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Osszefoglalé

Az aktivalhatd sejtpenetrald peptidek (ACPP) egy ujfajta hordozd mo-
lekulacsalad tagjai, amelyek egy polikationos sejtpenetrald peptidbdl
(CPP) és a hozza egy hasithatd peptidlinkeren keresztiil kapcsolédo
polianionos peptidbdl allnak. A CPP peptid adszorpcidja és a sejtpenet-
racidja mindaddig gatolt, amig egy megfelel6 proteaz a linkert el nem
hasitja. A kézénséges CPP-khez képest az ACPP rendkiviil sok el6bnnyel
bir, mely els6sorban az aktivalhatésaganak készénhetb. Amennyiben a
linker olyan peptidszekvenciat tartalmaz, melyet egy kdéros folyamattal
Osszefiliggésbe hozhatd extracellularis protedz hasitani képes, akkor az
ACPP polikationos részéhez kovalensen hozzakététt molekula célzottan
abba a sejtbe jut, ahol a proteolitikus hasitas megtértént. Az ACPP konst-
rukcidokat els6sorban tumoros szévetek vizualizalasara és kezelésére fej-
lesztették ki, de racionalis peptid-tervezéssel mas patoldgias folyamatok
(atherosclerosis, trombdzis) is nyomon kévethetbek, illetve befolyasol-
hatdéak a segitségiikkel.

Bevezetés

Korunk orvostudomanyanak egyik legnagyobb kihivasa a kilonboz6 gydgyszer
vagy kontrasztanyag molekuldk célzottan a kéros sejtbe vald bejuttatasa [1].
Kilonosen igaz ez a tumoros sejtek kezelésére. A célzott sejtbejuttatas egyfeldl
segithet lecsokkenteni a dbzis adagokat, igy csokkennek a nem-kivant mellék-
hatasok, masfeldl segitségével a tumoros sejtek, szovetek konnyedén lathatéva
tehetbek. Jelenleg a legtobb célzott sejtbejuttatast alkalmazé mddszer antigén -
antitest kdlcsénhatdson alapul, melynek soran a szervezetbe juttatott antitestek
felismerik a tumoros szévetek bizonyos felszini elemeit [2]. Bar egyes esetekben
ez a moédszer sikerrel alkalmazhaté [3], az eljaras hatranya az, hogy nagy mé-
rete miatt sem az antitest, sem az altala hordozott molekula (cargo) nem képes
szilard tumorok belsejébe a sejtmembranon keresztil behatolni oda, ahol a ka-
ros sejtfolyamatokat valdoban befolyasolni lehetne. Emellett problémat jelenthet
az antitestek altal kivaltott nem-kivant immunreakcid, illetve az amplifikacié
hidnya is, ugyanis az antitest sztdchiometrikus aranyban koétédik célzott sejtfel-
szini elemhez. Habar ezekre a problémakra mar szlilelettek biztatd megoldasi
javaslatok [4-6], érdemes mas elven mikodo célzott sejtbejuttatasra iranyuld
maodszerekkel is foglalkozni [7-11].

Sejtpenetarlo peptidek

Tsien és munkatarsai egy teljesen Uj modszert dolgoztak ki tumoros sej-
tek szelektiv molekuldris célzdsara [7]. A célbajuttatasra poliarginin alapu
sejtpenetrald peptideket (CPP, cell-penetrating peptide) alkalmaznak. A CPP-k
olyan polipeptidek, melyek specifikus receptor nélklil képesek az emlbs sejtekbe

