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A sejtek életben maradásához el-
engedhetetlen a homeosztázis 
fenntartása, melyben fontos sze-

rep jut a sejtmembránnak. Ez a fĘként 
foszfolipidekbĘl felépülĘ struktúra teszi 
lehetĘvé a sejt által szabályozott anyag-
felvételt és -leadást. A sejtbe különbözĘ 
módon juthatnak be anyagok (1. ábra). 
Ha a fizikai-kémiai tulajdonságok megfe-
lelĘek, akkor a molekula közvetlenül dif-
fúzió útján hatol át a membránon és jut 
el a citoszolba. Ha ezek a feltételek nem 
teljesülnek, akkor valamilyen más útvo-
nalat kell a sejtnek kialakítania, hogy a 
számára fontos anyagokat fel tudja venni 
a környezetébĘl, például transzportfehér-
jék, csatornák, endocitózis, pinocitózis se-
gítségével. Külön kihívást jelent, ha a sejt 
számára nem szükséges, idegen vegyületet 
(pl. gyógyszermolekulákat) szeretnénk be-
juttatni a sejtbe, ha az közvetlen diffúzióra 
nem képes.

Ha a betegség kialakulásáért felelĘs en-
zimek, fehérjék a sejten belül a citoszolban 
találhatóak, akkor elkerülhetetlen, hogy a 
gyógyszermolekula átjusson a sejtmemb-
ránon, és így érje el az intracelluláris cél-
molekulát a hatás kifejtéséhez. A legtöbb 
hatóanyag ezért kismolekulájú, optima-
lizált a fizikai-kémiai tulajdonsága, hogy 
közvetlen diffúzióval át tudjon hatolni 
a sejtmembránon. Mi történik azonban 
azokkal a molekulákkal, melyeknek ki-
váló a biológiai hatása, de önmagukban 
nem képesek bejutni a sejtbe? Két lehetĘ-
ség közül választhatunk; megváltoztathat-
juk a szerkezetét úgy, hogy képes legyen a 
szabad diffúzióra, ekkor azonban fennáll a 
veszélye annak, hogy a hatást elveszítjük, 
vagy valamilyen hordozó molekulát alkal-
mazunk, amely képes az aktív molekulán-
kat átjuttatni a sejtmembránon. A hordozó 
molekula lehet olyan vegyület, melynek 
van receptora, vagy transzportmolekulá-
ja a sejt felszínén, és ezen keresztül képes 
bejutni a sejtbe. A biológiailag aktív mole-
kulát ilyen szállító molekulához kapcsol-
va, az magával viszi a neki kialakított sejt-
bejutási útvonalon keresztül a sejtbe, de 
kihasználhatjuk azt is, hogy a nagyméretĦ 
molekulák – makromolekulák – számos 
sejt esetén endocitózist indukálnak, és a 
sejtek bekebelezik Ęket. E tulajdonságuk 
lehetĘvé teszi, hogy hordozó molekula-

ként használjuk Ęket. Alkalmazásuk azzal 
az elĘnnyel is jár, hogy egyszerre több mo-
lekulát tudunk hozzájuk kapcsolni, és így 
bejuttatni a sejtbe. A sejtpenetráló peptidek 
új lehetĘséggel teli fejezetet nyitottak a ha-
tóanyagok sejtbejuttatásában.

Pár évtizede fedezték fel, hogy né-
hány közepes méretĦ fehérje képes a sejt-
membránon átjutni, amelyért bizonyos 
peptidszekvenciák a felelĘsek. Az elsĘ fe-
hérje, melynél ezt megfigyelték, a HIV ví-

rus ún. Tat fehérjéje volt [1].  Néhány évvel 
késĘbb ugyanezt állapították meg a Droso-
phila antennapedia fehérjéjének 60 amino-
sav hosszúságú homeodoménjével (DNS 
kötĘ domén) kapcsolatban is [2]. Mind-
két fehérje esetében sikeresen azonosítot-
ták azt a peptidszakaszt, mely felelĘs a fe-
hérjék sejtbejutásáért. Ez a két peptid, a 
tat és penetratin volt az elsĘ két tagja a 
sejtpenetráló peptidek családjának, mely csa-
lád tagjainak száma az intenzív kutatásoknak 
köszönhetĘen az évek alatt jelentĘsen meg-
növekedett. A peptidek e családjába olyan 
közepes méretĦ (8–30 aminosav tagszámig), 
fĘleg pozitív töltésĦ peptidek tartoznak, me-
lyek képesek a sejtmembránon átjutni [3]. 

