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ABSTRACT

Before discovery of the Tat peptide over twenty years ago, it was assumed that
large peptides and proteins do not penetrate cell membranes. After discovery of Tat,
Penetratin [1, 2] and several other peptides of natural origin, able to cross the cell
membranes in an energy-independent manner, the structural determinants of their
cell-penetrating potency were established, including polycationic character, amphi-
paticity and presence of proline-rich motifs [3, 4].

Currently known cell-penetrating peptides of natural or synthetic origin are
composed of 5 to 40 amino acid residues and belong to one of the three families:
oligocationic, amphipatic or proline-rich and penetrate the biological membranes
by endocytosis or other ways of direct translocation. Most of these translocation
mechanisms are not exclusive and may occur simultaneously, and their contribution
may be different for each peptide depending on the conditions (e.g. CPP concentra-
tion, pH, etc.).

Most CPPs demonstrate little or no mammalian cell toxicity what makes them
promising vectors for drug delivery. Such vectors might be useful for efficient inter-
nalization of compounds otherways poorly penetrating biological membranes.
Novel CPP-effector conjugates may become effective anticancer or antimicrobial
agents of a great potential for chemotherapy [3, 5].

In this short review we present a glimpse at the current state of knowledge con-
cerning sub-families, types and mechanisms of action of most prominent members
of CPP family.

Keywords: CPP, cell-penetrating peptides, penetratin, endocytosis, amphipaticity
Stowa kluczowe: peptydy penetrujace, penetratyna, endocytoza, amfipatyczno$¢
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BIP - peptydowy inhibitor Bax (ang. Bax inhibiting peptide)

ACPP - aktywowalne peptydy penetrujace (ang. activatable
cell-penetrating peptides)

CAMP - kationowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang.
cationic antimicrobial peptides)

CPP - peptydy penetrujace blony komorki (ang. cell-pene-
trating peptides)

FGF - czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblasts growth
factor)

GFP - biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent
protein)

GST - S-transferaza glutationu (ang. glutathione S-trasfe-
rase)

MTS - sekwencje przenikania przez blony (ang. membrane
translocating sequences), rowniez CPP

NLS - sekwencja lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localisa-
tion sequence)

PTD - peptydowe domeny transdukcji (ang. peptide trans-
duction domains), rowniez CPP

TAR - region transaktywujacy (ang. trans-activation respon-
sive element)

TAT (lub Tat) - transaktywator transkrypcji (ang. trans-activator of

transcription)
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WPROWADZENIE

Jeszcze nieco ponad dwadziescia lat temu powszechnie sadzono, Ze czasteczki
peptydow i biatek (oraz wielu innych zwiazkéw polarnych) nie majg zdolnosci swo-
bodnego przenikania przez blony biologiczne. Nieco pézniej odkryto jednak grupe
peptydow, ktore dzieki specyficznemu oddziatywaniu z bfong komoérkows sa w sta-
nie wnikna¢ do jej wnetrza oraz przedostac sie na druga strone. Sg to tzw. peptydy
penetrujace (ang. CPP - Cell Penetrating Peptides; rOwniez PTD - ang. peptide trans-
duction domains, MTS - ang. membrane translocating sequences, Trojan peptides).
Niektore z tych peptydéw nie tylko potrafig przenikng¢ do wnetrza komorki, ale
réwniez sa w stanie zwigkszy¢ przenikalno$¢ innych, nawet znacznie wigkszych,
zwigzkow.

Odkrycie peptydow penetrujacych nastgpilo dos¢ niedawno, bo pod koniec lat
osiemdziesigtych XX wieku. Udowodniono wtedy, ze jedno z biatek wirusa HIV
bedace trans-aktywatorem transkrypcji (TAT) jest w stanie przenikna¢ do wnetrza
hodowanych komérek limfocytow, a zdolnosé¢ ta jest wynikiem obecnosci w struktu-
rze tego bialka fragmentu oligopeptydowego o specyficznej sekwencji [1]. Niedlugo
pdzniej, podobne wlasciwosci stwierdzono dla fragmentu biatka homeotycznego
wystepujacego u muszki owocowej (Drosophila), ktéry nazwano penetratyna [2, 6].

Te dwa odkrycia zapoczatkowaly badania nad mechanizmami penetracji biatek
i peptydéw przez blony i doprowadzily do odkrycia w biatkach wiruséw, komorek
drobnoustrojow i organizméw wyzszych kolejnych sekwencji stymulujacych pene-
tracj¢ transblonowa [4]. Do chwili obecnej odkryto caly szereg takich sekwencji,
jak rowniez wykazano zdolnosci penetracyjne dla wielu peptydéw, zaréwno pocho-
dzenia naturalnego, jak i calkowicie syntetycznych sekwencji zaprojektowanych na
podstawie analizy strukturalnej wcze$niej odkrytych CPP [3].

Dos¢ trudno poda¢ jedna, spdjna definicje peptydéw penetrujacych. Mozna
powiedzie¢, ze CPP sg krotkimi peptydami, liczacymi od 5 do 40 reszt aminokwa-
sowych, posiadajgcymi zdolno$¢ wnikania do wnetrza komorki za pomoca réznych
mechanizméw, w tym nie wymagajacych dostarczenia energii oraz endocytozy,
bez angazowania specyficznych receptoréw i stereospecyficznego rozpoznawania.
Wiekszo$¢ CPP nie posiada wlasciwosci toksycznych, chociaz sg znane przyktady
CPP o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Przytaczenie CPP (kowalencyjnie lub
niekowalencyjnie) do innych aktywnych biologicznie czasteczek znacznie zwigksza
zdolnos¢ przenikania przez btone komdérkowsy tych ostatnich [3, 5].

Istnieje wiele zwigzkow o budowie peptydowej, biatkowej lub kwaséw nukle-
inowych stanowigcych potencjalne leki, ktore jednak nie sg zbyt efektywne ze
wzgledu na ograniczong przenikalnos¢ przez blony komoérkowe [7]. Polaczenie
tych zwigzkéw z nosnikiem w postaci CPP moze stanowi¢ szans¢ na zwigkszenie
ich penetracji blon komérkowych, a tym samym na zwiekszenie efektywnosci. Tego
typu polaczenia sg czgsto w stanie nie tylko penetrowa¢ blony komodrkowe, ale tez
przenika¢ do jadra komoérkowego, a nawet pokonywac¢ bariere krew-mozg [8].
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1. RODZINY PEPTYDOW PENETRUJACYCH

Podzialu peptydéw penetrujacych mozna dokona¢ m.in. na podstawie: mecha-
nizmu pokonywania btony komérkowej, sposobu tworzenia koniugatow, sekwencji
i budowy peptydéw lub ich pochodzenia. W przypadku tego ostatniego kryterium,
wyrézni¢ mozna CPP pochodzenia naturalnego, CPP chimeryczne - stanowiace
polaczenie sekwencji dwdch naturalnych peptydow, z ktorych jeden posiada whasci-
wosci penetrujace, za$ drugi modyfikuje to dziatanie oraz CPP syntetyczne, ktérych
sekwencja zostala opracowana na podstawie badan zaleznosci struktura-aktywnos¢.

