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

Raport stiintific Etapa 2: Studiul proprietatior penetrante si verificarea

specificitatii noilor peptide pentru receptori ai celulelor canceroase

Terapia tintitd cu peptide vizeaza receptorii celulelor canceroase si utilizeaza peptidele
penetrante si de tip homing ca vectori pentru livrarea de medicamente. Spre deosebire de metodele
clasice de terapie, precum radioterapia sau chimioterapia, terapia tintitd nu actioneaza asupra
tuturor celulelor organismului ci in mod foarte selectiv, la nivelul celulelor canceroase. In acest
fel, efectele secundare asociate cu terapiile clasice sunt mult diminuate iar eficienta tratamentului
mult imbunatatita.

Peptida selectatd pentru acest studiu, RGD-TAT (GRGDSPKYGRKKRRQRRR) este 0
structura noud, o moleculd chimera a peptidei homing RGD si a peptidei penetrante HIV1-TAT.
In etapa anterioara am demonstrat ca peptidele RGD-TAT, la fel ca si TAT pot penetra si induce

formarea de pori in membrane care contin fosfatidiletanolamina (PE) si fosfatidilserina (PS).

1. Influenta pH-ului asupra internalizarii si procesului de formare de pori.

De cele mai multe ori, cand un medicament este internalizat prin endocitoza, se acumuleaza
n endozomi. Pentru a-si exercita activitatea biologica este nevoie sa fie eliberat si sa-si atinga tinta
si nu sa fie digerat sau degradat in lizozomi. Prin urmare, peptidele penetrante care formeaza pori,
inclusiv in endozomi si la pH 5,5 sunt eficiente in a asigura eliberarea moleculelor active si pot fi
utilizate 1n sistemele cu eliberare tintita.

Endozomii timpurii se formeaza din membrana plasmatica in urma procesului de
endocitoza iar compozitia lor lipidicad este foarte asemandtoare cu a acesteia. Maturarea in
endozomi tarzii este urmata de o descrestere a concentratiei de steroli si crestere a procentului de
fosfatidilserine. In endozomi, monostratul intern contine fosfolipide zwitterionice, in timp ce

monostratul extern contine lipide negative de tipul PS. De asemenea, spre deosebire de pH-ul



citoplasmatic, pH-ul din endozomi variazi intre 6,5 si respectiv 5,5 in endozomii tarziil.
Experimentele au vizat eficienta de penetrare a membranei lipidice a peptidei RGD-TAT lapH 5,5
in GUVs ce contin PC, PE, PS si 10 mol% colesterol pentru a mima endozomii. Similar cu
rezultatele observate la pH 7,5, RGD-TAT se acumuleaza si formeaza pori in GUVs care contin
30 mol% PS sau 30 mol% PE. De asemenea am observat eliberarea de fluorofor Alexa Fluor 488,

sugerand formarea de pori si la pH scazut (Figura 1).
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Figura 1: Internalizarea peptidei RGD-TAT marcata cu DY 647 si eliberarea fluoroforului Alexa
Fluor 488 la pH 5.5. A. Acumularea peptidei pe GUVs ce contin PC/chol 90/10 mol%. B. Acumularea si
internalizarea peptidei respectiv eliberarea Alexa Fluor 488 in membrane PC/PE/chol 60/30/10. C.
Acumularea si internalizarea peptidei respectiv eliberarea Alexa Fluor 488 in membrane PC/PS/chol
60/30/10. Graficul din dreapta arata intensitatea fluorescentei peptidei normalizatd, masurata in interiorul
GUV (D) si eliberarea fluoroforului (E) pentru PC (m), PE (®) and PS (A). Scala 20 pm.

In continuare am determinat ratele de internalizare ale peptidei RGD-TAT in membranele
ce contin PE si PS, respectiv ratele de eliberarea ale Alexa Fluor 488 si am observat ca sunt usor

mai ridicate comparativ cu pH 7,5 (Tabelul 1).

1 Scott, C. C., F. Vacca and J. Gruenberg (2014). "Endosome maturation, transport and functions." Semin
Cell Dev Biol 31: 2-10.



