PEPTIDKEMIA
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Gyogyulast hordozo peptidek

sejtek ¢letben maradasdhoz el-
A?ngedhetetlen a homeosztazis

enntartasa, melyben fontos sze-
rep jut a sejtmembrannak. Ez a foként
foszfolipidekbdl felépiild struktira teszi
lehetdvé a sejt altal szabalyozott anyag-
felvételt és -leadast. A sejtbe kiillonbozo
modon juthatnak be anyagok (1. abra).
Ha a fizikai-kémiai tulajdonsagok megfe-
leléek, akkor a molekula kézvetleniil dif-
fuzid utjan hatol at a membranon és jut
el a citoszolba. Ha ezek a feltételek nem
teljesiilnek, akkor valamilyen mas tutvo-
nalat kell a sejtnek kialakitania, hogy a
szamara fontos anyagokat fel tudja venni
a kornyezetébdl, példaul transzportfehér-
jék, csatornak, endocitozis, pinocitdzis se-
gitségével. Kiilon kihivast jelent, ha a sejt
szdmara nem sziikséges, idegen vegyiiletet
(pl. gyogyszermolekulakat) szeretnénk be-
juttatni a sejtbe, ha az kozvetlen diffuziora
nem képes.

Ha a betegség kialakulasaért felelds en-
zimek, fehérjék a sejten beliil a citoszolban
talalhatoak, akkor elkeriilhetetlen, hogy a
gyogyszermolekula atjusson a sejtmemb-
ranon, és igy érje el az intracellularis cél-
molekulat a hatas kifejtéséhez. A legtobb
hatoéanyag ezért kismolekuldji, optima-
lizalt a fizikai-kémiai tulajdonsaga, hogy
kozvetlen diffuzidoval at tudjon hatolni
a sejtmembranon. Mi torténik azonban
azokkal a molekulakkal, melyeknek ki-
valé a biologiai hatdsa, de 6nmagukban
nem képesek bejutni a sejtbe? Két lehetd-
ség koziil valaszthatunk; megvaltoztathat-
juk a szerkezetét ugy, hogy képes legyen a
szabad diffaziora, ekkor azonban fennall a
veszélye annak, hogy a hatast elveszitjiik,
vagy valamilyen hordozé molekulat alkal-
mazunk, amely képes az aktiv molekulan-
kat atjuttatni a sejtmembranon. A hordozo
molekula lehet olyan vegyiilet, melynek
van receptora, vagy transzportmolekula-
ja a sejt felszinén, és ezen keresztiil képes
bejutni a sejtbe. A biologiailag aktiv mole-
kulat ilyen szallit6 molekulahoz kapcsol-
va, az magaval viszi a neki kialakitott sejt-
bejutasi Utvonalon keresztiil a sejtbe, de
kihasznalhatjuk azt is, hogy a nagyméreti
molekuldk — makromolekulak — szamos
sejt esetén endocitdzist indukalnak, és a
sejtek bekebelezik ¢ket. E tulajdonsaguk
lehetdvé teszi, hogy hordozo molekula-
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ként hasznaljuk 6ket. Alkalmazasuk azzal
az elénnyel is jar, hogy egyszerre tobb mo-
lekulat tudunk hozzajuk kapcsolni, és igy
bejuttatni a sejtbe. A sejtpenetrald peptidek
uj lehet6séggel teli fejezetet nyitottak a ha-
toanyagok sejtbejuttatasaban.