Tabela 1. Najwazniejsze rodziny peptydow penetrujacych
Table 1. The most important families of Cell-penetrating peptides
Przyklad
Klasyfikacja Rodzina Przylél;;iowy Pochodzenie Sekwencja transportowanego
zwigzku
Bialko wirusa | RKKRRQRR
Tat (49-60) HIV-1 RPPQ [4] B-galaktozydaza [8]
Kationowe Rodzina Tat
Oligoarginina | Pochodna Tat R, (gdzie Cyklosporyna A [9]
g0%e n=6-10) [4] YIEOspory
Domena
RQIKIWFQN
pAntp homeotyczn'fi RRMKWKK [4] Polo-box [10]
Antennapedia
Penetratyny b
omena
RVIRVWFQN .
plsl homeotyczna KRCKDKK [4] Biotyna [11]
Isl-1
Galanina GWTLNSAGY
Transportan { mastoparan LLGKINLKAL siRNA [12]
Chimeryczne : AALAKKIL [4]
CPP
HIV-1 gpd1 GALFLGFLGA ‘
Amfipatyczne MPG (NLS AGSTMGAWS | siRNA [13]
! QPKKKRKYV [4]
Zoladek TRSSRAGLQW
Pochodne pep- Buforyna 2 ropuchy PVGRVHRLL GFP [14]
tydéw przeciw- RK [4]
drobnoustrojo- SynB (1) Protegrvi RGGRLSYSRR Doksorubicyna
wych Y SYRY | RESTSTGR[4] | [15]
PAF26 Syntetyczny RKKWEFW [16]
LGTYTQDENK
E;}l;:d}?& hCT (9-32) i:l‘iZkgnina FHTFPQTAIGV | GFP [17]
v GAP [4]
Bogate . VRLPPPVRL PP
w proline SAP y-zeina PVRLPPP [18] Fluorofor [18]
Pochodne czyn- | Sekwencja
P, AAVALLPAVL
hegtr}(;(gbowe nika wzrostu sygnatowa Kaposi FGF L AI\JIL AP 1;; NF-xB [19]
Y fibroblastow Kaposi FGF




PEPTYDY PENETRUJACE 15

Wydaje si¢, ze najbardziej uzasadniony sposob podziatu opiera si¢ na wspdl-
nych elementach strukturalnych. Pod tym wzgledem wsréd znanych CPP wyroz-
ni¢ mozna trzy gléwne grupy: CPP oligokationowe, CPP amfipatyczne oraz CPP
zawierajace reszty proliny. W Tabeli 1 przedstawione zostaly przyklady CPP nalezg-
cych tych grup, ich sekwencje aminokwasowe oraz przyktady ich zastosowania jako
no$nikéw substancji trudno penetrujacych blony biologiczne.

1.1. OLIGOKATIONOWE CPP

Peptydy z tej rodziny charakteryzujg si¢ wysokim dodatnim tadunkiem wypad-
kowym czgsteczki wynikajacym z duzej zawartosci zasadowych reszt aminokwaso-
wych lizyny i/lub argininy i niewielkiej ilo$ci lub catkowitego braku reszt kwasowych.
Szczegodlng role w przenikaniu przez blony wydaja sie pelni¢ grupy guanidynowe
argininy. Wymiana reszt Arg na cytruline pozbawia CPP calkowicie zdolnosci do
penetracji blony [20]. Arginina prawdopodobnie tworzy wielokrotne wigzania
wodorowe z fosfolipidami na powierzchni komoérki, co ma kluczowe znacznie dla
przenikania oligokationowych CPP [21].

1.1.1. Bialtko Tat

Bialko Tat (ang. trans-activator of transcription) zostalo wyizolowane z wirusa
HIV-1. Bialko to przenika przez blone komérkowq limfocytow T, a nastepnie faczy
sie z mRNA na koncu 5’ nici, gdzie znajduje si¢ element TAR (ang. trans-activa-
tion responsive element). Polaczenie biatka z RNA nastepuje poprzez domene Tat
sekwencji RKKTTYRRR, za$ za odpowiedz jadra komérkowego (ang. nuclear loca-
lisation signal, NLS) odpowiada fragment peptydu o sekwencji GRKKR. Ten drugi
fragment odpowiedzialny jest za przenikanie peptydu do jadra komoérkowego [22].

Wiasciwosci fragmentu biatka Tat, jako peptydu penetrujgcego, zostaly odkryte
po raz pierwszy gdy zaobserwowano, ze koniugat trzydziestoszescio-aminokwaso-
wego fragmentu w/w bialka (reszty 37-72) z -galaktozydaza (177 kDa) byt w stanie
wnikng¢ do wnetrza komorki zwierzecej [23]. W pozniejszych badaniach stwier-
dzono, ze wlasciwosci penetrujgce wykazuje juz krétszy fragment, Tat,, ., 0 sekwen-
cji RKKRRQRRR.

Na podstawie badan analogéw peptydu Tat z przylaczonymi sondami fluore-
scencyjnymi i prob z réznego typu inhibitorami proceséw komoérkowych (opisa-
nych w dalszej czgsci), jako gléwny mechanizm przenikania przez blony biologiczne
zaproponowano endocytoze, ktora jest procesem zaleznym od energii. Zdolnos¢
bezposredniego przenikania przez blony jest jednak niezbedna, aby peptyd wraz
z transportowanym zwigzkiem maogl opusci¢ endosom [4].

Wtasciwosdci penetrujgce, podobne do tych wykazywanych przez Tat, .,
stwierdzono dla syntetycznych oligopeptydéw zbudowanych z reszt Arg lub Lys,
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w tym oktaargininy i dekalizyny [23]. Ta pierwsza wykazuje nawet dwudziestokrot-

nie wigkszg skutecznos¢ niz sam peptyd Tat,, ...

1.2. AMFIPATYCZNE CPP

Peptydy nalezgce do tej grupy charakteryzuj sie przede wszystkim obecnoscia
dodatnio naladowanych reszt aminokwaséw (rL-argininy i/lub L-lizyny) oraz reszt
aminokwaséw hydrofobowych (najczesciej L-tryptofanu i/lub L-fenyloalaniny).
Amfipatycznos¢ tych peptydéw mozna podzieli¢ na pierwotna i wtoérng. Pierwotna
amfipatycznos¢ wynika z wyraznego podziatu sekwencji peptydu na cz¢$¢ hydro-
fobowa i hydrofilowg (np. tak jak w syntetycznym PAF26 o sekwencji RKKWFW).
Wtdrna amfipatyczno$¢ jest efektem powstawania peptydowych struktur drugorze-
dowych (np. a-helikalnych), w ktorych sprotonowane grupy z fancuchéw bocznych
reszt aminokwasow zasadowych znajdujg sie po przeciwnej stronie struktury wzgle-
dem reszt hydrofobowych [18].

1.2.1. Penetratyny

Biatka homeotyczne s3 jednym z czynnikéw bioracych udzial w transkrypcji.
Po raz pierwszy wykryto je u muszki owocowej (Drosophila), a nastepnie u innych
zwierzat i roslin. Wiazg one DNA za posérednictwem sekwencji 60 reszt amino-
kwasowych noszgcej nazwe domeny homeotycznej, ktéra zbudowana jest z trzech
a-helis, z czego trzecia rozpoznaje docelowe miejsce w helisie DNA.

