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1. Rezumat executiv al activitatilor realizate in Etapa 3: Rolul peptidelor
asupra activitatii proteinelor din caile mecanosenzitive ale migratiei celulare

si concluzii finale

In etapele anterioare am demonstrat ca peptidele RGD-TAT, la fel ca si TAT pot penetra
si induce formarea de pori in membrane care contin fosfatidiletanolamind (PE) si fosfatidilserina
(PS), atét in vezicule unilamelare gigant (GUVs) care mimeaza membranele celulare, cat si in
membrane lipidice ce mimeazd endozomii. Rezultatele experimentale obtinute au mai aratat si ca
prezenta receptorului integrind purificatd din trombocite umane faciliteazd internalizarea
peptidelor si, spre deosebire de peptida TAT, peptida RGD-TAT nu se acumuleaza pe
membrane. De asemenea, am demonstrat cd in membranele biomimetice peptida RGD-TAT
poate fi utilizata pentru a livra molecule mici, de tipul fluoroforului Dy 647, dar nu pentru
molecule mari cum este streptavidina.

Terapia tintitd cu peptide este o strategie terapeutica prin care peptidele penetrante si de
tip homing sunt utilizate pentru a directiona agentii terapeutici si imagistici catre anumiti
receptori celulari. In comparatiec cu metodele clasice de terapie, precum radioterapia sau
chimioterapia, terapia tintitd are unele avantaje: selectivitate superioard, eficientd crescuta,
reducerea rezistentei la medicamente si a toxicitatii.

In cadrul acestei etape am testat afinitatea peptidei RGD-TAT, in forma liniara si ciclica,
pentru receptorii integrind si neuropilind. Experimentele au demonstrat cd acumularea peptidei
RGD-TAT pe bistraturi lipidice cu integrina este considerabil mai mare fatd de cele fara
receptor. De asemenea, acumularea peptidei TAT care nu are domeniul RGD, este redusa
comparativ cu RGD-TAT. In prezenta receptorului NRP1, acumularea peptidei RGD-TAT pe
bistraturi lipidice este mai mare fata de absenta acestuia. Mai mult, peptida TAT care nu are
domeniul RGD, are aceeasi acumulare comparativ cu RGD-TAT si similard cu cRGD-TAT,
intrucat domeniul RQRRR care se leaga de neuropilind se gaseste la capatul C al peptidelor,
comun pentru RGD-TAT si TAT.

Obiectivele, respectiv activitatile propuse pentru Etapa 3/2024 a proiectului au fost
realizate integral si s-au concretizat prin publicarea unui articol cu factor de impact, iar un al

doilea articol a fost trimis spre publicare.



2. Descrierea stiintifica

Terapia tintitd cu peptide este o strategie terapeutica prin care peptidele penetrante si de
tip homing sunt utilizate pentru a ghida agentii terapeutici catre anumiti receptori ai celulelor din
organism. In comparatie cu metodele clasice de terapie, precum radioterapia sau chimioterapia,
terapia tintitd are unele avantaje: selectivitate imbunatatitd, eficientd crescuta, reducerea
rezistentei la medicamente, reducerea toxicitatii. Peptida selectatd pentru acest studiu, RGD-
TAT este o structurd noud, o moleculd chimera a peptidei homing RGD si a peptidei penetrante
HIV1-TAT. Am studiat atdt varianta liniara a acestei peptide (TAMRA-
GRGDSPKYGRKKRRQRRR) cit si pe cea ciclica (cyclo RGDfK-TAMRA-
YGRKKRRQRRR-COOH). Aceaste peptide au afinitate pentru receptorii integrina si
neuropilina. Integrinele sunt o familie de proteine transmembranare implicate in interactiunile
celula-celula si celuld-matrice extracelulara. Acestea sunt compuse din doud subunitati, alfa si
beta, care formeazi heterodimeri functionali. In total, existd peste 20 de combinatii posibile de
subunitati alfa si beta, ceea ce confera o diversitate mare a integrinelor si functiilor lor in
organism?. Integrinele sunt implicate ntr-o varietate de procese fiziologice si patologice, inclusiv
in dezvoltarea organismului, in raspunsurile imune, in inflamatie, in formarea si metastaza
cancerului si in boli autoimune. Neuropilina 1 (NRP1) este o proteind transmembranara
implicata 1n diverse procese biologice, inclusiv dezvoltarea nervoasa, angiogeneza (formarea de
noi vase de sange) si raspunsul imun. Aceastd proteina este exprimata pe suprafata celulelor si
are multiple functii, fiind implicata in interactiunea cu diverse molecule de semnalizare iar in

context patologic este supraexprimati in cancer?.