Par évtizede fedezték fel, hogy né-
hany kozepes méretll fehérje képes a sejt-
membranon atjutni, amelyért bizonyos
peptidszekvencidk a felelosek. Az elsé fe-
hérje, melynél ezt megfigyelték, a HIV vi-

Ami sejtpenetral6 tulajdonsagukat kivaltkép-
pen érdekessé teszi az, hogy nemcsak 6nma-
guk, hanem a hozzajuk kapcsolt vegyiile-
tekkel — melyek igen valtozatosak lehetnek
— egyiitt is képesek bejutni a sejtekbe, azaz
transzportmolekulaként mikodhetnek. Ta-
lalhaté az irodalomban példa kis molekula-
tol kezdve peptideken, oligonukleotidokon
keresztiil enzimekig arra, hogy hatékonyan
juttattdk be sejtekbe ezeket a vegyiiletek
sejtpenetrald peptidek segitségével [3].
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rus un. Tat fehérjéje volt [1]. Néhany évvel
kés6bb ugyanezt allapitottdk meg a Droso-
phila antennapedia fehérjéjének 60 amino-
sav hosszisagn homeodoménjével (DNS
koté domén) kapcsolatban is [2]. Mind-
két fehérje esetében sikeresen azonositot-
tak azt a peptidszakaszt, mely felelds a fe-
hérjék sejtbejutasaért. Ez a két peptid, a
tat és penetratin volt az elsd két tagja a
sejtpenetrald peptidek csaladjanak, mely csa-
lad tagjainak szama az intenziv kutatasoknak
koszonhetSen az évek alatt jelentdsen meg-
novekedett. A peptidek e csaladjaba olyan
kozepes méretii (830 aminosav tagszamig),
foleg pozitiv toltést peptidek tartoznak, me-
lyek képesek a sejtmembranon atjutni [3].

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kuta-
tocsoportban évek oOta vizsgaljuk ezen
peptidek alkalmazhatosagat kis moleku-
laji hatdanyagok ¢és biologiailag aktiv
peptidek sejtbejuttatasaban. Két teriile-
ten probaljuk optimalizalni a sejtpenetrald
peptideket tartalmazd konjugatumokat. Az
egyik a kismolekuldju tumorellenes hato-
anyagok konjugatumai, mely esetben a cé-
lunk hatékony, kevés mellékhatassal jaro
és rezisztens tumorok ellen is hasznalhato
konjugatumok eldallitasa. A masik teriilet
az intracellularis enzimek vizsgalataban
alkalmazhat6 sejtpenetrald peptideket tar-
talmazo konjugatumok eléallitasa és vizs-
galata.
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2. abra. Konjugalasi helyek a daunomicin molekulan (a); oligoarginin-daunomicin-
konjugatumok (b)

A legtobb kemoterapiaban alkalmazott
tumorellenes szer hatékonyan képes elpusz-
titani a rakos sejteket. Mivel a sejtbejuta-
suk a legtobb esetben membranon keresztiil
kozvetlen difftzioval torténik, hatasuk nem
tumorsejt-specifikus, igy tobb vagy keve-
sebb, enyhébb vagy stilyosabb mellékhata-
suk van. Tovabbi gyakori probléma, hogy a
tumorsejtek képesek rezisztenciat — védeke-
zést — kialakitani e szerek ellen, valahogyan
semlegesitik a gydgyszermolekula hatasat,
igy a tumorsejt mar nem pusztul el a keze-
Iés hatasara. Ezt csak a kezelés dozisanak
ndvelésével lehetne ellenstlyozni, de ezt a
fellépé mellékhatasok fokozodasa korlatoz-
za. A sejtpenetralo peptidek, mint hordozo
molekuldk segithetnek kikiiszobolni vagy
mérsékelni ezeket a problémakat. Ugyan-
is a sejtpenetrald peptidhez kapcsolt hato-
anyag sejtbejutasa, sejten beliili sorsa eltér
a szabad formaétol, igy lehetdség van arra,
hogy a mar rezisztens sejtek Ujra érzékeny-
ny¢ valjanak a hatéanyagra.