Zdolno$¢ penetratyny (o sekwencji “RQIKIWF’QNRRM*KWKK) do prze-
nikania blon komérkowych odkryta zostata w 1991 r. podczas badania roli domeny
homeotycznej w rozwoju uktadu nerwowego [2]. Pdzniej powtorzono te obserwacje
przy udziale innych domen homeotycznych i biatek homeotycznych, co dato pod-
stawy do stworzenia koncepcji peptyddéw penetrujacych [6, 24].

Badajgc mutanty biatek homeotycznych stwierdzono, ze najwiekszy wplyw na
ich przenikanie przez blony komdrkowe ma sekwencja trzeciej helisy [25]. Zsynte-
zowany fragment skladajacy si¢ z szesnastu reszt aminokwasowych (43-58), ktory
wykazuje zdolnos¢ penetracji blon biologicznych, jest ponadto w stanie wnikna¢ do
jadra komorki. Translokacja nastepowala we wszystkich typach badanych komo-
rek ze 100% skuteczno$cia, zaréwno w temperaturze 4, jak i 37°C, co wskazuje na
mechanizm niezalezny od dostarczania energii [26]. Badania z uzyciem spektrosko-
pii dichroizmu kolowego wskazujg na to, ze w srodowisku wodnym peptyd ten nie
tworzy helisy; powstaje ona dopiero w srodowisku hydrofobowym (np. wewnatrz
blony komérkowej) [27].

Jako gléwny sposob transportu penetratyn przez blony komoérkowe zapropo-
nowano mechanizm odwrdconej miceli (opisany w dalszej czesci). Oczywiscie nie
mozna wykluczy¢ innych mechanizmoéw, jednak wykonane badania wskazujg na
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znaczny udzial wspomnianego powyzej procesu [6]. Pewien udzial we wnikaniu
penetratyn do wnetrza komorki ma prawdopodobnie takze endocytoza. Wskazuje
na to zmniejszenie przenikalno$ci po zastosowaniu inhibitoréw metabolizmu oraz
endocytozy. Ponadto wigzanie penetratyny na powierzchni komorki z glikozoami-
noglikanami moze inicjowa¢ endocytoze przytaczonego do tego peptydu ,,tadunku”
o duzej masie [28].

1.2.2. Kationowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe (CAMP)

Naturalne kationowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe (CAMP) zawieraja
przewaznie od 13 do 50 reszt aminokwasowych. W ich sekwencjach wyréznié
mozna domeny o znacznym udziale reszt hydrofobowych oraz domeny zlozone
z reszt aminokwasow z kationowg grupa w tancuchu bocznym (lizyna oraz argi-
nina). Syntetyczne pochodne CAMP mogg mie¢ znacznie krétsza sekwencje (poni-
zej 10 reszt aminokwasowych) [28].

Wigkszos¢ CAMP ma mozliwos$¢ penetracji blony komérkowej mikroorgani-
zmoéw doprowadzajac do lizy komorek. Jednak czgs$¢ z nich jest w stanie przenikna¢
w bardziej subtelny sposob poprzez blong, nie niszczac komorki. Te wlasnie zali-
czajg sie do peptyddw penetrujgcych [29].

Zwigzek nazwany skrotowo PAF26 jest heksapeptydem o sekwencji RKKWFW
i o stwierdzonym dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym. Mechanizm tego dzialania
nie zostal jeszcze do konca poznany [30]. W toku badan stwierdzono, ze PAF26 jest
w stanie pokonywac blony komoérkowe [28].

Widoczny jest podziat tego peptydu na cz¢é¢ o charakterze hydrofilowym (argi-
nina i dwie reszty lizyny) i hydrofobowym (fenyloalanina i dwie reszty tryptofanu).
Ma to duzy zwiazek z przenikaniem bton. Okazuje si¢, ze prawdopodobnie mecha-
nizm przenikania jest zalezny od st¢zenia peptydu. W niskich st¢zeniach transport
zalezny jest od energii, za$ przy wyzszych — przejscie przez btong nastepuje nie-
zaleznie od energii. Jako najbardziej prawdopodobny sposéb przenikania bton dla
CAMP postulowany jest ,,mechanizm dywanowy”. Prawdopodobnie wlasciwos$ci
penetrujace w sposob niezalezny od energii wykazuje jedynie wersja PAF26, w kto-
rej N-koncowa grupa a-aminowa jest acetylowana, a C-konicowa grupa a-karbok-
sylowa wystepuje w formie amidowej. Wolny heksapeptyd wnika efektywnie do
komorek, jednakze glownie za posrednictwem biatek transportowych, nazywanych
permeazami oligopeptydowymi [Schielmann M., Kawczynski M. i in., dane niepu-
blikowane].

1.2.3. Transportan - CPP chimeryczny

Transportan jest syntetycznym peptydem zbudowanym z 27 reszt aminokwa-
sowych. Podzieli¢ go mozna na dwie czgsci: N-koncowy, 12-peptydowy fragment
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galaniny (neuropeptydu) oraz mastoparan (peptyd pochodzacy z jadu os, ktéry ma
zdolno$¢ oddzialywania z blong komorkows), polaczone reszta lizyny [31]. Jego
sekwencja przedstawia sie nastepujaco: GWTLNSAGYLLG"KINLKALAALAK-
KIL.

Podobnie jak w przypadku niektérych peptydéw penetrujacych, wida¢ tu
wyrazny podzial na cze¢$¢ hydrofilows, zawierajaca reszty lizyny oraz hydrofobowa,
w sklad ktdrej wchodzi migdzy innymi tryptofan.

Badania przenikania transportanu z zastosowaniem inhibitoréw endocytozy
dowodza, ze nie bierze ona udzialu podczas translokacji tego peptydu przez blone,
a rzeczywisty mechanizm translokacji jest niezalezny od energii metaboliczne;j.
Wykazano tez, ze przenikalno$¢ nie zalezy od rodzaju komorki, a transportan jest
w stanie przenikng¢ nie tylko do cytoplazmy, ale takze do jadra komdrkowego.
W przypadku transportanu najprawdopodobniej najwigkszy udzial w przenikaniu
blon ma mechanizm dywanowy [31].

1.3. CPP BOGATE W PROLINE

Czes¢ peptyddw z tej grupy mozna zaklasyfikowac jako peptydy amfipatyczne
wtérne ze wzgledu na tworzenie struktury poliproliny II polaczonej z hydrofilowymi
resztami aminokwasow. Powstajaca w ten sposob helisa zawiera 3.0 reszty amino-
kwasowe na skret [18]. Przykladem moze by¢ tu pochodzacy z biatka y-zeiny peptyd
SAP o sekwencji: VRLPPPVRLPPPVRLPPP. 50% sekwencji tego peptydu stanowi
prolina, dzieki czemu tworzy sie wspomniana wczeéniej helisa. W pozycjach 2, 8, 14
znajdujg sie zasadowe reszty argininy, ktére tworzg hydrofilowg strone peptydu, zas
walina w pozycjach 1, 7 i 13 tworzy strone hydrofobowa (Rys. 1) [18].