Tabelul 1: Ratele de internalizare a peptidei si eliberare a Alexa Fluor 488 la pH 5,5 si 7,5.

Membrana RGD- TAT RGD- TAT
pH 5,5 pH 7,5

Kint Keff Kint Keff
DOPC/chol - - - -

DOPC/DOPE/chol  (1.22+0.39)x10° (1.08+0.06)x10® (1.12+0.34)x10®  (0.7620.04) x10°®
DOPC/DOPS/chol  (2.34+0.21)x10° (1.15+0.08)x10° (2.19+0.36) x10°®  (1.08+0.06) x10°3

2. Rolul concentratiei in translocarea peptidelor

Alaturi de alti factori, precum compozitia membranei si concentratia are un rol important
in internalizarea peptidei si formarea porilor transmembranari. La concentratii reduse, peptidele
penetrante ca TAT sau R9, nu se internalizeaza. La concentratii mai mari de 1 pM insa, peptidele
pot penetra membranele lipidice ce contin 30 % lipide anionice sau 20 % PE2. Urmitoarele
experimente au vizat intelegerea rolului pe care il joacd concentratia peptide RGD-TAT 1in
permeabilizarea membrane si internalizare. Astfel, GUVs ce contin PE sau PS (care mimeaza
celulele canceroase) au fost adaugate in solutii de glucoza ce contin 1, 2, 5, 10 and 20 uM RGD-
TAT. Am observat ca internalizarea acestei peptide creste cu concentratia intr-un mod similar cu
peptida TAT (Figura 2 si Tabelul 2).

Analizand ratele de internalizare, am obtinut valorile Kd pentru peptidele RGD-TAT in
GUVs cu lipide PS si respectiv PE, de 13.32 uM si 6.32 uM (Figura 3). Aceste rezultate sugereaza
ca interatiunea peptidei RGD-TAT cu lipida PE este mai puternica decat cu lipida PS.

Tabelul 2: Ratele de internalizare ale peptidelor RGD-TAT la concentratii diferite in GUVs cu DOPE si
DOPS

K int, S-l

Concentration 1uM
DOPE 30% (0.24+0.03)x10°  (0.53+0.06)x10°  (1.24+0.11)x10° (1.26+0.12)x10° (1.80+0.15)x1073
DOPS 30% (1.4240.05)x10°  (1.71+0.01)x10°  (2.09+0.01)x10° (2.82+0.03)x10° (3.75+0.01)x10®

2 C. Ciobanasu, U. Kubitscheck, Cell penetrating peptides targeting and distorting biological membranes,
Vol. 7, Wiley-VCH, Weinheim, 2020, p.441-470
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Figura 2: Intensitatea fluorecentei normalizata corespunzatoare internalizarii peptidei RGD-TAT in GUVs
ce contin DOPC/DOPE/Chol 50/30/20 mol% (A), si DOPC/DOPS/Chol 50/30/20 mol% (B) la
concentratiile indicate de peptide. Error bars indica devierea standard din doua experimente independente
fiecare cu 10-15 GUVs.
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Figura 3: Valorile ratelor de internalizare vs concentratie pentru membranele cu DOPE (stdnga) si DOPS
(dreapta)

3. Rolul acumularii peptidelor pe membrana in internalizarea acestora

Acumularea peptidelor pe membrana lipidica reprezinta primul pas in activitatea de
permebilizare a acesteia si internalizarea peptidelor. Un studiu comparativ intre peptidele RGD-
TAT si TAT poate oferi indicatii despre eficienta primei peptide. Astfel, am analizat intensitatea

fluorescentei peptidelor pe membrane dupa 30 minute de incubare, la aceeasi intesitate la laserului.