Az antraciklinek (pl. daunomicin,
doxorubicin) széleskorlien hasznalt ke-
moterapids szerek. Szamos tumoros el-
valtozas kezelésében alkalmazzak oket pl.
oszteoszarkomak és akut mieloid leukémia
esetében. A daunomicinnek szdmos mel-
lékhatasa van, tObbek kozott kardiotoxikus
(szivizomra karos hatasu), és hasznalata so-
ran a tumorsejtek gyakran rezisztenssé val-
nak vele szemben. Kivancsiak voltunk, hogy
sejtpenetrald peptidhez torténd konjugacioval
kikiiszobdlhetjiik-e a rezisztenciat és igy Ujra
érzékenyithetjiik-e a rezisztens rakos sejtet a
daunomicinnel szemben [4]. A daunomicin
(Dau) molekuldjdban harom pozici6 is talal-
hato, melyen keresztiil molekulakhoz k&the-
t6, azaz konjugalhato (2a. abra). Mi a cukor-
részben talalhatd aminocsoportot valasztot-
tuk, ahol egy dikarbonsav tavtarton keresztiil
(szukcinil-csoport) kapcsoltuk a daunomicint
a sejtpenetralé peptidhez (2b. abra).

Sejtpenetrald peptidként kiilonb6z6 hosz-
szusagu oligoarginineket (tetra-, hexa- ¢és
oktaarginin) valasztottunk, vizsgalandd a
lanchossz hatasat a konjugatum hatékony-
sagara. A Dau in vitro citosztatikus hatasat
(IC,,= 0,05 puM; az a kezelési koncentracio
melynél a sejtek osztodasa fele a nem ke-
zelt sejtekének) a tavtartd beépitése nagy-
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mértékben rontotta human leukémia- (HL-
60) sejteken (Dau-Suc, IC,) = 831 pM).
Ugyanakkor valamennyi konjugatumnak
volt tumorellenes hatasa, mely az argininek
szaméanak novelésével fokozodott. A leg-
jobb eredményt az oktaarginint tartalmazo
konjugatum mutatta (IC, = 5,2 uM). Rezisz-
tens (ellendllo) HL-60/MDRI1-sejtek esetén
a Dau hatasa harom nagysagrenddel csok-
kent (IC,; = 3,31 uM). A konjugatumok ha-
tasa ebben az esetben is fliggdtt az argininek
szamatol és szintén az oktaarginin tartalmu
konjugatum volt a leghatasosabb (IC,, = 4,0
UM). A daunomicin fluoreszcens tulajdonsa-
g, ezért alkalmas arra, hogy a konjugatumai
sejtbejutasat tovabbi jelzémolekula haszna-
lata nélkiil kovethessiik. Az oligoargininnek
jelenléte mind szenzitiv, mind rezisztens
HL-60-sejtek esetén koncentraciofiiggd mo-
don novelte a Dau-Suc sejtbejutasat. Az
oktaarginin konjugatuma kis koncentraciok
esetén a hexaargininével azonos vagy ki-
sebb mértékben jutott be a sejtekbe. A kon-
centracié novelésével a hexa- és tetraarginin

tartalmi  konjugatumok mutattak nagyobb
mértékil sejtbejutast. Habar a tavtarto jelen-
léte nagymértékben rontotta a citosztatikus
hatast az oktaargininnel, mint sejtpenetrald
peptiddel tortént konjugacioval sikeriilt ezt
a hatast meg0rizni szenzitiv sejteken, és fo-
kozni azt rezisztens tumorsejtek esetén. Te-
hat a sejtpenetrald peptidekkel torténé kon-
jugalas lehetéséget teremthet arra, hogy ki-
keriiljiik a szer ellen kialakitott rezisztenciat.

A vinka-alkaloidok (pl. vinkrisztin,
vinblasztin) széles korben hasznalt
tumorellenes szerek. Hatdsmechanizmusuk
alapjan az ugynevezett antimikrotubularis
szerek kozzé tartoznak. Citotoxikus hata-
suk a mikrotubularis rendszer dinamika-
janak megbontasara vezethetd vissza,
mely hatds gatolja a sejtek osztodasat. A
vinblasztin eredményesen alkalmazhato sza-
mos rosszindulati daganat esetén, példa-
ul non-Hodgkin limféma, here- és mellrak.
Intenziv kutatas folyik kiilonboz6 vinka-
szarmazékok elballitasara annak reményé-
ben, hogy kevesebb mellé¢khatassal rendel-
kezd vegyiiletet kapjanak. Ha a vindolin-
részben 1év6é 16-os helyzetii metil-észter
helyett a karboxilcsoporthoz triptofan ami-
nosavat kapcsoltak, akkor hatékony szarma-
z¢kokat kaptak [5]. Hasonldan a daunomicin
konjugatumaihoz, ebben az esetben is kii-
16nb6z6 tagszamu oligoarginint (Arg,, Arg,,
Arg,) mint sejtpenetralé peptidet konjugdl-
tunk a vinblasztin triptofainnal modositott
szarmazékahoz [6]. A vinblasztinszarmazék
karboxilcsoportja és az oligoargininek N-ter-
minalis aminocsoportja kozott oldatfazis-
ban alakitottuk ki az amidkotést (3. ab-