BIOKEMIA
XXXV. évfolyam 4. szam 2011. december

15



.Tudoményos kozlemények Rové Petra: Aktivalhaté sejtpenetralé peptidek

a hozzajuk kovalensen kapcsolt molekulaval egyltt bejutni. Ma mar szamos ter-
mészetes [12-13] és mesterséges CPP ismert, tobbek kozott az olyan egyszeri
szekvencia, mint a 6-12 egymast kdvetd arginin [14-15]. A peptidgerinc konfi-
guracidja nem befolyasolja a sejtpenetracié mértékét, és mivel a D-argininbdl
feléplilo CPP eleve proteolitikusan stabil, igy ezt kivaldan lehet gydgyszerhordo-
z6 egységként felhasznalni [16]. A CPP-hez kovalensen kapcsolt cargo mérete a
kis gyogyszermolekuldktol a néhanyszaz Dalton tdmegl fluoreszcens festékeken
at [17] egészen a nanorészecskékig [9, 18] vagy liposzdmakig [19] is terjedhet,
habar a sejtpenetraciod és a sejten bellli lokalizacié pontos mechanizmusa még
sejt tipusatol figgden kilonbdz0o lehet [20-21]. A sejtpenetracié egy nem-speci-
fikus elektrosztatikus kdlcsonhatassal kezdddik, amely a pozitivan toltott CPP és
a negativan toltott foszfolipid vagy gliikozaminoglikan kozott 1ép fel. Ezt koveto-
en feltételezhetéen mind a CPP, mind az altala hordozott molekula endocitdzissal
kerll be a sejt belsejébe, és végill bejut magaba a citoszolba. Egy poliarginin
CPP azonban ebben a formaban még nem sejtszelektiv, igy minden sejttipusba
bejuttatja az altala hordozott molekulat. Tsien és munkatarsai ugy oldottak meg
ezt a problémat, hogy a poliarginin (altalaban arg,) CPP-t egy hasithaté linkeren
keresztul egy poliglutaminsav (glu,) peptidhez fuzionaltattak (1. abra) [7]. A
polianion neutralizalja a polikation lancot egy hajtl kanyart formalva, igy amig
jelen van a linker, addig nem torténik sejtadhézié vagy sejtpenetracid. Ezt a
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1. abra. Az aktivalhaté sejtpenetralo peptid (ACPP) miikodésének sema-
tikus diagramja. A polikationos peptid altal indukalt sejtpenetraciot a hasithato
linkeren keresztiil hozzakapcsolt polianionos szegmens gatolja. Amint elhasad a
linker, a polianionos szekvencia eldisszocial, és a sejtpenetralo peptid be tudja
juttatni a sejtbe a hordozott molekulat [7].
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konstrukciot aktivalhaté CPP-nek nevezték el (ACPP, activatable cell penetrating
peptide), ugyanis ha egy megfeleld protedz elhasitja a linker régiot, akkor a
poliglutaminsav eldisszocial, és a szabadon maradt poliarginin be tudja juttatni
a kornyezo sejtekbe a hordozott molekulat. A polianion és polikation szegmens
kozotti kolcsdnhatast ugy kell optimalni, hogy elég er6s legyen ahhoz, hogy az
intramolekularis séhidak kialakuljanak, viszont elég gyenge ahhoz, hogy a linker
hasitasa utan megsz(injon a két szakasz kozott a kdlcsénhatas. Linkerrégionak
érdemes olyan szekvenciat valasztani, melyet olyan extracellularis proteazok
hasitanak, amelyek a tumoros sejtekben fokozottan termelddnek. Ilyen proteaz
a matrix metalloproteindz (MMP), amely a PLGLAG szekvenciat hasitja [22].

Az ACPP atomi szerkezete

Az ACPP szerkezetét homonukledris NMR spektroszkdpiaval hataroztdk meg [7].
Az elvarasnak megfelel6en a polianionos és polikationos szekvencidk egymassal
egy hajtlikanyart formalnak, melyre bizonyitékot a NOESY (Nuclear Overhauser
Effect Spectroscopy) spektrumban jelentkezd interrezidualis oldallancok kdzott
kialakulo jelek szolgaltatnak (2. abra). Ennek alapjan a PLGLAG szekvencia ka-
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2. abra. A szukcinil-e,-XPLGLAG-r,-Xk ACCP szekvencianak a 2D NOESY
spektrumaban megfigyelhetd nuklearis Overhauser effektusboél (nOe) ere-
dé koélcsonhatasai. A szaggatott piros vonal a megfigyelt interrezidualis nOe-kat,
a zold vonal a peptid kérvonalat mutatja [7].
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nyar szerkezetl, a D-arginin és D-glutaminsav oldallancok kozott kialakuld ke-
resztcslcsok pedig azt mutatjak, hogy az elektrosztatikus kélcsonhatas a két
szekvencia kozott elég er6s ahhoz, hogy a toltések kioltsdak egymast intramole-
kularis sdéhidakat képezve, habar a nagymérték(i jelatfedések miatt ennél pon-
tosabb szerkezetet nem tudtak az ACPP-r0l szarmaztatni.

FACS analizis és mikroszkopia

Tsien és munkatarsai az ACPP-k m(ikodését tobbféle konstrukcidval és tumor
sejttipussal is tesztelték [11]. Az egyik kisérletiik sordn fluoreszcensen jel6lt
ACPP peptideket inkubaltak Jurkat limfocita és HT-1080 fibroszarkdéma sejtekkel,
és ezutan aramlasi citometridval, illetve fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltak
a sejtbejutas mértékét és specificitasat. Az aramlasi citometria hisztogramja
azt mutatta, hogy a fluoreszcens jelolés unimodalis és homogén volt, mig a
fluoreszcens mikroszkdpia arrdl adott szamot, hogy a fluoreszcens festék sejt-
bejutasa szignifikansan nagyobb volt a proteolitikus hasitast kovetden, és hogy
a fluoreszcens festék nagy része eljutott egészen a sejtmagig (3. abra). Negativ
kontrolként egyrészt olyan konstrukciot hasznaltak, ahol a linker régié is D-ami-
nosavakbol épilt fel, igy nem képes az MMP azt hasitani (3B. dbra), ennek el6-
nye, hogy a konstrukcid molekulatomege, hidrofobicitasa teljesen megegyezik a
hasithatd ACPP molekulatomegével és hidrofobicitasaval; masrészt megismétel-
ték a kisérletet 100 uM MMP inhibitor (GM6001) jelenlétében (3C. abra). Pozitiv
kontrollként pedig CCP konstrukciét hasznaltak (3D. abra).

