterol, cele patru peptide nu s-au internalizat
iar in cazul peptidelor TAT si RGD-TAT s-a observat si o usoard acumulare pe membrane
(Figura 3).

In membranele care contin POPE in schimb, am observat internalizarea celor patru
peptide. Eliberarea fluoroforului Alexa Fluor 488 a fost observata pentru peptidele TAT, NKCS
si RGD-TAT dar nu si pentru NKCS-[15-27], sugerand ca doar primele trei peptide pot genera

pori in astfel de membrane (Figura 4).
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Figura 4: Interactiunea peptidelor cu GUVs neutre (POPC/POPE/CHOL 50/30/20 mol%). Internalizarea
peptidelor si eliberarea AF 488 la (A) 5 min si (B) 30 min. Graficele arata internalizarea peptidelor (C) si eliberarea
fluoroforului Alexa Fluor 488 (D) in aceste membrane: ™. TAT; o. NKCS; A. NKCS-15-27; ¥. RGD-TAT. Scala
20 pm.



In GUVs anionice care contin POPS efectele peptidelor asupra membranelor au fost
similare cu POPE, dar suplimentar, s-a observat si o acumulare mai puternicd a celor patru

peptide pe membrane, cel mai probabil datoritd interactiunilor electrostatice (Figura 5).
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Figura 5: Interactiunea peptidelor cu GUVs anionice (POPC/POPS/CHOL 50/30/20 mol%).Internalizarea
peptidelor si eliberarea AF 488 1la (A) 5 min si (B) 30 min. Graficele arata internalizarea peptidelor (C) si eliberarea
fluoroforului Alexa Fluor 488 (D) in aceste membrane: B TAT; . NKCS; A. NKCS-15-27; ¥. RGD-TAT. Scala
20 pm.

Am reusit astfel sd demonstram ca peptidele RGD-TAT, la fel ca si TAT sau NKCS, pot
induce formarea de pori in membrane care contin PE si PS, urmand ca in etapele urmatoare sa
testdm proprietatile penetrante ale peptidelor in membrane ce mimeaza endozomii si respectiv

celule canceroase. Obiectivele propuse pentru Etapa 1/ 2022 a proiectului au fost realizate

integral.
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