03.A3. Investigarea rolului peptidelor asupra activitatii proteinelor din caile

mecanosenzitive ale migratiei celulare.

Migratia celulard este un proces esential in dezvoltarea organismelor, in vindecarea
ranilor, in raspunsul imun al organismului si in multe alte procese fiziologice sau patologige. In

contextul unor procese patologice, putem exemplifica metastaza in cancer, unde celulele

! Corina Ciobanasu, Julien Pernier, and Christophe LeClainche, Integrin Facilitates the Internalization of TAT
Peptide Conjugated to RGD Motif in Model Lipid Membranes, CHEMBIOCHEM 2023, €202300642,
https://doi.org/10.1002/chic.202300642
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LyP-1 in model lipid membranes, Journal of Peptide Science, 25(3):e314,. 2019, https://doi.org/10.1002/psc.3145



canceroase se deplaseaza de la un organ la altul, formand noi tumori. De obicei, pentru a se
deplasa, celulele folosesc pseudopode sau filopose constituite din filamente de actina pentru a se
trage Tnainte, iar altele pot fi ghidate de semnale chimice specifice din mediul lor inconjurator.
Adeziunile focale sunt structuri specializate localizate la interfata dintre celuld si matricea
extracelulara. Acestea sunt compuse din molecule de aderentd celulard, cum ar fi integrinele, si
componente ale matricei extracelulare, cum ar fi fibronectina sau colagenul. Adeziunile focale
sunt importante pentru ancorarea si stabilizarea celulelor In timpul migrarii. In timpul migratiei,
celulele recepteaza si raspund la schimbarile din jurul lor prin remodelarea matricei
extracelulare, transmiterea fortei generate de celula, modificarea dinamicii, si a aderentei la
matricea extracelulard. Integrinele din adeziunile focale conecteaza celula cu matricea
extracelulara, permitand celulelor sd se ataseze de substrat si sd se deplaseze Tn mod coordonat.
Pentru studiul interactiunii peptidei RGD-TAT cu integrina, am folosit membrane

biomimetice, atat sub forma de lipozomi gigant (GUVs) cat si bistraturi lipidice pe suport.

Protocol experimental pentru determinarea rolului peptidelor asupra activitatii

proteinelor din caile mecanosenzitive ale migratiei celulare

Echipament: microscop inversat Nikon Ti Eclipse, echipat cu modul de 4 lasere LU4 cu
AOTF, TIRF, obiectiv Plan Fluor 40x DIC M N2 si camera DS-F1. Lasere folosite: 457-514 nm
argon ion pentru Alexa Fluor 488, dioda laser cu emisie la 561nm TAMRA (rodamind) si 642
nm dioda laser pentru Dy647P1-M, agitator vortex.

Materiale:

Lipide: 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolind (DOPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-[(N-(5-amino-1-
carboxipentil)iminodiacetic acid) succinil] (sare de nichel) (18:1 DGS-NTA(Ni), Avanti),
Proteine: Human Integrin alpha V beta 3 (ITGAV&ITGB3) Heterodimer Protein, His Tag&Tag
Free (ACRO Biosystems), Human Neuropilin-1 / NRP1 / CD304 Protein, His Tag (ACRO
Biosystems).

Alte materiale: lamele de sticla (Electron Microscopy Sciences (EMS)) curatate in prealabil,
folie adeziva de cupru, inele de cauciuc, acid sulfuric (H2SO4), peroxid de hidrogen (H202) 30%,

apa Milli-Q, solutie apoasi de zaharozi si glucozi, AlexaFluor™ 488 C5 Maleimide



Solutie tampon fara MnCl.

20 mM HEPES pH 7.5, ImM MgCl, 189 mM glucoza.

Solutie tampon cu MnCl.
20 mM HEPES pH 7.5, ImM MgClz, 187 mM glucoza, 2 mM MnClz.

Observatie: MNClz este necesara pentru activarea integrinei.

Etapele protocolului:

1.