A ACPP B D-amino acid C ACPP + GM60OI

control

3. abra. Az endogén MMP proteaz altal hasitott ACPP bejut a 3D szévetkultu-
ra sejtjeibe. (A) Cy5 fluoreszcens festékkel (vords) jeldlt hasithaté ACPP konstrukci-
oval kezelt MDA-MB-231 sejtekrol késziilt fluoreszcens projekcid. (B) Nem hasithaté
(plglag) linkert tartalmazdé kontrollal kezelt sejtek fluoreszcens képe. (C) GM6001
széles-spektrumiu MMP inhibitorral és ACPP-vel egyiittesen kezelt sejtek fluoreszcens
képe. (D) Pozitiv kontrol, r,-(Cy5) konstrukcidval kezelt sejtkultura fluoreszcens képe.
Az ACPP és a CPP sejtpenetracidja 6sszemérheté nagysagrendi [11].

A kisérletet szamos ACPP konstrukcioval megismételték, amelyek kiilonboztek a
vencidjaban, stb. A legjobb esetben tobb mint szazszoros intenzitaskilonbséget
tudtak mérni a hasitas el6tti és hasitds utani fluoreszcensjelek kozott. Ennek a
konstrukcidnak a szekvencidja: UeeeeeeeeXPLGLAGrrrrrrrrXf(Fl) volt, ahol U a
szukcionil, X a 6-aminohexanoil és Fl a fluoreszcein egységet roviditi.
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Kettos proba in vivo fluoreszcens és magneses rezonancia képalkotas-
ra

Egy masik munkajuk soran Tsien és munkatarsai egy olyan konstrukciot ter-
veztek, amelyet egyszerre lehet tumor szévetek in vivo fluoreszcens és mag-

A Nem-hasitott ACPP Hasitott ACPP

Cleavable d-aa ﬂEJPP-Cyﬁ, no
ACPPD-Cy5 ACPPD-Cy5 dendrimer

4. abra. (A) A dendrimer ACPPD konstrukcié sematikus diagramja: az ACPPD egy
dendrimerbdl (sziirke kér) és ehhez kovalensen kapcsolt ACPP-bél all (a szinezés meg-
egyezik az 1. abran hasznaltnal). (B-D) HT-1080 fibroszarkéma tumor fluoreszcens
képei 48 oraval az ACPPD-Cy5 (B), a nem-hasithaté D-aminosav linkert tartalmazo
ACPPD-Cy5 (C) és a dendrimer nélkilli ACPP-Cy5 injekcié utén. (E-G) Az ACPPD-Gd
hasznalta lehetbvé teszi a tumorok megjelenitését az R -stlyozott MR mérések soran.
(E) injekcio elétt a tumor képe, (F) 48 draval az ACPPD-Gd-vel és (G) a D-aminosav
linkert tartalmazd ACPPD-Gd-vel tértént kezelés utan. A sarga nyilak minden esetben
a tumorok helyzetét mutatjak. Az MR képeken 250, 50, 10 és 0 uM Gd-DOTA kont-
raszt anyagot tartalmazoé fantomok lathatéak [9].
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neses rezonancia képalkotasara hasznalni [9]. Ebben az esetben a cargo egy
dendrimer tipusu nanorészecske (6todik generacios PAMAM dendrimer, 5,4 nm
atmérovel), amely tdébb (altaldban hat) ACPP egységhez van hozzakoétve, és
Cy5 fluoreszcens és/vagy Gd-DOTA!' MR kontraszt anyagot szallit (4. adbra). A
makromolekularis méretl cargo eldnye, hogy egyszerre tobb, és akar tobbfé-
le molekulat is képes hordozni, igy megvaldsithatdé a segitségével a szimultan
fluoreszcens és MR kontraszt anyaggal vald jelolés. A szabad ACPP-hez (ACPP-
Cy5) képest a denrimer-ACPP (ACPPD-Cy5) konstrukciéval megjelolt szovetek-
ben lecsokken a boér és az izliletek hattér fluoreszcenciaja (4B. és 4D. abra), a
konstrukcio féléletideje pedig jelentésen megnd (9 6ra, szemben a 10 perccel),
amire bizonyiték, hogy 48 ora elteltével is képesek voltak még az ACPPD-Cy5-
tel kezelt tumoros sejtek fluoreszcenciajat detektalni, mig a szabad ACPP-Cy5
addigra mar kitrult a szervezetbdl. Az MR vizsgalatok is alatdmasztottak a fluo-
reszcens mérések eredményeit, ugyanis a kontraszt anyag az inkubalast kévetd
masodik-harmadik napon is lathatd volt a tumoros szévetekben, és csak hét nap
elteltével tért vissza a kontraszt anyag mennyisége az alapvonalhoz (4E. dbra).
Az ACPPD-Gd jeldlés fontos sajatossaga volt, hogy a tumoros szdvetek felliletén
vékony fényes savval mutatkozott a tumor és egészséges szdvet hatara.