Ami sejtpenetráló tulajdonságukat kiváltkép-
pen érdekessé teszi az, hogy nemcsak önma-
guk, hanem a hozzájuk kapcsolt vegyüle-
tekkel – melyek igen változatosak lehetnek 
– együtt is képesek bejutni a sejtekbe, azaz 
transzportmolekulaként mĦködhetnek. Ta-
lálható az irodalomban példa kis molekulá-
tól kezdve peptideken, oligonukleotidokon 
keresztül enzimekig arra, hogy hatékonyan 
juttatták be sejtekbe ezeket a vegyületek 
sejtpenetráló peptidek segítségével [3]. 

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kuta-
tócsoportban évek óta vizsgáljuk ezen 
peptidek alkalmazhatóságát kis moleku-
lájú hatóanyagok és biológiailag aktív 
peptidek sejtbejuttatásában. Két terüle-
ten próbáljuk optimalizálni a sejtpenetráló 
peptideket tartalmazó konjugátumokat. Az 
egyik a kismolekulájú tumorellenes ható-
anyagok konjugátumai, mely esetben a cé-
lunk hatékony, kevés mellékhatással járó 
és rezisztens tumorok ellen is használható 
konjugátumok elĘállítása. A másik terület 
az intracelluláris enzimek vizsgálatában 
alkalmazható sejtpenetráló peptideket tar-
talmazó konjugátumok elĘállítása és vizs-
gálata.
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Gyógyulást hordozó peptidek

1. ábra. Anyagok sejtbejutásának különbözĘ módjai
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A legtöbb kemoterápiában alkalmazott 
tumorellenes szer hatékonyan képes elpusz-
títani a rákos sejteket. Mivel a sejtbejutá-
suk a legtöbb esetben membránon keresztül 
közvetlen diffúzióval történik, hatásuk nem 
tumorsejt-specifikus, így több vagy keve-
sebb, enyhébb vagy súlyosabb mellékhatá-
suk van. További gyakori probléma, hogy a 
tumorsejtek képesek rezisztenciát – védeke-
zést – kialakítani e szerek ellen, valahogyan 
semlegesítik a gyógyszermolekula hatását, 
így a tumorsejt már nem pusztul el a keze-
lés hatására. Ezt csak a kezelés dózisának 
növelésével lehetne ellensúlyozni, de ezt a 
fellépĘ mellékhatások fokozódása korlátoz-
za. A sejtpenetráló peptidek, mint hordozó 
molekulák segíthetnek kiküszöbölni vagy 
mérsékelni ezeket a problémákat. Ugyan-
is a sejtpenetráló peptidhez kapcsolt ható-
anyag sejtbejutása, sejten belüli sorsa eltér 
a szabad formáétól, így lehetĘség van arra, 
hogy a már rezisztens sejtek újra érzékeny-
nyé váljanak a hatóanyagra.