A o

Val - Arg-Leu-Pro=-Pro- Pro - Val - Arg- Leu - Pro- Pro=- Pro-Val - Arg-Leu - Pro - Pro - Pro

Rysunek 1. Tréjwymiarowa struktura helisy peptydu SAP bogatego w proling. Hydrofilowe reszty Arg skiero-
wane s3 w jednym kierunku, za$ hydrofobowe reszty Val i Leu w przeciwnym. Na podstawie [32]

Figure 1. Helical structure of proline-rich SAP. Hydrophilic arginine residues are clustered on the one side
and hydrophobic residues (Valine and Leucine) on another one. Based on [32]

Zbadano réwniez peptydy zbudowane na bazie struktury polihydroksyproliny.
Zmodyfikowano reszty hydroksyproliny w taki sposob, ze do grupy hydroksylo-
wej przylaczano podstawniki hydrofobowe lub kationowe. Nastepnie faczono je na
przemian: jedna hydroksyprolina z hydrofobowym podstawnikiem i dwie nastepne
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z hydrofilowym. Otrzymano w ten sposob helis¢ zawierajacg 3.0 reszty na skret
(analogicznie jak struktura poliproliny IT) o wlasciwosciach amfipatycznych. Otrzy-
many peptyd okazal sie¢ mie¢ zdolnos¢ przenikania bton komoérkowych [33].
Peptyd SAP oraz jego analogi, podobnie jak y-zeina, maja tendencje do agre-
gacji w dlugie fibryle. Tworza si¢ one z opisanych powyzej struktur ukladajac sie
hydrofobowa strong do wnetrza, a hydrofilowa na zewnatrz. Powstale w ten spo-
sob cylindryczne micele, taczg sie dalej tworzac fibryle [32]. Moze mie¢ to zwigzek
z przenikaniem peptydu do wnetrza komorek, gdyz dodatnio natadowane fancuchy
boczne aminokwasow beda oddzialywaly z ujemnymi fadunkami fosfolipidow.
Wiasnosci penetrujace sg sugerowane takze dla mniejszych oligopeptydow
takich, jak np. VRLPPP, jednakze nie zostalo to jednoznacznie potwierdzone.

1.4. AKTYWOWALNE PEPTYDY PENETRUJACE (ACPP)

W 2004 roku przeprowadzono badania z wykorzystaniem syntetycznych pep-
tydow, ktére nazwano aktywowalnymi peptydami penetrujacymi (ACPP). W ich
budowie mozna znalez¢ fragmenty sekwencji poznanych i opisanych CPP, ktére
zostaly zmodyfikowane poprzez dodanie kolejnych elementéw. ACPP skladajg sie
wiec z trzech czesci; pierwsza jest wlasciwy peptyd penetrujacy (analog biatka Tat,
ktory zawiera znaczng ilo$¢ kationowych reszt aminokwasowych argininy i lizyny),
druga czes$¢ to facznik (linker) podatny na dzialanie enzymu proteolitycznego, za$
trzecia cz¢s$¢ to inhibitor transdukeji bedacy peptydowym fancuchem zbudowanym
z reszt aminokwasowych posiadajacych ujemnie naladowane grupy boczne (naj-
czesciej kwasu glutaminowego). Dzieki takiej budowie, oddzialywanie dodatnio
natadowanych tancuchéw bocznych z fosfolipidami blony komérkowej jest znacz-
nie utrudnione i peptyd nie wykazuje przenikalnosci do momentu, gdy linker nie
zostanie przeciety przez odpowiednig proteaz¢. Wtedy peptyd penetrujacy zaczyna
dziata¢ normalnie (Rys. 2) [34].

“tADUNEK”

polikation
PROTEAZA = AAARAS

polianion

Rysunek 2. Sposob dzialania ACPP: Czes¢ polianionowa oddziatuje z czescia polikationowa; w wyniku dzia-
tania proteaz dochodzi do rozerwania linkera i odblokowania czesci kationowej, a tym samym
umozliwienia przenikania CPP

Figure 2. Mechanism of action of activable CPPs. A polycationic part of the molecule interacts with a poly-
anionic one. Upon the action of proteases, the linker is cleaved, the polycationic fragment beco-
mes unblocked what facilitates CPP penetration
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Jednym z wykorzystywanych linkeréw jest peptydowa sekwencja PLGLAG,
ktora jest substratem dla metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomdrkowej (MMP).
Linker ten zostal zaprojektowany do przenoszenia przez CPP leku przeciwnowo-
tworowego, poniewaz duza produkcja MMP jest zwigzana z rozwojem komorek
nowotworowych. Dzieki temu lek przenika do wnetrza komoérek gléwnie w miej-
scach powstawania guza [35]. Z powodzeniem prowadzone sg rowniez badania nad
zastosowaniem ACPP osadzonych na powierzchni nanoczastek bedacych lekami
[36].

1.5. HYDROFOBOWE CPP

CPP nalezace do tej rodziny s3 stosunkowo nieliczne w poréwnaniu do katio-
nowych czy amfipatycznych CPP. Mozna je podzieli¢ na takie, ktore zbudowane s3
wylacznie z reszt hydrofobowych oraz takie, ktdre zawierajg nieliczne, zjonizowane
reszty aminokwasowe, jednak ich sumaryczny tadunek jest niewielki [37].

Jednym z pierwszych opisanych peptyddw tej rodziny byl hydrofobowy frag-
ment domeny sygnalowej czynnika wzrostu fibroblastéw Kaposiego (K-FGF)
o sekwencji AAVALLPAVLLALLA. Peptyd ten wykazywal dobra przenikalnos¢
do komorek, podobnie jak jego koniugat z wigkszymi fragmentami peptydowymi
(sekwencja lokalizacji jadrowej — NLS) [19].

Dalsze badania czynnika wzrostu fibroblastow doprowadzity do opisania kolej-
nych peptyddw takich, jak np. fragment FGF12 o sekwencji PIEVCMYREP (okres-
lony mianem CPP-C). Biatko, z ktérego pochodzi, nie oddzialuje na Zadne receptory
wzrostu fibroblastow, jednak ma zdolno$¢ przenikania do wnetrza komorki. Réw-
niez koniugaty tych sekwencji z innymi peptydami sg zdolne do penetracji blony
komorkowej, a nawet wnikania do jadra komdrkowego [40].

Innymi ciekawymi peptydami zaliczanymi do tej rodziny, sa pentapeptydowe
fragmenty biatka Ku70, wybrane z tzw. domeny inhibitorowej Bax (Bax jest induk-
torem programowanej $mierci komorki, zas jedna z rél biatka Ku70 jest jego inhibi-
cja). Peptydy te, o przykladowych sekwencjach: PMLKE, VPALR, IPALK, VPTLK,
w literaturze wystepuja pod nazwa BIP. Pomimo niewielkiego rozmiaru, peptydy
BIP sg w stanie transportowac biatko GFP przez blone komdrkowa [38].