3. abra. Vinblasztin-konjugatumok eléallitasa

+  H-RRRRRRRR-NH,

DCC/HOBt DMF-ban

NH—RRRRRRRR-NH,
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ra). A reakcio soran a Trp a-szénatomjan
racemizacié jatszodott le, igy két izomer-
konjugatumot kaptunk. Az L- és D-Trp tar-
talmu konjugatumokat sikeresen izolaltuk
kromatografias elvalasztassal.

A konjugatumok in vitro citosztatikus
hatdsat szenzitiv (érzékeny) és rezisztens
HL-60 sejteken vizsgaltuk. Azt tapasztal-
tuk, hogy a dezacetilvinblasztin igen haté-
kony tumorellenes vegyiilet, melyhez ké-
pest a triptofan beépitése rontotta a ha-
tast. Valamennyi konjugdtum rendelke-
zett citosztatikus hatassal, a hatékonysag az
argininek szamanak novekedésével javult.
A hexa- és oktaarginin-konjugatumok hatd-
sa azonos mértékll volt. A rezisztens sejtek
esetén a dezacetilvinblasztin hatasa jelen-
tésen romlott, mig a konjugatumok (hexa-
¢és oktaarginin tartalmt) csak kismértékben
vesztettek aktivitasukbol ¢és annak mértéke
megegyezett a dezacetilvinblasztinéval. Az
izomerek hatasa minden konjugatum esetén
azonos volt. A tubulinkétd képesség sem a
triptofanszarmazék, sem az L-triptofan tar-
talmi oktaarginin konjugatum esetén nem
valtozott a szabad vinblasztinhoz képest. Vi-
szont a D-triptofan tartalmi konjugatum 1¢-
nyegesen gyengébb kotddést mutatott. Vizs-
galtuk tovabba HeLa-sejtekben az egyes ve-
gytiletek hatasat a mikrotubularis rendszer-
re. A vinblasztin, Trp-dezacetilvinblasztin
és az L-Trp-dezacetilvinblasztin tartalmua
konjugatum aberrans osztodasi orsé kialaku-
lasahoz vezet, de kdzben a nem osztodo sejtek
mikrotubularis rendszerét is roncsoljak. Ezzel
szemben a D-Trp-dezacetilvinblasztin tartal-
mi konjugatum aberrans szintén gatolja az
osztodasi orsé kialakulasat, de ezekben a kon-
centraciokban egyaltalan nincs hatassal a nem
0szt6dd sejtek mikrotubularis rendszerére. A
mikrotubularis rendszer megbontasa felelds
a kiilonboz6 mellékhatasokért. fgy sikeriilt
olyan konjugatumot eldallitanunk, mely az
in vitro mérések alapjan szelektiven képes az
0sztodo sejteket, mint a rakos sejteket elpusz-
titani és ezaltal kisebb mellékhatast kivaltani.