Az antraciklinek (pl. daunomicin, 
doxorubicin) széleskörĦen használt ke-
moterápiás szerek. Számos tumoros el-
változás kezelésében alkalmazzák Ęket pl. 
oszteoszarkómák és akut mieloid leukémia 
esetében. A daunomicinnek számos mel-
lékhatása van, többek között kardiotoxikus 
(szívizomra káros hatású), és használata so-
rán a tumorsejtek gyakran rezisztenssé vál-
nak vele szemben. Kíváncsiak voltunk, hogy 
sejtpenetráló peptidhez történĘ konjugációval 
kiküszöbölhetjük-e a rezisztenciát és így újra 
érzékenyíthetjük-e a rezisztens rákos sejtet a 
daunomicinnel szemben [4]. A daunomicin 
(Dau) molekulájában három pozíció is talál-
ható, melyen keresztül molekulákhoz köthe-
tĘ, azaz konjugálható (2a. ábra). Mi a cukor-
részben található aminocsoportot választot-
tuk, ahol egy dikarbonsav távtartón keresztül 
(szukcinil-csoport) kapcsoltuk a daunomicint 
a sejtpenetráló peptidhez (2b. ábra). 

Sejtpenetráló peptidként különbözĘ hosz-
szúságú oligoarginineket (tetra-, hexa- és 
oktaarginin) választottunk, vizsgálandó a 
lánchossz hatását a konjugátum hatékony-
ságára. A Dau in vitro citosztatikus hatását 
(IC50 = 0,05 ȝM; az a kezelési koncentráció 
melynél a sejtek osztódása fele a nem ke-
zelt sejtekének) a távtartó beépítése nagy-

mértékben rontotta humán leukémia- (HL-
60) sejteken (Dau-Suc, IC50 = 8,31 ȝM). 
Ugyanakkor valamennyi konjugátumnak 
volt tumorellenes hatása, mely az argininek 
számának növelésével fokozódott. A leg-
jobb eredményt az oktaarginint tartalmazó 
konjugátum mutatta (IC50 = 5,2 ȝM). Rezisz-
tens (ellenálló) HL-60/MDR1-sejtek esetén 
a Dau hatása három nagyságrenddel csök-
kent (IC50 = 3,31 ȝM). A konjugátumok ha-
tása ebben az esetben is függött az argininek 
számától és szintén az oktaarginin tartalmú 
konjugátum volt a leghatásosabb (IC50 = 4,0 
ȝM). A daunomicin fluoreszcens tulajdonsá-
gú, ezért alkalmas arra, hogy a konjugátumai 
sejtbejutását további jelzĘmolekula haszná-
lata nélkül követhessük. Az oligoargininnek 
jelenléte mind szenzitív, mind rezisztens 
HL-60-sejtek esetén koncentrációfüggĘ mó-
don növelte a Dau-Suc sejtbejutását. Az 
oktaarginin konjugátuma kis koncentrációk 
esetén a hexaargininével azonos vagy ki-
sebb mértékben jutott be a sejtekbe. A kon-
centráció növelésével a hexa- és tetraarginin 

tartalmú konjugátumok mutattak nagyobb 
mértékĦ sejtbejutást. Habár a távtartó jelen-
léte nagymértékben rontotta a citosztatikus 
hatást az oktaargininnel, mint sejtpenetráló 
peptiddel történt konjugációval sikerült ezt 
a hatást megĘrizni szenzitív sejteken, és fo-
kozni azt rezisztens tumorsejtek esetén. Te-
hát a sejtpenetráló peptidekkel történĘ kon-
jugálás lehetĘséget teremthet arra, hogy ki-
kerüljük a szer ellen kialakított rezisztenciát.

A vinka-alkaloidok (pl. vinkrisztin, 
vinblasztin) széles körben használt 
tumorellenes szerek. Hatásmechanizmusuk 
alapján az úgynevezett antimikrotubuláris 
szerek közzé tartoznak. Citotoxikus hatá-
suk a mikrotubuláris rendszer dinamiká-
jának megbontására vezethetĘ vissza, 
mely hatás gátolja a sejtek osztódását. A 
vinblasztin eredményesen alkalmazható szá-
mos rosszindulatú daganat esetén, példá-
ul non-Hodgkin limfóma, here- és mellrák. 
Intenzív kutatás folyik különbözĘ vinka-
származékok elĘállítására annak reményé-
ben, hogy kevesebb mellékhatással rendel-
kezĘ vegyületet kapjanak. Ha a vindolin-
részben lévĘ 16-os helyzetĦ metil-észter 
helyett a karboxilcsoporthoz triptofán ami-
nosavat kapcsoltak, akkor hatékony szárma-
zékokat kaptak [5]. Hasonlóan a daunomicin 
konjugátumaihoz, ebben az esetben is kü-
lönbözĘ tagszámú oligoarginint (Arg4, Arg6, 
Arg8) mint sejtpenetráló peptidet konjugál-
tunk a vinblasztin triptofánnal módosított 
származékához [6]. A vinblasztinszármazék 
karboxilcsoportja és az oligoargininek N-ter-
minális aminocsoportja között oldatfázis-
ban alakítottuk ki az amidkötést (3. áb-
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2. ábra. Konjugálási helyek a daunomicin molekulán (a); oligoarginin-daunomicin-
konjugátumok (b)