Lamelele de sticla se curata in prealabil cu solutie piranha, un amestec de acid sulfuric
(H2S04) 3 parti si o parte peroxid de hidrogen (H202) 30%, apoi se usuca cu un curent de
N2. Lamelele sunt folosite imediat, pentru a evita orice contaminare.

SLB: Pentru bistratul lipidic (supported lipid bilayer, SLB), se prepara o solutie de
small unilamelar vesicles (SUVs) din 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) cu 10
% DGS-NTA(NI). Pentru aceasta, se dizolva lipidele in cloroform, se evapora soventul si
se rehidrateazd in solutie HEPES. Se agita acesta solutie energic pe vortex timp de 10
minute pentru obtinerea solutiei se SUVs. Se dilueaza solutia la ImM pentru o depunere
omogena a filmului lipidic. Se depune aceastd solutie pe lamelele pasivate, se spald de
cateva ori cu solutie HEPES pentru indepartarea excesului de SUVSs.

Observatie: Suprafata trebuie pastrata sub solutia apoasa pentru a evita distrugerea
bistratului lipidic.

Se incubeaza bistratul lipidic cu integrina- His Tag sau neuropilinad 1- His Tag pentru 30
minute la 4 °C.

Se spala bistratul lipidic pentru a indepartarea impuritatilor nespecifice si a proteinei
nelegate de DGS-NTA(NI).

Se adauga peptida RGD-TAT la concentratia 0,5 nM si se observa la microscop dupa 30

de minute.

Aceste experimente au urmarit studiul efectului peptidei RGD-TAT asupra integrinei

(ITG), un receptor din adeziunile focale. Am utilizat integrina avps care este supraexpimata in



cancer (ex. melanoma, cancer de san sau de ovare)®, iar pentru activarea acesteia am folosit
MnCl2 (Figura 1). Imobilizarea integrinei pe membarna lipidica s-a realizat prin prin tehnica
Ni(NTA)-His Tag intre lipida DGS-NTA(Ni) si integina conjugata cu 6 histidine. In figura 2 este
exemplificatd aceastd tehnicd. Ionii de nichel de pe matrice interactioneaza cu grupdrile de
histidina de pe proteina His-Tag, formand o legatura specifica. Dupa incubare, suprafata se spala

pentru a indeparta impuritatile nespecifice si proteina nelegata.
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Figura 1: Schema activarii integrinei. A. In stare inactiva, subunitatile o si B sunt apropiate si

orientate spre membrana; B. In stare activata, integrina se poate lega de domeniul RGD.

Experimentele de microscopie la nivel de singura moleculda au demonstrat ca in prezenta
integrinei, acumularea peptidei RGD-TAT pe suprafatd este considerabil mai mare fata de
absenta acesteia (Figura 3.B-D). De asemenea, acumularea peptidei TAT care nu are domeniul
RGD, este redusa comparativ cu RGD-TAT (Figura 3.A.). Intensitatea fluorescentei
corespunzatoare peptidei liniare TGD-TAT pe suprafata incubata cu integrind este mai redusa
decit in cazul peptidei ciclice, sugerand o interactiune mai puternicd a acesteia din urma cu
integrina. Aceasta observatie este confirmatd si de alte studii. Folosind studii de dinamica

moleculara (MD) s-a constatat ca afinitatea de legare de integrina avfps a peptidei ciclice RGD a

3 Fangfang Liu, Qiong Wu, Zigang Dong, Kangdong Liu, Integrins in cancer: Emerging mechanisms and
therapeutic opportunities, Pharmacology & Therapeutics, Volume 247, 2023, 108458, ISSN 0163-7258,
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2023.108458.



fost mai ridicatd decat in cazul peptidei liniare®. De asemenea, constanta de disociere pentru
forma liniara a peptidei RGD este mai mica (Kd=12.2 nM) decat pentru cea ciclica
(Ka=2.1uM)°.
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Figura 2: Imobilizarea integrinei in bistratul lipidic compus din DOPC, DGS-NTA (Ni) si

colesterol. Integrina, cu sase histidine, se va atasa de DGS-NTA (Ni) in membrana GUV. Scala: 10 pum.
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Figura 3: Interactiunea peptidei RGD-TAT cu integrina prin microscopie la nivel de singura
molecula. A. Bistraturi lipidice cu RGD-TAT fara receptor. B. Peptida TAT in prezenta integrinei. C.
Bistraturi lipidice cu integrind si peptida liniara RGD-TAT. D. Bistraturi lipidice cu integrind si peptida
ciclica RGD-TAT Suprafata are (62.5 pm)?.