Sposéb pokonywania blony komoérkowej przez te peptydy nie zostal jesz-
cze jednoznacznie ustalony. Wiadomo, ze CPP-C przenika poprzez endocytoze, a
nastepnie ucieka z endosomu [40]. W poczatkowych badaniach peptydu K-FGF
ustalono, ze jego przenikanie do komorki jest niezalezne od ATP [19]. Grupa synte-
tycznych, hydrofobowych CPP prawdopodobnie jest w stanie przenika¢ przez blone
bezposrednio. Sg to peptydy o sekwencjach otrzymanych z biblioteki stworzonej na
bazie obliczen statystycznych bazujacych na sekwencjach znanych juz CPP. Byly one
w stanie przenikaé przez sztuczng blone fosfolipidows, wiec endocytoza nie wcho-
dzila tu w gre. Wykazaly réwniez taka zdolno$¢ w badaniach na zywych komérkach
(39].
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2. MECHANIZMY PENETRAC]I BLON BIOLOGICZNYCH PRZEZ CPP

Na podstawie dotychczasowych badan opracowano kilka mozliwych mechani-
zmow transportu peptydow przez blony komdrkowe. Wigkszos¢ z nich nie wyklucza
sie wzajemnie i prawdopodobnie wystepuje rownolegle, a ich udzial moze by¢ rézny
dla danego peptydu zaleznie od warunkow (np. stezenia CPP, pH, temperatury, itp.).

Mechanizmy penetracji CPP przez blony mozna podzieli¢ na réznego rodzaju
endocytozy (wykorzystujace energie metaboliczng, czyli zgromadzong w komorce
w postaci ATP) oraz bezpo$redni transport przez blone komoérkowsa. Ten drugi
rodzaj transportu jest niezalezny od energii i temperatury. W jego trakcie dochodzi
do lokalnej destabilizacji btony komdrkowej, w trakcie ktérej peptydy przedostajg
sie na jej drugg strone. W poczatkowych badaniach CPP postulowano wlasnie ten
mechanizm przenikalnosci, pézniej go odrzucono, by ostatecznie jednak potwier-
dzi¢ taki przebieg poprzez doswiadczenia z zastosowaniem inhibitoréw endocytozy,
prowadzone w niskich temperaturach [41, 42].

Ustalono kilka cech wspdlnych, charakterystycznych dla wiekszosci CPP, ktére
majg duze znaczenie dla transportu poprzez blony komdrkowe. Jedna z nich jest
obecnos¢ dodatnio naladowanych reszt aminokwasowych L-argininy i r-lizyny
(cecha ta nie dotyczy hydrofobobywch CPP). Ich rolg jest oddzialywanie z ujem-
nie naladowanymi fosfolipidami i proteoglikanami wystepujacymi na powierzchni
komorki. Ponadto stwierdzono, Ze arginina ma wicksze znaczenie dla przenikalnosci
niz reszty lizyny [43]. Moze mie¢ to zwigzek z tworzeniem si¢ wigzan wodorowych
pomiedzy grupami guanidynowymi fanicucha bocznego argininy, a fosforanowymi,
sulfonowymi lub karboksylowymi sktadnikéw blony [21].

Obecnos¢ reszt aminokwaséw o charakterze hydrofobowym w sekwencji ma
istotny wplyw na zdolno$¢ przenikania, jednakze zbyt duza hydrofobowo$¢ moze
prowadzi¢ do zmniejszenia przenikania wynikajacego z zatrzymywania takiego
peptydu wewnatrz blony komoérkowej [44]. Szczegdlna role odgrywajg tutaj reszty
aminokwaséw aromatycznych, w tym L-tryptofanu, nie tylko ze wzgledu na hydro-
fobowos¢, ale rowniez zwigkszong gestos¢ elektronowg wynikajaca z obecnosci
zdelokalizowanych elektronéw 7. Tryptofan ma takze duzy udzial w destabilizacji
blony komdrkowej [45]. Ma on mozliwos¢ oddziatywania z biatkami blonowymi
oraz glikozaminoglikanami, co powoduje przenikanie CPP na druga stron¢ blony
komorkowej [46].

Jak wykazaly badania, konfiguracja absolutna reszt aminokwasowych w CPP
nie ma wigkszego wplywu na przenikanie przez blony, gdyz mechanizmy transdukeji
nie angazujg zadnych specyficznych receptorow. Nawet jesli analog tworzy drugo-
rzedowy strukture (np. helise), a zbudowany jest z reszt b-aminokwaséw, struktura
ta stanowi odbicie lustrzane pierwotnej struktury i oddziatuje z blong w analogiczny
sposdb jak ,oryginal”. Ponadto analogi zbudowane z reszt p-aminokwaséw sa dtu-
zej akumulowane w komorkach, co wynika z ich wigkszej odpornosci na dzialanie
enzymow tngcych wigzania peptydowe [18, 27, 28].
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2.1. ENDOCYTOZA

Endocytoza jest procesem wystepujacym praktycznie w kazdej komorce, zalez-
nym od energii i przez komdrke regulowanym. Ma na celu dostarczenie komorce
niezbednych substancji ze $rodowiska. Jako mechanizm translokacji peptydow
penetrujacych przez blone dzieli si¢ na dwa etapy: wniknigcie do komérki poprzez
endocytoze i ucieczke z endosomu. Endocytoza w réznych formach towarzyszy
przenikaniu wigkszosci peptydow, jednak w przypadku pochodnych peptydu Tat
ma gléwny udzial w transporcie.

Badania nad mechanizmem transdukcji zaczely sie od obserwacji przeniesie-
nia duzego enzymu przez krotki fragment bialka Tat do wnetrza komorki ssaka.
Udowodniono, Ze bialko Tat posiada dwie domeny: jedna z nich - domena podsta-
wowa - inicjuje wnikniecie do wnetrza jadra komdrkowego i moze odpowiadac za
pokonywanie bton biologicznych, a drugg jest przylegajaca a-helisa poprzez ktéra
biatko oddziatywuje z RNA [47]. Podobna konfiguracja wystepowala w przypadku
penetratyn — co wtedy bylo uznawane za istotne w procesie przenoszenia do wne-
trza komorki [26].

Grupe analogéw peptydu Tat z delecja w domenie podstawowej lub w a-helisie
przebadano pod wzgledem przenikania przez blony komérkowe przy uzyciu zna-
kowania fluorescencyjnego. Na podstawie tych do$wiadczen jednoznacznie wyka-
zano, ze a-helisa nie ma wplywu na transport przez bton¢ komorkows. Jako proto-
typ peptydu penetrujacego Tat uznano sekwencje GRKKRRQRRR, ktdra zawiera
wspomniany juz fragment odpowiedzialny za oddzialywanie biatka Tat z RNA oraz
motyw NLS. Ponadto usuniecie z peptydu a-helisy zmniejszylo jego cytotoksycz-
no$¢ [48]. Skan alaninowy sekwencji transportujacej pokazal, ze wymiana ktore-
gokolwiek aminokwasu powoduje znaczne zmniejszenie zdolnosci przenikania
bton [49, 50].