3. ábra. Vinblasztin-konjugátumok elĘállítása
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ra). A reakció során a Trp Į-szénatomján 
racemizáció játszódott le, így két izomer-
konjugátumot kaptunk. Az L- és D-Trp tar-
talmú konjugátumokat sikeresen izoláltuk 
kromatográfiás elválasztással. 

A konjugátumok in vitro citosztatikus 
hatását szenzitív (érzékeny) és rezisztens 
HL-60 sejteken vizsgáltuk. Azt tapasztal-
tuk, hogy a dezacetilvinblasztin igen haté-
kony tumorellenes vegyület, melyhez ké-
pest a triptofán beépítése rontotta a ha-
tást. Valamennyi konjugátum rendelke-
zett citosztatikus hatással, a hatékonyság az 
argininek számának növekedésével javult. 
A hexa- és oktaarginin-konjugátumok hatá-
sa azonos mértékĦ volt. A rezisztens sejtek 
esetén a dezacetilvinblasztin hatása jelen-
tĘsen romlott, míg a konjugátumok (hexa- 
és oktaarginin tartalmú) csak kismértékben 
vesztettek aktivitásukból és annak mértéke 
megegyezett a dezacetilvinblasztinéval. Az 
izomerek hatása minden konjugátum esetén 
azonos volt. A tubulinkötĘ képesség sem a 
triptofánszármazék, sem az L-triptofán tar-
talmú oktaarginin konjugátum esetén nem 
változott a szabad vinblasztinhoz képest. Vi-
szont a D-triptofán tartalmú konjugátum lé-
nyegesen gyengébb kötĘdést mutatott. Vizs-
gáltuk továbbá HeLa-sejtekben az egyes ve-
gyületek hatását a mikrotubuláris rendszer-
re. A vinblasztin, Trp-dezacetilvinblasztin 
és az L-Trp-dezacetilvinblasztin tartalmú 
konjugátum aberráns osztódási orsó kialaku-
lásához vezet, de közben a nem osztódó sejtek 
mikrotubuláris rendszerét is roncsolják. Ezzel 
szemben a D-Trp-dezacetilvinblasztin tartal-
mú konjugátum aberráns szintén gátolja az 
osztódási orsó kialakulását, de ezekben a kon-
centrációkban egyáltalán nincs hatással a nem 
osztódó sejtek mikrotubuláris rendszerére. A 
mikrotubuláris rendszer megbontása felelĘs 
a különbözĘ mellékhatásokért. Így sikerült 
olyan konjugátumot elĘállítanunk, mely az 
in vitro mérések alapján szelektíven képes az 
osztódó sejteket, mint a rákos sejteket elpusz-
títani és ezáltal kisebb mellékhatást kiváltani.

Számos peptidnek, peptidmimetikumnak 
(peptidekkel analóg vegyületeknek) van je-
lentĘs és szelektív biológiai hatása, azon-
ban problémát jelenthet számukra az 
intracelluláris célmolekula elérése. Ebben 
nyújthat hatékony segítséget sejtpenetráló 
peptidhez történĘ konjugációjuk. Kutatásaink 
során számos, az intracelluláris kalpain enzim 
mĦködésének módosítására (aktivátor és inhi-
bitor vegyületek) vagy követésére (szubsztrát) 
alkalmas peptidet, peptidszármazékot állí-
tottunk elĘ. Ezek a vegyületek hatásosak 
voltak izolált enzimmel végzett kísérletek-
ben, azonban méretüknél fogva önmaguk-
ban nem képesek átjutni a sejtmembránon. 
Ezért különbözĘ sejtpenetráló peptiddel alko-
tott konjugátumaikat állítottuk elĘ.