Am evaluat intensitatea cu Fiji Image J si am observat o acumulare mai intensa a peptidei RGD-
TAT pe membranele PC si PE decat a peptide TAT (Figura 4). In membranele anionice PS, efectul
a fost invers. Acest effect se poate datora numarului mai mare de grupari guanidinum ale
aminoacidului arginind care este essential pentru internalizare. Peptidele cu un continut mare de
arginine interactioneaza preferential cu lipida anionicd PS iar grupdrile guanidinium formeaza
punti de hydrogen bidentate cu gruparile fosfat. Ca urmare, peptide RGD-TAT se internalizeaza
mai rapid decat TAT.
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Figura 4. Intensitatea fluorescentei peptide in GUVSs. Profilul fluorescentei din centrul GUV spre exterior,
dupa 30 min (A) pentru RGD-TAT si (B) pentru TAT. Acumularea peptidelor RGD-TAT si TAT pe
membrane ce contin DOPC/chol 80/20 mol% (C), DOPC/DOPE/Chol50/30/20 mol% (D) and
DOPC/DOPS/Chol 50/30/20 mol% (E).

4. Rolul moleculelor tip ,,cargo” in translocarea peptidelor.
Aceste experimente au urmarit intelegerea rolului pe care peptidele RGD-TAT il joaca in
interalizarea moleculelor de tip ’cargo”. Pentru aceasta, am folosit peptida RGD-TAT conjugata

cu biotind. Molecula de tip cargo utilizata a fost streptavidina marcata fluorescent cu Alexa Fluor



546. Cele trei tipuri de membrane, DOPC/Chol 80/20 mol%, DOPC/DOPE/Chol 50/30/20 mol%
si DOPC/DOPS/Chol 50/30/20 mol% au fost incubate cu 2 uM Biotin-RGD-TAT si Streptavidin-
AF546. S-a observat o usoara acumulare pe membranele cu PC/Chol 80/20 mol%. In GUVs cu
30% PE sau PS, complexul peptida-cargo se acumuleazd pe membrane, fara internalizare (Figura
5). Putem concluziona ca peptida RGD-TAT poate fi folosita pentru a livra molecule mici, de tipul

fluoroforului Dy 647, dar nu pentru molecule mari cum este streptavidina.
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Figura 5: Acumularea complexului Biotin-RGD-TAT- streptavidin-AF546 (peptida-cargo) in GUVs ce
contin DOPC/Chol 80/20 mol%, DOPC/DOPE/Chol 50/30/20 mol% si DOPC/DOPS/Chol 50/30/20 mol%
dupa 30 min. In stinga se observa membranele vizualizate cu

DIC (Differential Interference Contrast). Complexul nu se internalizeaza in GUVs, doar se acumuleaza pe
membrana. In dreapta se poate observa intensitatea fluorescentei complexului Biotin-RGD-TAT-
streptavidin-AF546 de-a lungul liniei mediane din imaginea din stanga.

5. Reconstituirea receptorilor celulelor canceroase in proteoliposomi si fuzionarea cu
membranele biomimetice.

Integrina a fost obtinuta din trombocite umane in 1% Triton X-100 de catre colaboratorii de

la Institute for Integrative Biology of the Cell (IB4C), Centre National de la Recherche Scientifique

(CNRYS), Gif-sur-Yvette, France. Dupa purificare, integrina a fost marcata fluorescent cu Alexa

Fluor 488 sau Alexa Fluor 546 urmand protocolul de la ThermoFisher. Concentratia a fost
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determinatd din absorbanta la 280 nm folosind coeficientul de extinctie de 238.515 M~ cm™,
Absorbanta inregistratd la 554 nm a fost utilizata pentru a determina concentratia pentru Alexa
Fluor 546 cu coeficientul de extinctie de 112.000 M~! cm™!, iar cea de la 493 nm a fost folositi
pentru a afla concetratia Alexa Fluor 488, folosind coeficientul de extinctie de 73.000 M~' cm™.
Integrina a fost pastrata la -80°C intr-o solutie tampon ce contine 20 mM Hepes pH 7.5, 150
mM NaCl, 1 mM CaClz, 1 mM MgClz, 0.1% Triton X-100, and 0.01% NaNs. Solutia stoc de
integrind marcata fluorescent cu Alexa Fluor 546 folosita in experimentele noastre are concentratia
11.2 mg/mL, cu o rata de marcare fluorecenta de 173 %. Integrina a fost reconstituita in lipozomi
dupi o proceduri dezvoltati ded. Amestecul proteini-lipida a fost incubat la 37 °C sub agitare si
apoi pastrat la 4°C peste noapte. Triton X-100 a fost indepartat iar proteolipozomii au fost extrudati
20 de ori pe 0 membrana cu pori de 100 nm cu un miniextruder pentru a obtine o solutic omegena
n dimensiuni de small unilamellar vesicles (SUVSs). Solutia de SUVs a fost pastrata la 4 °C timp

