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ABSTRACT

Cell penetrating peptides (CPPs) are short peptides able to efficiently cross cel-
lular membrane. The group includes great diversity of sequences and besides capa-
bility to enter various types of cells, their characteristic feature is lack of toxicity.
CPPs can be divided according to their origin (natural and synthetic) or according
to their physicochemical properties responsible for the cellpenetrating ability (catio-
nic, amphipathic and hydrophobic).

Properties of CPPs are closely related to their mechanism of internalisation.
Endocytic pathway is probably the dominating mechanism for majority of CPPs, but
less common energyindependent internalisation (occurring via inverted micelle,
carpet-like, barrel stave pore or toroidal pore model may also play a relevant part in
the uptake across membranes.

CPPs have been applied in transporting various compounds. They are very
effective in delivering small molecules (fluorophores, drugs, peptides), macromo-
lecules (proteins, nucleic acids) and even nanoparticles (metal nanoparticles, lipo-
somes). Conjunction of CPP and cargo can be achieved either covalently (peptide
bond, sulphide bridge etc.) or noncovalently (electrostatic or hydrophobic interac-
tion, hydrogen bonding).

Ability to unspecific enter almost any kind of cell and tissue becomes a great
problem in the case of in vivo applications. Another disadvantage of CPPs is their
low plasma stability. Many strategies have been suggested to overcome these issues.
Selectivity can be improved by attaching targeting ligands (e.g. short peptides, anti-
bodies, proteins, folic acid or hyaluronic acid) or by incorporating CPPs into macro-
molecular drug carriers, which exploit the so called enhanced permeability and
retention (EPR) effect. The most recent and most sophisticated way of improving
CPPs’ stability and selectivity is the synthesis of activatable cell penetrating peptides
(ACPPs). The deactivating moiety may consist of anionic sequence, polymer chain
or smaller protecting groups. The deactivating parts are connected to the delivery
system via linker that can be cleaved under conditions characteristic for the site of
action. ACPPs may be activated by enzymes, pH and oxidative potential change,
temperature or radiation.

CPPs may find application in tumour therapy, diagnostics and the combination
of both - theranostics. Despite many successful studies in delivering drugs and tags
in vivo and in vitro, CPPs have passed only few clinical trials (some are being run
currently). It is sure that this research area will develop in next years.

Keywords: cell penetrating peptides (CPPs), activatable cell penetrating peptides
(ACPPs), cargo, transport into the cells, mechanism of penetration

Stowa Kluczowe: peptydy penetrujace do komorek, aktywowalne peptydy zdolne
do przenikania przez blony komoérkowe, cargo, transport roznych zwigzkéw do
komorki, mechanizm przenikania przez blony komérkowe
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WPROWADZENIE

W 1988 r. dwie niezalezne grupy badawcze [1, 2] zaobserwowaly, ze biatko tat
wirusa HIV-1 zdolne jest do efektywnego przenikania przez bon¢ komoérkowa.
Ponadto wykazano, ze biatko to wiaze si¢ z DNA jadrowym i wplywa na jego
ekspresje. Innym polipeptydem wykazujacym zdolno$¢ przenikania przez blone
komorkowa jest biatko kodowane przez geny homeotyczne muszki owocowej (Dro-
sophila homeobox), odpowiedzialne za morfogeneze [3]. Zdolnoé¢ przenikania bton
komorkowych przez polipeptydy byla na tyle zaskakujgca i intrygujaca, ze niemal
natychmiast podjeto poszukiwania najkrotszych fragmentéw wykazujacych taka
aktywno$¢. Stwierdzono, ze w przypadku bialka wywodzacego si¢ z homeodomeny
Antennapedia jest to 16-aminokwasowy peptyd [4] o sekwencji RQIKIWFQNR-
RMKWEKK, znany obecnie jako penetratyna. Zidentyfikowano réwniez 11-amino-
kwasowy peptyd wywodzacy sie z bialka tat [5, 6] o sekwencji GRKKRRQRRRPQ,
powszechnie nazywany peptydem TAT.

Odkrycia te daly impuls do dalszych badan nad peptydami zdolnymi do prze-
nikania blon komoérkowych oraz nad mozliwosciami ich szerokiego wykorzystania
w praktyce. Obecnie w literaturze naukowej opisane sg setki peptydéw penetru-
jacych komorki [7, 8], okreslanych akronimem CPPs, utworzonym z angielskiego
terminu cell penetrating peptides. Zainteresowanie CPPs wynika z przekonania o ich
zdolnoéci do transportu przez btony komdrkowe réznego rodzaju zwigzkdow.