4Li N, Qiu S, Fang Y, Wu J, Li Q. Comparison of Linear vs. Cyclic RGD Pentapeptide Interactions with Integrin
avfB3 by Molecular Dynamics Simulations. Biology (Basel). 2021 Jul 20;10(7):688. doi: 10.3390/biology10070688
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De asemenea, experimentele de microscopie confocald au confirmat interactiunea dintre
peptida RGD-TAT in forma liniard sau ciclica cu receptorul integrina (ITG) (Figura 4). In
interiorul GUVs se gaseste fluoroforul Alexa Fluor 488, pentru verificarea integritatii
membranei. Integrina avfs a fost imobilizatd iIn membrana GUVs prin metoda descrisa anterior
si prezentatd in figura 2, tehnica Ni(NTA)-His Tag. In GUVs compuse din DOPC si colesterol,
fara integrind, se observd cd peptida RGD-TAT nu interactioneazd cu membrana (Figura 4,
stanga). In schimb, atunci cand in membrana este prezent si receptorul integrina, se observa atat
acumularea peptidei pe suprafata GUVs cat si formarea clusterilor de ITG, care reprezintd in

celule fundatia pentru complexele focale din care vor evolua adeziunile focale.

DOPC/RGD-TAT DOPC/ITG/RGD-TAT
DOPC/cRGD-TAT DOPC/ITG/cRGD-TAT

Figura 4: Interactiunea peptidei RGD-TAT cu integrina prin microscopie confocala. In absenta
ITG (integrinei), RGD-TAT nu se acumuleaza (stdnga) pe membrane. Cand ITG este prezenta (dreapta),

RGD-TAT se acumuleaza si formeaza clusteri de integrina. Scale bar 20 pm.

Urmatoarele experimente au vizat studiul interactiunii peptidei RGD-TAT cu un alt
receptor, neuropilina 1 (NRP1). La fel ca si in cazul integrinei, experimentele de microscopie la
nivel de singura moleculd au demonstrat ca in prezenta NRP1, acumularea peptidei RGD-TAT
pe suprafata este mai mare fatd de absenta receptorului (Figura 5.B-D). De asemenea,
acumularea peptidei TAT care nu are domeniul RGD, are aceeasi intensitate comparativ cu
RGD-TAT si similard cu cRGD-TAT (Figura 5.A.). Aceasta observatie nu este surprinzatoare,
intrucat domeniul RQRRR care se leaga de neuropilind se gaseste la capatul C al peptidei si nu in

capatul terminal N unde se afla gruparea RGD.
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Figura 5: Interactiunea peptidei RGD-TAT cu neuropilina 1 (NRP1) prin microscopie la nivel de
singurd moleculd. A. Bistraturi lipidice cu CRGD-TAT fara receptor. B. Peptida TAT in prezenta NRP1.
C. Bistraturi lipidice cu NRP1 si peptida liniara RGD-TAT. D. Bistraturi lipidice cu NRP1 si peptida
ciclica RGD-TAT Suprafata are (62.5 um)?.

In continuare, experimentele de microscopie confocald au aritat interactiunea dintre
peptida RGD-TAT (forma liniara sau ciclicd) cu receptorul NRP1 (Figura 5). NRP1 a fost
imobilizata In membrana GUVs, la fel ca in cazul ITG, prin metoda prezentata in figura 2,
tehnica Ni(NTA)-His Tag. In GUVs compuse din DOPC si colesterol, fara integrind, se observa
ca peptida RGD-TAT nu interactioneazd cu membrana (Figura 4, stanga). In schimb, atunci
cand in membrana este prezent si receptorul NRP1, se observa atdt acumularea peptidei pe

suprafata GUVs, sugerand interactiunea dintre cele doua.

DOPC/NRP1/RGD-TAT

DOPC/NRP1/cRGD-TAT

Figura 6: Interactiunea peptidei RGD-TAT cu neuropilina 1 prin microscopie confocala. In

prezenta NRP1, RGD-TAT se acumuleazd pe membrane. Scale bar 20 pm.



Am reusit astfel sa demonstram ca peptidele RGD-TAT au afinitate pentru receptorii

integrina avfs si neuropilina 1 (NRP1).