A kalpain enzimek intracelluláris Cys-
proteázok, melyek katalitikus helye hasonló a 

papain-szerĦ proteázokéhoz. EmlĘsökben 15 
különbözĘ kalpaint azonosítottak. A sejtben 
bekövetkezĘ Ca2+-koncentráció-növekedés 
aktiválja a kalpainokat, melyek a megfele-
lĘ szubsztrátfehérjéket csak néhány helyen 
hasítják el. Ezáltal szabályozzák azok mĦ-
ködését, így számos fiziológiás folyamatban 
játszanak szerepet. A szabályozásukban ke-
letkezĘ zavar betegségek kialakulásához ve-
zethet. A Ca2+-homeosztázis megbomlásának 
eredményeként ugyanis a kalpainok túlakti-
válódnak, így növekszik az általuk elhasított 
szubsztrátfehérjék mennyisége és ez eredmé-
nyezheti az Alzheimer- és/vagy a Huntington-
kór kialakulását, de ez áll a hátterében a tra-
umás agy- és gerincvelĘsérülés hatására be-
következĘ idegsejt-pusztulásnak is. Nemcsak 
a megnövekedett aktivitás, hanem annak hi-
ánya is betegségek kialakulásához vezethet 
(2A típusú végtagövi izomsorvadás, gyomor-
rák kialakulása, II típusú vagy nem inzulin-

függĘ diabetes mellitus). Mivel számos fizi-
ológiás és patológiás funkció köthetĘ ezen 
enzimcsaládhoz, számos kutatás irányul sze-
repük minél pontosabb tisztázására.

A kalpasztatin fehérje a kalpain enzimek 
specifikus endogén inhibitora, melynek gát-
ló doménje 3 régióból épül fel, melyek kö-
zül a B régió felelĘs a gátlásért, az A és C 
régiónak megfelelĘ peptidek pedig képesek 
fokozni a kalpainok Ca2+-érzékenységét, az-
az aktivátor hatással rendelkeznek [7]. E tu-
lajdonságuk miatt ideális eszközök lehetnek 
a kalpain enzim funkciójának vizsgálatában. 
Hogy képesek legyenek bejutni a citoszolba, 
penetratinnal alkotott konjugátumaikat ál-
lítottuk elĘ [8]. A konjugátumok esetén 
vizsgáltuk, hogy van-e hatása a két peptid 
(kalpasztatin A vagy C és penetratin) között 
kialakított kötésnek. Ezért amid-, tioéter- és 
diszulfid-kötést tartalmazó konjugátumokat 
szintetizáltunk (4. ábra).

A penetratin beépítése mindhárom 
konjugátumtípus esetén nemhogy leron-

totta volna a kalpasztatin peptidek aktivá-
ló hatását, hanem fokozta azt. Valamennyi 
konjugátum képes bejutni COS-7-sejtekbe, 
valamint a diszulfid-kötés kellĘen stabil a ke-
zelési körülmények között, így e konjugátum 
esetén is képes a penetratin bejuttatni a 
kalpasztatin peptideket a sejtekbe. Tehát a 
sejtbejutására és izolált kalpain aktiváló ké-
pességére a kialakított kötésnek nincs hatása. 
Az amidkötést tartalmazó konjugátummal 
kezelt COS-7-sejtek lizátumában jelen-
tĘs kalpain aktivitást detektáltunk a keze-
letlen sejtekéhez viszonyítva. Tehát ez a 
konjugátum képes bejutni a sejtekbe és ott 
aktiválni a kalpain enzimet.