Szamos peptidnek, peptidmimetikumnak
(peptidekkel analog vegyiileteknek) van je-
lentds és szelektiv bioldgiai hatasa, azon-
ban problémat jelenthet szamukra az
intracellularis célmolekula elérése. Ebben
nyujthat hatékony segitséget sejtpenetrald
peptidhez torténd konjugacidjuk. Kutatasaink
soran szamos, az intracellularis kalpain enzim
miitkodésének modositasara (aktivator és inhi-
bitor vegyiiletek) vagy kovetésére (szubsztrat)
alkalmas peptidet, peptidszarmazékot alli-
tottunk eld. Ezek a vegyiiletek hatasosak
voltak izolalt enzimmel végzett kisérletek-
ben, azonban méretiiknél fogva Onmaguk-
ban nem képesek atjutni a sejtmembranon.
Ezért kiilonbozo sejtpenetrald peptiddel alko-
tott konjugatumaikat allitottuk el6.

A kalpain enzimek intracellularis Cys-
proteazok, melyek katalitikus helye hasonld a
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papain-szer(i proteazokéhoz. Emlésokben 15
kiilénboz6 kalpaint azonositottak. A sejtben
bekovetkezd Ca?*-koncentracid-ndvekedés
aktivalja a kalpainokat, melyek a megfele-
16 szubsztratfehérjéket csak néhany helyen
hasitjak el. Ezaltal szabalyozzak azok mi-
kodését, igy szamos fiziologias folyamatban
jatszanak szerepet. A szabalyozasukban ke-
letkezé zavar betegségek kialakulasahoz ve-
zethet. A Ca**-homeosztazis megbomlasanak
eredményeként ugyanis a kalpainok tulakti-
valodnak, igy novekszik az altaluk elhasitott
szubsztratfehérjék mennyisége és ez eredme-
nyezheti az Alzheimer- és/vagy a Huntington-
kor kialakulasat, de ez all a hatterében a tra-
umas agy- ¢és gerincveldsériilés hatasara be-
kovetkezo idegsejt-pusztulasnak is. Nemcsak
a megnodvekedett aktivitas, hanem annak hi-
anya is betegségek kialakulasahoz vezethet
(2A tipust végtagdvi izomsorvadas, gyomor-
rak kialakuldsa, II tipusti vagy nem inzulin-

totta volna a kalpasztatin peptidek aktiva-
16 hatasat, hanem fokozta azt. Valamennyi
konjugatum képes bejutni COS-7-sejtekbe,
valamint a diszulfid-k&tés kellden stabil a ke-
zelési koriilmények kozott, igy e konjugatum
esetén is képes a penetratin bejuttatni a
kalpasztatin peptideket a sejtekbe. Tehat a
sejtbejutasara és izolalt kalpain aktivalo keé-
pességére a kialakitott kotésnek nincs hatasa.
Az amidkoétést tartalmazd konjugatummal
kezelt COS-7-sejtek lizatumaban jelen-
tés kalpain aktivitast detektaltunk a keze-
letlen sejtekéhez viszonyitva. Tehat ez a
konjugatum képes bejutni a sejtekbe és ott
aktivalni a kalpain enzimet.

Miutan rendelkezésiinkre alltak ezek a
konjugatumok, sziikségiink volt egy olyan
rendszerre, amellyel képesek vagyunk az
intracellularis kalpainra kifejtett hatasu-
kat mérni ¢€l6 sejtek esetén. Ehhez olyan
intracellularis szubsztratra van sziikségiink,
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4. abra. Kiilonb6z6 kotéstipust tartalmazé penetratin—kalpasztatin-konjugatumok

fliggd diabetes mellitus). Mivel szamos fizi-
ologias és patologias funkcid kothetd ezen
enzimcsaladhoz, szamos kutatds iranyul sze-
repiik minél pontosabb tisztazasara.

A kalpasztatin fehérje a kalpain enzimek
specifikus endogén inhibitora, melynek gat-
16 doménje 3 régiobal épiil fel, melyek ko-
ziil a B régio felelés a gatlasért, az A és C
régionak megfeleld peptidek pedig képesek
fokozni a kalpainok Ca*"-érzékenységét, az-
az aktivator hatassal rendelkeznek [7]. E tu-
lajdonsaguk miatt ideélis eszk6zok lehetnek
a kalpain enzim funkciojanak vizsgalataban.
Hogy képesek legyenek bejutni a citoszolba,
penetratinnal alkotott konjugatumaikat al-
litottuk el [8]. A konjugatumok esetén
vizsgaltuk, hogy van-e hatasa a két peptid
(kalpasztatin A vagy C és penetratin) kozott
kialakitott kotésnek. Ezért amid-, tioéter- és
diszulfid-kotést tartalmazé konjugatumokat
szintetizaltunk (4. abra).