de 2 saptdmani sau la -20 °C pana la 2 luni.

6. Determinarea selectivitatii noilor peptide pentru receptorii celulelor canceroase

Dezvoltarea sistemelor de transport cu eliberare tintita necesitd folosirea unor molecule cu
specificitate pentru anumiti receptori. In acest caz, am folosit noua peptida RGD-TAT pentru a
determina selectivitatea pentru receptorul integrina reconstituit in membrane lipidice biomimetice.
Integrina a fost marcatd fluorescent cu Alexa Fluor 546 sau Alexa Fluor 488 iar prezenta acesteia
in membrana a fost vizualizata prin microscopie confocala. Pentru efectuarea experimentelor ce
urmaresc a pune in evidentd co-localizarea peptidei si a integrinei, am folosit solutie tampon cu
MnClI2 pentru activarea integrinei (Figura 6) iar ca membrane biomimetice, bistraturi lipidice pe
suport. Acestea au fost generate prin fuzionarea proteolipizomilor depozitati pe o lamela de sticla
proaspat curatatd pentru a indeparta eventualele contamindri. Ca urmare a interactiunilor
electrostatice ale capetelor lipidice si suprafata de sticla hidrofila, protolipozomii se ataseaza de
suprafata sub forma de bistraturi in decurs de cateva minute. Lipozomii care nu au fuzionat au fost
spalati cu solutie tampon HEPES-glucoza. In acest caz, membrana lipidicd a fost marcata

fluorescent cu DOPE-TAMRA, iar integrina cu Alexa Fluor 488. Peptida marcata cu Dy 647P a

3 Erb, E. M., K. Tangemann, B. Bohrmann, B. Muller and J. Engel (1997) "Integrin alphallb beta3
reconstituted into lipid bilayers is nonclustered in its activated state but clusters after fibrinogen binding."
Biochemistry 36(24): 7395-7402.)



fost adaugata la o concentratie foarte redusa, de 1 nM, pentru a fi posibild observarea clusterurilor

individuali de integrina, respectiv a peptidei RGD-TAT (Figura 6).
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Figura 6: Co-localizarea peptidei RGD-TAT si a integrinei. Receptorul integrind este marcat
fluorescent cu Alexa Fluor 488, membrana lipidica cu DOPE-TAMRA iar peptida cu Dy 647P. Scala 2 um.
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Figura 7: Internalizarea peptidei RGD-TAT 1n integrin-GUVs. A. Internalizarea peptidei RGD-
TAT in GUVs marcate fluorescent cu Alexa Fluor 546. B. Internalizarea peptidei TAT in GUVs. C.
Intensitatea fluorecentei peptidelor masuratd in interiorul GUVs pentru determinarea eficientei
internalizarii.

Urmatorul experiment a urmarit determinarea rolului integrinei in internalizarea peptidei.
Am adaugat 2uM de RGD-TAT respectiv TAT peste integrin-GUVs si am observant ca
internalizarea peptide RGD-TAT este mult mai rapida, cu o valoare a ratei de internalizare de
(1.98+0.02)x 10 st compativ cu (0.65+0.03)x 10 s pentru peptide TAT. De asemenea, am



observat ca peptida RGD-TAT nu se acumuleazd pe membrane cu integrind, spre deosebire de
TAT sau de membranele fara integrina (Figura 7).
Obiectivele, respectiv activititile propuse pentru Etapa 2/2023 a proiectului au fost

realizate integral.
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