Poczatkowo postulowany mechanizm niezalezny od energii, zostal zakwestio-
nowany [51]. Badania przenikalno$ci przy uzyciu znacznikéw fluorescencyjnych
wskazywaly na akumulacje wewnatrz komoérek. Jednak peptydy Tat chetnie tacza
sie z ujemnie naladowanymi czgstkami, w tym nie tylko z peptydoglikanami i fosfo-
lipidami wystepujacymi na powierzchni blony komodrkowej, ale takze z powierzch-
niami szklanymi i plastikowymi. Przemywanie, stosowane w tych badaniach, nie
wystarczyto do odmycia z powierzchni naczyn zwigzanego z nimi znakowanego
peptydu co w konsekwencji prowadzito do zafalszowania wynikéw [52]. Zatem
endocytoza jako mechanizm przenikania peptydu Tat do wnetrza komorki nie
mogta by¢ odrzucona. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze pep-
tyd Tat znacznie chetniej faczy si¢ z glikozaminoglikanami na powierzchni komorki
niz z ujemnie naladowanymi fosfolipidami tworzacymi $ciang¢ komorkows [53-55].
Potwierdzono to przeprowadzajgc testy na mutantach z zaburzeniem w syntezie gli-
kozaminoglikanéw - w tym wypadku peptyd Tat nie przenosit ,tadunku” do wne-
trza komorki [56].
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Badania pelnego peptydu Tat oraz koniugatéw peptydu Tat z fluorochro-
mami z zastosowaniem inhibitoréw endocytozy klatrynozaleznej (w ktérych
zmieniono metodologie, aby unikngé zanieczyszczen w postaci peptydu zwigza-
nego z powierzchnig naczynia) [57], pokazaly znaczny spadek wnikania do wne-
trza komorki (Rys. 3). Z drugiej strony, dodatek inhibitoréw endocytozy zaleznej
od tratw lipidowych nie wplynal znaczaco na przenikanie peptydu Tat [57-59].
Opublikowano tez doswiadczenia przeprowadzone na koniugatach peptydu Tat z
rekombinazg Cre oraz koniugatu GST-Tat-GFP, ktore sugeruja makropinocytoze
lub endocytoze klatrynozalezng [60-62]. Moze to wskazywaé na réznorodno$é
mechanizméw, ktére odpowiadaja za przenikanie peptydu Tat oraz jego analogow
i koniugatow.
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Rysunek 3. Mechanizm endocytozy klatrynozaleznej
Figure 3. Clathrin-dependent endocytosis mechanism

Badania potwierdzaja, ze peptyd Tat jest w stanie regulowac wlasng endocytoze
oddzialujac na aktyne w cytoszkielecie, [63].

Niezaleznie od tego jaki rodzaj endocytozy czy pinocytozy towarzyszy wnikaniu
peptydu Tat do wnetrza komorki, problemem pozostaje ucieczka zwigzku z endo-
somu, by unikng¢ rozkladu ,tadunku” transportowanego przez peptyd. Mechanizm
tej ucieczki nie zostal jeszcze poznany. Jedng z propozycji jest przedostawanie sie
peptydu do innych organelli komérkowych, a na koncu do cytoplazmy. Odbywa sie
to na zasadzie wstecznego transportu wczesnego endosomu do aparatu Golgiego;
nastepnie do retikulum endoplazmatycznego i stamtad do cytoplazmy [4] (Rys. 4).
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Rysunek 4.  Proponowana droga ,,ucieczki” CPP z pecherzyka endosomalnego w oparciu o [4]
Figure 4. Postulated way of escape from endosomal vesicles. According to [4]

2.2. ODWROCONA MICELA

Mechanizm odwrdconej miceli jako gtéwny sposob przenikania bton zostat
zaproponowany dla penetratyny. Aby stwierdzi¢, co wplywa na przenikanie pene-
tratyny przez blony biologiczne i na jakiej drodze si¢ to odbywa, zsyntezowano
grupe analogéw tego peptydu.

Analog o sekwencji zbudowanej z D-aminokwaséw oraz analog o odwroconej
sekwencji (43-58) wykazaly taka samg przenikalnos¢ jak penetratyna w temperatu-
rze 4°C, jak i 37°C. Wyklucza to udzial chiralnych receptoréw blonowych w procesie
przenikania. Pod uwage brana byta mozliwos¢ wnikania poprzez pinocytoze, gdyz
nie jest ona zatrzymywana w temperaturze 4°C, nie nasyca sie, a receptory blonowe
nie biorg w niej udziatu, jednak badania akumulacji tych peptydéw nie wykazaly
oznak pinocytozy, za$ peptydy znajdowaly si¢ zaréwno w cytoplazmie, jak i jadrze.
To wyklucza pinocytoze jako sposdb przenikania bton. p-aminokwasowa pochodna
wykazata wiekszg akumulacje, co jest do$¢ typowe dla tego rodzaju peptyddw, gdyz
peptydy zbudowane z reszt pb-aminokwasowych trudniej poddaja si¢ proteolizie
(27, 64].

W celu ocenienia wptywu konformacji penetratyny na jej dzialanie, przepro-
wadzono eksperyment, ktory polegal na przylaczeniu L-cysteiny na N- i C-koncu
penetratyny, a nastepnie utworzeniu wigzania disulfidowego, aby otrzymac¢ peptyd
o strukturze cyklicznej. Okazalo si¢, ze peptyd w formie liniowej przenika przez
blong¢ komorkows, zas forma cykliczna nie. Wskazuje to na istotny wplyw struktury
przestrzennej na przenikanie zwigzku przez blong komoérkowa [64].
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Innym doswiadczeniem bylo otrzymanie dwdch analogéw: jednego, w ktérym
50 reszta aminokwasowa (glutamina) zostala wymieniona na L-proline i drugiego,
w ktérym na L-proling wymieniono reszty 45, 50 i 55 (odpowiednio izoleucyna,
glutamina, lizyna). Prolina utrudnia organizowanie si¢ peptydu w helise (jest tzw.
»famaczem a-helis”). Okazalo sie, ze takie analogi rowniez przenikaja przez btong,
jednak badanie mikroskopem elektronowym pokazalo, ze analogi nie miaty dostepu
do jadra komoérkowego [65].

W celu ocenienia wplywu amfifilowosci na przenikanie, zsyntezowano analog
penetratyny, w ktorym wymieniono reszty tryptofanu 48 i 56 na fenyloalanine. Oka-
zalo sig, ze otrzymany analog nie przenika przez blony. Prowadzi to do wniosku, ze
sama amfifilowo$¢ nie jest wystarczajaca, aby peptyd mogl przenikna¢ przez blone
[26]. Wskazuje to réwniez na istotng role reszt tryptofanu w procesie penetracji
blony. Uscislily to wyniki badan, w ktérych analog domeny homeotycznej z delecja
Trp56 przenikal przez btone komérkows [66].

Zaobserwowano, ze dlugos¢ sekwencji ma wplyw na przenikanie peptydu.
Analogi penetratyny skracane od C-konca bardzo szybko tracily mozliwos¢ prze-
nikania przez blony, natomiast w przypadku usuwania N-koncowych reszt ami-
nokwasowych spadek przenikalnosci byt mniejszy. Heptapeptyd (52-58) wykazuje
przenikalno$¢ z wydajnoscia 60% wzgledem oryginalnej penetratyny [64].