A penetratin  beépitése mindharom
konjugatumtipus esetén nemhogy leron-

mely jOl mérhetd jelet bocsat ki, és annak
nagysaga a kalpain enzim aktivitasaval van
kapcsolatban. Korabbi vizsgalataink so-
ran azonositottunk egy peptidszekvenciat
(TPLKSPPPSPR), mely idealis kalpain-
szubsztrat lehet [9]. Azonban maga a peptid
nem képes bejutni a sejtbe. Ezért heptaarginnel
konjugalt szarmazékat allitottuk eld, mely
meg0lrizte az enzimszubsztrat képességét és
bejutott COS-7-sejtekbe (5. abra, [10]). A
szubsztratkonjugatum képes volt Drosophila
melanogaster S2-sejtekben az intracellularis
kalpain aktivitasanak jelzésére.

Az aktivator- és szubsztrat-konjugatum-
mal lehet6séglink nyilt az intracellularis
kalpain enzim aktivalasara és ezen hatas
jelezésére [11]. Ezekben a vizsgalatokban
a kalpasztatin peptidek oktaarginnel alko-
tott konjugatumait hasznaltuk. Patkany agy-
szeleteket ex vivo kezelve, a kalpasztatin
konjugatumokkal azok ingerelhetsége és
hossza tavil potencializalhatosaga is meg-
novekedett. Ha a szdveteket eldkezel-
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tilk a szubsztrat konjugatummal, akkor az
aktivator peptidekkel torténd kezelés hata-
sara egyes sejtekben jol mérhetd fluoresz-
cenciat detektaltunk. Azaz a szubsztrat be-
jutott az idegszovetek sejtjeibe és ott csak az
internalizalt aktivator peptidek altal kivaltott
kalpainaktivacié hatasara hasadt és mutatott
fluoreszcenciat.

A kalpain enzimek miikddését nemcsak
aktivalni, hanem gatolni is lehet. A ha-
tékony és szelektiv inhibitorok nemcsak
a funkcidvizsgalatokban lehetnek haszno-
sak, hanem szamos betegség kialakulasa-
ban is, melyekben a kalpain talaktivalodasa
jatszik szerepet. A szubsztrat-szekvenciat
alapul véve, szamos azapeptid inhibitort
allitottunk eld, melyek kozott voltak haté-
kony szarmazékok is [12]. A kilenc ami-
nosavbol felépiilé peptidszarmazékok 6n-
magukban nem képesek bejutni a sejtek-
be. Ezért a szubsztratpeptidhez hasonloan
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5. abra. Sejtpenetral6 kalpain-szubsztrat szerkezete

oktargininnel konjugaltuk. A konjugatum
mar képes volt hatékonyan bejutni HL-60-
sejtekbe. Tovabba az oktaarginin jelenléte
nem hogy rontotta volna az inhibitor peptid
gatld hatasat, hanem fokozta azt, novelve a
szelektivitasat is.

A bemutatott példak mellet sza-
mos irodalmi adat tdmasztja ald, hogy a
sejtpenetralo peptidek képesek moleku-
lakat bejuttatni a sejtbe, ezaltal lehetdvé
téve azok internalizacidjat, vagy fokozva
azt. Ezek a peptidek tehat 0j perspektivat
nyithatnak a gyogyszermolekuldk, biolo-
giailag aktiv vegyiiletek sejtbejuttatasaban
szélesitve azok alkalmazhatosaganak lehe-
toségeit. 5

Az itt bemutatott eredmények az OT-
KA K 68285, PD 83923 szdmui pdlyd-
zatok tamogatasaval végzett kutatisbol
sziilettek.
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