0O4.A1. Coroborarea rezultatelor obtinute pentru activitatea peptidelor in vederea
optimizarii structurilor peptidice sau proiectarii unor noi molecule eficiente, cu proprietati
penetrante imbunatatite si specificitate ridicata pentru receptorii celulelor canceroase.

Concluzii finale asupra optimizarii structurilor peptidice investigate in scopul obtinerii
unor noi molecule eficiente, cu proprietdti penetrante imbunatatite si specificitate ridicata pentru

receptorii celulelor canceroase.

Experimentele realizate pentru implementarea acestui proiect au demonstrat ca peptida
penetrantda homing RGD-TAT, la fel ca si TAT poate penetra si induce formarea de pori n
membrane care contin fosfatidiletanolamina (PE) si fosfatidilserina (PS), atat la pH 7,5 cat si 5,5.
De asemenea, acesta peptidd are afinitate ridicatd pentru receptorul integrind, o proteina
transmembranara care face parte din adeziunile focale ale celulei. Mai mult, prin capatul C-
terminal, peptida se poate lega si de receptorul neuopilind 1 (NRP1). Aceste rezultate confirma
faptul ca peptida RGD-TAT are potential pentru a fi utilizatd pentru diverse aplicatii in terapia
tintita, in livrarea de medicamente sau agenti imagistici. In continuare, experimentele care au
urmarit studiul efectului peptidei RGD-TAT asupra polimerizarii actinei au aratat ca acestad
peptidd nu prezintd nici un efect. Pentru obtinerea unui efect inhibitor, peptida ar trebui
conjugata fie cu o proteina cu activitate capping, fie cu domeniul LLKKTET (actin binding
motif)® pentru a putea fi utilizati pentru alte aplicatii cum ar fi identificarea si blocarea migratiei
celulelor tumorale in stadii incipiente ale metastazelor.

Obiectivele, respectiv activitatile propuse pentru Etapa 3/2024 a proiectului au fost
realizate integral si s-au concretizat prin publicarea unui articol cu factor de impact ISI si a inca

unui articol trimis spre publicare.

8 Cheng-han Yu, Jaslyn Bee Khuan Law, Mona Suryana, and Michael P. Sheetz, Early integrin binding to
Arg-Gly-Asp peptide activates actin polymerization and contractile movement that stimulates outward translocation,
PNAS, 2011, 108 (51) 20585-20590
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3. Sumar al progresului

Obiectivele, respectiv activititile propuse pentru Etapa 3/2023 a proiectului au fost

realizate integral, dupa cum urmeaza:

03.A3. Investigarea rolului peptidelor asupra activitatii proteinelor din caile

mecanosenzitive ale migratiei celulare.

In aceastd activitate am reusit s demonstram ca peptida RGD-TAT, in ambele forme,
liniara si ciclica, prezintd afinitate pentru receptorii integrind si neuropilina.

De asemenea, afinitatea peptidei ciclice RGD-TAT pentru integrind este mai ridicata
decit a celei liniare. Pentru receptorul neuropilind in schimb, capacitatea de legare a peptidei

RGD-TAT este similara pentru cele doua forme.

04.A1. Coroborarea rezultatelor obtinute pentru activitatea peptidelor in vederea
optimizarii structurilor peptidice sau proiectarii unor noi molecule eficiente, cu proprietati

penetrante imbunatatite si specificitate ridicata pentru receptorii celulelor canceroase.

In cadrul acestei activitati am evidentiat proprietatile necesare structurii peptidice propuse
astfel Incat sa fie optimizata pentru a putea fi utilizata in diverse aplicatii precum in terapia tintita
de livrare a medicamentelor sau agentilor imagistici sau chiar identificarea si blocarea migratiei

celulelor tumorale in stadii incipiente ale metastazelor.
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Diseminarea rezultatelor:

Articole stiintifice:
In acesti etapa a fost publicat un articol cu factor de impact situate in zona galbena (Q2),
si un al doilea a fost trimis spre publicare.
1. Irina Schiopu, Isabela Dragomir and Alina Asandei, Single molecule technique
unveils the role of electrostatic interactions in sSDNA—gp32 molecular complex
stability, RSC advances 14 (8), 5449-5460, 2024, DOI: 10.1039/D3RA07746B , Q2

2. Cezara Bucataru and Corina Ciobanasu, Antimicrobial Peptides: Opportunities and
Challenges in Overcoming Resistance, in evaluare la jurnalul Microbiological Research.
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