Skan alaninowy wskazuje przede wszystkim na istotng role reszt L-lizyny
i L-argininy. Wymiana reszty tryptofanu 48 na L-alanine sprawila, ze peptyd tracit
mozliwos¢ przenikania przez blony [25, 67].

B
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Rysunek 5. Mechanizm wnikania CPP do wnetrza komorki na zasadzie odwréconej miceli
Figure 5. Reverse micelle mechanism of CPP transduction

Na podstawie powyzszych informacji zaproponowano mechanizm odwréco-
nej miceli. Na poczatku CPP jest stabilizowany na powierzchni komérki w wyniku
oddziatywan elektrostatycznych reszt obdarzonych tadunkiem dodatnim (Lys i Arg)
z ujemnie naltadowanymi ,,glowami” fosfolipidow. W tym momencie reszta Trp48
inicjuje powstanie odwroconej miceli wokot CPP, ktéra przenosi peptyd na druga
strone blony komdrkowej. Mozliwy jest tez wariant, w ktérym powstanie odwrdco-
nej miceli zaburza strukture blony, co pozwala na przenikniecie peptydu.
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2.3. PRZENIKANIE ADAPTACY]JNE

Mechanizm przenikania adaptacyjnego wystepuje m.in. w transporcie poliar-
gininy. Peptyd ten oddzialuje swoimi dodatnio natadowanymi grupami guanidyno-
wymi z fosfolipidami i jednoczesnie tworzy z nimi wigzania wodorowe. W ten spo-
sob dodatni fadunek peptydu jest maskowany, co znacznie obniza jego polarnosc.
Peptyd moze zanurzy¢ si¢ w blonie komdrkowej i w ten sposéb przedostaje sie na
jej drugg strong. Mechanizm ten pokazuje, jak istotny wplyw dla przenikania pepty-
déw nosnikowych ma potencjal elektrostatyczny bfony komérkowej oraz obecnosé
dodatnio natadowanych grup guanidynowych reszt argininy [68].

Rysunek 6.  Schemat mechanizmu przenikania adaptacyjnego
Figure 6. Adaptive translocation mechanism

2.4. MECHANIZM DYWANOWY

Mechanizm dywanowy zostal zaproponowany m.in. dla peptydu PAF26, w kto-
rego strukturze wyraznie widoczny jest podzial na dwie czgsci: jedna obdarzong
fadunkiem i druga o charakterze hydrofobowym. Mozna zauwazy¢ pewne podo-
bienstwo PAF26 do penetratyny, ktora zawiera znaczng ilo§¢ naladowanych reszt
aminokwasowych w jednej czesci oraz reszte tryptofanu, ktora ma istotne znaczenie
dla wlasciwosci tego peptydu [25, 67].

PAF26 jest zbyt krotkim peptydem aby tworzy¢ strukture drugorzedowsa.
Potwierdzily to badania z uzyciem spektroskopii dichroizmu kotowego [69].

Postanowiono poréwnaé dziatanie bakteriobdjcze PAF26 z innym peptydem
przeciwdrobnoustrojowym: KR20 (skfadajacym si¢ z dwudziestu reszt aminokwa-
sowych - fragmentem wigkszego peptydu K126 pochodzacego z katelicydyny LL37)
[28]. Jednak interesujace wyniki przynidst dopiero kolejny eksperyment, w ktéorym
przetestowano aktywnos¢ koniugatu obu powyzszych zwiazkéw. Co ciekawe, koniu-
gat byl co najmniej réwnie skuteczny jak kazdy jego skladnik z osobna, a w wigk-
szo$ci przypadkow przewyzszal je aktywno$cig. Naukowcy chcieli ustali¢, czy
wydluzenie sekwencji KR20 o sze$¢ reszt aminokwasowych wplywa na skuteczno$¢
tego peptydu. Zsyntezowali wigc peptyd, ktory jest analogiem KR20 - przedtuzo-
nym o sze$¢ kolejnych reszt aminokwasowych pochodzacych z peptydu K126. Nie
wykazywal on jednak skuteczno$ci wickszej niz KR20. Kolejng probg wyjasnienia
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tego zjawiska, byla synteza peptydu P20 o sekwencji: RKRPFW, ktéry jest analogiem
PAF26, nie posiadajacym jednak wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Jego
koniugat z KR20 réwniez wykazywal aktywnos¢ wigekszg niz sam peptyd KR20, cho¢
mniejsza niz koniugat PAF26-KR20. W oparciu o te wyniki mozna stwierdzi¢, ze
zaréwno PAF26, jak i jego analog P20, u ktorego nie obserwowano dziatania prze-
ciwdrobnoustrojowego, muszg utatwia¢ wnikanie KR20 do wnetrza komérki [70].

Rysunek 7. Tworzenie ,,dywanu” i przenikanie CAMP przez blone komérkowa; w oparciu o lit. [73]
Figure 7. Carpet-like mechanism of CAMP internalisation. Based on [73]

Mechanizm przenikania PAF26 nie jest jeszcze do konca ustalony i prawdopo-
dobnie jest zalezny od stezenia. Przy niskich stezeniach peptydu nastepuje endocy-
toza i przeniesienie peptydu z endosomu do wakuoli, skad nastepnie przedostaje si¢
on do cytoplazmy. Przy wyzszych stezeniach peptyd przenika bezposrednio przez
blone komoérkowa do wnetrza komorki [71]. Przy tych stezeniach peptyd prawdo-
podobnie oddzialuje dodatnio naladowanym fragmentem z ujemnie natadowanymi
»glowami” fosfolipidow blonowych. Na powierzchni blony komédrkowej tworzy
sie ,dywan’, ktéry po osiagnieciu odpowiedniego stezenia destabilizuje miejscowo
blone, w ktorej tworza sie pory, przez ktore peptyd jest w stanie przenikna¢ do wne-
trza komorki (Rys. 7) [72].

Prawdopodobnym jest réwniez mechanizm, w ktérym peptyd wchtaniany jest
do komorki i trafia do wakuoli, a stamtad dopiero do cytoplazmy. Taki mechanizm
sugerujg badania, w ktérych wykorzystano dwa analogi: AAAWFW oraz RKKAAA.
Jeden zawiera cze$¢ hydrofobowa (WFW), podczas gdy drugi zawiera czgs$¢ katio-
nowa (RKK) peptydu PAF26. Za pomocg znakowania fluorescencyjnego pierwszy
z nich zostal wykryty w wakuolach, ale nie w cytoplazmie. Drugi za$ akumulowat si¢
na otoczce komorki, w ogéle nie przenikajac do wnetrza [74].

2.5. PRZENIKANIE PRZYPOMINAJACE ELEKTROPORACJE

Cze$¢ badaczy sugeruje udzial mechanizmu przypominajacego elektroporacje
w przenikaniu penetratyn i wigze go z rozktadem tadunkéw na zewnatrz i wewnatrz
komorki. Powyzej pewnego stezenia peptydu (zawierajacego dodatnio naladowane
tancuchy boczne) asymetryczne rozlozenie tadunku po obu stronach btony komor-
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kowej moze powodowac¢ destabilizacje struktury fosfolipidowej w blonie komoérko-
wej, co znaczgco ulatwia peptydom jej pokonanie [75].