Miután rendelkezésünkre álltak ezek a 
konjugátumok, szükségünk volt egy olyan 
rendszerre, amellyel képesek vagyunk az 
intracelluláris kalpainra kifejtett hatásu-
kat mérni élĘ sejtek esetén. Ehhez olyan 
intracelluláris szubsztrátra van szükségünk, 

mely jól mérhetĘ jelet bocsát ki, és annak 
nagysága a kalpain enzim aktivitásával van 
kapcsolatban. Korábbi vizsgálataink so-
rán azonosítottunk egy peptidszekvenciát 
(TPLKSPPPSPR), mely ideális kalpain-
szubsztrát lehet [9]. Azonban maga a peptid 
nem képes bejutni a sejtbe. Ezért heptaarginnel 
konjugált származékát állítottuk elĘ, mely 
megĘrizte az enzimszubsztrát képességét és 
bejutott COS-7-sejtekbe (5. ábra, [10]). A 
szubsztrátkonjugátum képes volt Drosophila 
melanogaster S2-sejtekben az intracelluláris 
kalpain aktivitásának jelzésére.

Az aktivátor- és szubsztrát-konjugá tum-
mal lehetĘségünk nyílt az intracelluláris 
kalpain enzim aktiválására és ezen hatás 
jelezésére [11]. Ezekben a vizsgálatokban 
a kalpasztatin peptidek oktaarginnel alko-
tott konjugátumait használtuk. Patkány agy-
szeleteket ex vivo kezelve, a kalpasztatin 
konjugátumokkal azok ingerelhetĘsége és 
hosszú távú potencializálhatósága is meg-
növekedett. Ha a szöveteket elĘkezel-
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4. ábra. KülönbözĘ kötéstípust tartalmazó penetratin–kalpasztatin-konjugátumok
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tük a szubsztrát konjugátummal, akkor az 
aktivátor peptidekkel történĘ kezelés hatá-
sára egyes sejtekben jól mérhetĘ fluoresz-
cenciát detektáltunk. Azaz a szubsztrát be-
jutott az idegszövetek sejtjeibe és ott csak az 
internalizált aktivátor peptidek által kiváltott 
kalpainaktiváció hatására hasadt és mutatott 
fluoreszcenciát.

A kalpain enzimek mĦködését nemcsak 
aktiválni, hanem gátolni is lehet. A ha-
tékony és szelektív inhibitorok nemcsak 
a funkcióvizsgálatokban lehetnek haszno-
sak, hanem számos betegség kialakulásá-
ban is, melyekben a kalpain túlaktiválódása 
játszik szerepet. A szubsztrát-szekvenciát 
alapul véve, számos azapeptid inhibitort 
állítottunk elĘ, melyek között voltak haté-
kony származékok is [12]. A kilenc ami-
nosavból felépülĘ peptidszármazékok ön-
magukban nem képesek bejutni a sejtek-
be. Ezért a szubsztrátpeptidhez hasonlóan 

oktargininnel konjugáltuk. A konjugátum 
már képes volt hatékonyan bejutni HL-60-
sejtekbe. Továbbá az oktaarginin jelenléte 
nem hogy rontotta volna az inhibitor peptid 
gátló hatását, hanem fokozta azt, növelve a 
szelektivitását is.

A bemutatott példák mellet szá-
mos irodalmi adat támasztja alá, hogy a 
sejtpenetráló peptidek képesek moleku-
lákat bejuttatni a sejtbe, ezáltal lehetĘvé 
téve azok internalizációját, vagy fokozva 
azt. Ezek a peptidek tehát új perspektívát 
nyithatnak a gyógyszermolekulák, bioló-
giailag aktív vegyületek sejtbejuttatásában 
szélesítve azok alkalmazhatóságának lehe-
tĘségeit.  �
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5. ábra. Sejtpenetráló kalpain-szubsztrát szerkezete

Az itt bemutatott eredmények az OT-
KA K 68285, PD 83923 számú pályá-

zatok támogatásával végzett kutatásból 
születtek. 
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