Diszkusszio

A célzott sejtbejuttatas soran egy ACPP konstrukcid hasznalatanak szamtalan
elénye lehet. (i) Az ACPP szdllitmanya barmilyen molekula lehet, akar terapias
szer, akar képalkotashoz valé festék, melynek mérete a kismolekulatdl egészen
a nanorészecskéig valtozhat. (ii) Mivel egy matrix metallo proteinaz (MMP) sza-
mos ACPP molekulat képes elhasitani, ezért a katalitikus amplifikdcid megol-
dott. (iii) ACPP molekula nemcsak a tumoros sejthez, hanem magdaba a sejt-
be és sejtmagba is bejuttatja a szallitott molekulat. (iv) Attél fliggben, hogy
a szallitmany a polikationos vagy a polianionos részhez van kotve, befolyasol-
hatd, hogy a proteolitikus hasitas utan a szallitmany bejusson a sejtbe vagy
és immunogenicitasat. (vi) Az ACPP konstrukcidk elkészithetéek az ismert szi-
lardfazisu peptidszintézisek és biokonjugaciés moddszerek segitségével. (vii)
Dendrimer ACPP segitségével egyszerre tobb szallitmany is bejuttathatdé a cél-
zott sejtekbe. (viii) Az ACPPD drasztikusan lecsékkenti a vesében és az izlle-
tekben az ACPP felvételt, ezaltal csbkken a szisztémas toxicitds, mindamellett
Otszords az akkumulacidja a tumoros sejtekben az ACPP-hez képest. (ix) MPP-k
szamos tumortipusban tultermel6dnek, igy egyféle ACPP konstrukcid tobbféle
kezelésben is alkalmazhatd. (x) ACPP-vel nemcsak tumor, hanem mas kéros
sejt is célozhatd, amennyiben a koéros sejt extracellularis részén nagy aktivita-
su protedz van jelen, pl. ACPP hasznalhatd trombdzis, szivszélh(idés, gyulladas
vagy neurodegenerativ betegség esetén. (xi) Specifikusan tervezett linker régié
mas mechanizmussal is elhasadhat, pl. diszulfidhidak redukalasaval.

Az ismert elényok ellenére az ACPP konstrukcidkkal kapcsolatban is fennall még
néhany megoldandé probléma. (i) Az MMP-k fokozatosan beszivarognak a kerin-
gésbe, igy hozzajarulnak a képalkotas soran a hattér zajhoz, illetve gyogyszer

1 DOTA: tetra-azaciklo-dodeka tetraecetsav
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molekula esetén a mellékhatasokhoz, habar ezt a problémat az ACPPD konst-
rukcié részben athidalja [9]. Mivel a vizeletben és a plazmaban talalhatdé MMP
mennyisége pozitivan korreldl a metasztazis sulyossagaval, ezért célszerl olyan
konstrukcidokat alkalmazni, amelyeket csak a membrankétdott MMP-k hasitanak.
(ii) Fluoreszcens jelolésre csak a borfellileten, a retinan, vagy az endoszkdéppal
elérhetd testilregek felszinén talalhaté tumorok az alkalmasak, ugyanis a fluo-
reszcens jel csak néhany milliméter mélyre tud a testszdvetben behatolni. Ezt a
problémat részben megoldja a fluoreszcens és MR kontraszt anyagot egyszerre
hordozé ACPP dendrimer. Ekkor egy az egész testet érinté MR vizsgalattal az ope-
racio el6tt kaphatunk informaciét a tumor helyzetére, méretére vonatkozodlag,
mig ugyanezen tumoros sejtek fluoreszcens vizsgalataval a tumor eltavolitasa
kdzben nyerhetlink informaciot arrdl, hogy hol és milyen kiterjedésben talalhaté
a kivagandd tumoros szovet. (iii) A fizioldgiailag relevans dozistartomanyban
az ACPP legtdbbszor az endoszomakban marad, igy sziikséges lenne egy olyan
sejtmechanizmus feltarasa, amely el6segitené az ACPP és szallitmanyanak az
endoszémabdl a citoszolba vald kiszabadulasat.
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