2.6. WEJSCIE NA GRANICY INTEGRALNYCH BIALEK TRANSBLONOWYCH

Obszary btony komérkowej znajdujgce sie pomiedzy réznymi biatkami trans-
blonowymi moga zawiera¢ defekty, ktére moga ulatwia¢ przenikanie peptydom
penetrujacym, badz dziala¢ jako miejsca ,zarodkowania” tworzacych si¢ poréw.
Takie obszary moga powstawaé poprzez oddziatywanie peptyddéw z ujemnie nata-
dowanymi fosfolipidami, co moze prowadzi¢ do lokalnej reorganizacji oraz destabi-
lizacji blony komorkowej [76].

3. ZASTOSOWANIE KONIUGATOW SUBSTANCJI CZYNNYCH I
PEPTYDOW PENETRUJACYCH W ROLI PROLEKOW

Peptydy penetrujagce moga zostaé uzyte jako wektory ulatwiajgce transport
réznych klas zwigzkéw (okreslanych jako ,tadunek” lub cargo) przez blong¢ komoér-
kowa. Transportowanymi zwigzkami moga by¢ m.in.: biatka [8], oligopeptydy [77],
oligonukleotydy [78], siRNA [27, 28], kwasy peptydonukleinowe [79] czy nano-
czastki [34].

Przylaczenie ,tadunku” do CPP lub jego pochodnej moze nastapi¢ poprzez
wigzania kowalencyjne lub jonowe. Najprostszym sposobem jest utworzenie wig-
zania peptydowego, amidowego lub estrowego pomiedzy CPP a zwigzkiem, ktdrego
przenikalno$¢ ma zosta¢ zwickszona. Odlaczenie ,ladunku” nastepuje poprzez
enzymatyczne cigcie tych wiazan wewnatrz komorki. Drugim sposobem jest wpro-
wadzenie reszty L-cysteiny na N-koniec sekwencji transportowanej. Grupa tiolowa
przylaczana jest wigzaniem disulfidowym do analogicznej grupy L-cysteiny w CPP.
Uwolnienie ,tadunku” nastepuje w wyniku rozciecia wigzania disulfidowego
w redukujacym $rodowisku cytoplazmy [80].

Rysunek 8. Schemat wigzan wodorowych pomiedzy grupa guanidynowa a grupa fosforanowa wedtug lit. [81]
Figure 8. Hydrogen bonds between the guanidine moiety of CPP and the phosphate group of a “cargo”
Based on [81]
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Interesujacg mozliwoscia wydaje si¢ tworzenie komplekséw jonowych pomie-
dzy dodatnio naladowanymi grupami guanidynowymi arginin w CPP typu okta-
argininy, a ugrupowaniami fosforanowymi lub karboksylowymi tadunku (Rys. 8).
Polaczenia takie utworzone dla oktargininy i inhibitora enzymatycznego o struktu-
rze aminokwasowej — fosfidomycyny, byly efektywnie transportowane do komorek
bakteryjnych [82].

Metoda ta znalazta zastosowanie DNA do komorek eukariotycznych, zaréwno
in vitro, jak i in vivo [83]. Daje to mozliwo$¢ wprowadzania genéw do komorki
leczeniu terapig genows. Zastosowanie koniugatéw z CPP moze by¢ w tym przy-
padku pewng alternatywgq dla wektoréw wirusowych, ktérych stosowanie moze by¢
ograniczone poprzez immunogennos$¢, toksyczno$¢ lub trudnosci z produkeja na
duzg skale [84].

W podobny sposéb CPP znacznie zwigkszaja przenikanie biofarmaceutykow
opartych na siRNA. Koniugaty moga by¢ tu tworzone zaréwno kowalencyijnie, jak
i niekowalencyjnie, aczkolwiek te drugie wykazujg wieksza wydajnos¢ [85]. Na przy-
ktad udowodniono, ze podawany dozylnie koniugat peptydu MPG z siRNA cykliny
B1 (biatko pelnigce istotng role w cyklu komérkowym) powodowat zahamowanie
wzrostu nowotworu [86].

Z pomocg CPP transportowane do wnetrza komorek mogg by¢ nawet bardzo
duze biatka. Koniugaty takie otrzymywane sa gléwnie z wykorzystaniem wigzan
kowalencyjnych. Koniugat peptydu Tat z f3-galaktozydaza (okoto 117 kDa) byl
w stanie przenikna¢ do wszystkich komoérek myszy, w tym réwniez do mézgu [8].
Niestety aktywnos¢ bialek zalezy w duzym stopniu od ich wrazliwej struktury wyz-
szego rzedu, ktéra moze zosta¢ utracona w czasie tworzenia koniugatéw lub podczas
ich transportu, co moze przeklada¢ si¢ na niska skutecznoé¢ takiego leku.

Kolejng grupg zwigzkdéw, ktdrych przenikanie przez btony komoérkowe zostato
poprawione dzigki koniugatom z CPP, sg nanoczastki. Mogg one znalez¢ zastoso-
wanie w terapii przeciwdrobnoustrojowej, przeciwnowotworowej lub jako kontrast
w badaniach rezonansem magnetycznym. Przykladem zastosowania takiego podej-
$cia moga by¢ nanoczasteczki superparamagnetycznego tlenku zelaza w polaczeniu
z polimerem, na ktérym osadzono tancuchy peptydu Tat. W badaniach przeni-
kalnosci na komoérkach Caco-2 (linia komérkowa pochodzaca z gruczolaka jelita
grubego) polaczenie takie wykazalo znacznie wigkszg przenikalno$¢ niz identyczne
nanoczasteczki pozbawione peptydu Tat [87].

Przyktadami lekow, ktérych efektywno$¢ mozna zwiekszy¢ w wyniku poprawy
ich biodostepnosci poprzez polaczenie z CPP moga by¢ np. 8-peptydowy inhibitor
kinazy proteinowej C, ktérego koniugat z peptydem Tat ma potencjalne zastosowa-
nie przy ostrym zawale serca [88], czy tez cyklosporyna A, ktéra w formie koniuga-
tuy z poliargining moze by¢ skuteczna leczeniu tuszczycy [89].
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PODSUMOWANIE

Peptydy penetrujace z pewnoscia s3 wyjatkowa i ciekawa grupa zwiazkow pep-
tydowych. Zostaly odkryte ponad dwadziescia lat temu, ale wiedza na ich temat
wcigz jest rozbudowywana. Liczne badania nad mechanizmami ich przenikania
do wnetrza komorek pozwalajg zrozumie¢ jakie cechy strukturalne warunkujg ich
zdolno$¢ do penetracji komodrek. Wiedza ta pozwala na projektowanie nowych,
bardziej efektywnych peptydéw penetrujacych., ktére moga by¢ wykorzystane do
konstrukcji kolejnych chemoterapeutykéw przeciwdrobnoustrojowych lub przeciw-
nowotworowych.
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