1. PEPTYDY PENETRUJACE BEONY KOMORKOWE

1.1. DEFINICJA PEPTYDOW PENETRUJACYCH BLONY KOMORKOWE

Peptydy penetrujace btony komdrkowe sg krotkimi peptydami zawierajgcymi
zwykle do 40 reszt reszt aminokwasowych. Z punktu widzenia ich struktury pierw-
szorzedowej charakteryzujg si¢ znaczng réznorodnoscig. Ich jedyna cechg wspolna
jest zdolno$¢ do penetrowania bton komoérkowych i przenikania do wnetrza komo-
rek. Do ogdlnych wilasciwosci CPPs zalicza si¢ rowniez ich niska toksyczno$¢.

Wykazano, ze charakteryzuja si¢ one zdolnoscig do przenikania do wnetrza nie-
malze wszystkich testownych pod tym katem komorek zwierzat [9], roélin, drozdzy
i bakterii [10, 11]. Posiadajg one ponadto zdolno$¢ transportu do wnetrza komoérek
szerokiej gamy zwigzkow o zroznicowanych strukturach [7]. Wéréd nielicznych
przykladéw wykazujacych ograniczenia CPPs s3 komorki linii MDCK (Madin
Darby Canine Kidney) [12] niepodatne na penetracj¢ przez dotychczas znane CPPs,
w tym przez znakowany fluorescencyjnie peptyd TAT. Opisano pojedyncze przy-
padki czasteczek, ktorych CPPs nie mogg transportowac przez blone komoérkowa
(nalezy do nich np. fragment A toksyny bloniczej) [13].
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1.2. KLASYFIKACJA CPPs

Proponowane sg rézne kryteria klasyfikacji CPPs. Jeden z funkcjonujacych
podzialéw oparty jest na pochodzeniu peptydéw. Pierwsza grupe CPPs stanowig
peptydy pochodzenia naturalnego. Do grupy tej naleza: peptyd TAT, penetratyna,
peptyd pVEC o sekwencji LLIILRRRIRKQAHAHSK (fragment kadheryny mysiego
nablonka, VE-cadherin) [14] oraz peptyd (HGLASTLTRWAHYNALIRAFGGG)
wywodzacy sie z biatka gH625, glikoproteiny H wirusa opryszczki [15]. Kolejnych
peptydow o zdolnosci do penetrowania blony poszukuje si¢ w obrebie bialek wig-
zacych si¢ z heparyna, bialek oddziatywujacych z kwasami nukleinowymi, natu-
ralnych peptydow przeciwdrobnoustrojowych wydzielanych przez komoérki $réd-
blonka i fagocyty oraz biatek wirusowych [16]. Druga grupe CPPs stanowia peptydy
syntetyczne, ktére projektowane s3 w oparciu o motywy strukturalne naturalnych
CPPs. Nowe CPPs odkrywane sg czgsto na drodze przeszukiwania bibliotek pepty-
dowych, korzystajac z metody ekspozycji fagowej lub ekspozycji RNA.

Podzial peptydéw penetrujacych komérki mozna takze dokonaé biorac pod
uwage ich wlasciwosci fizykochemiczne, determinujgce zdolnos¢ do przenikania
przez blong lipidowa. Stad wyréznia si¢ CPPs: kationowe, amfifilowe i hydrofobowe.

Kationowe CPPs

Wiekszo$¢ opisanych CPPs posiada wypadkowy tadunek dodatni, jednak do
grupy kationowych peptydéw penetrujacych komorki zalicza si¢ jedynie te, ktére
zawieraja dodatnio naladowane reszty aminokwasowe, warunkujace zdolnos¢ do
prznikania przez blong. W oparciu o t¢ definicje naturalne CPPs, takie jak peptyd
TAT i penetratyna, zaliczy¢ mozna do grupy kationowych peptydéw penetrujacych
komorki.

Obecnos¢ zasadowych reszt aminokwasowych w sekwencji CPPs zwieksza
zdolnoé¢ ich przenikania przez blone komorkows dzigki silnemu oddzialywaniu
z ujemnie naladowanymi lipidami i polisacharydami blon komérkowych. Dowo-
dem na kluczowa role zasadowych reszt aminokwasowych w strukturach kationo-
wych CPPs byl wynik eksperymentu, w ktérym kolejne reszty peptydu TAT [17]
oraz penetratyny [18] zamieniane byly na reszty alaniny.

Wykazano, ze CPPs zawierajace reszty argininy penetruja btony komoérkowe
znacznie efektywniej niz analogi zawierajace reszty pozostalych aminokwasow zasa-
dowych: lizyny, ornityny czy histydyny [19]. Efekt ten przypisuje sie silnym wig-
zaniom wodorowym pomiedzy grupa gunidynows a resztami fosforanowymi [20]
oraz anjonowymi grupami polisacharydéw membranowych [21].
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Rysunek 1.  Wigzania wodorowe pomiedzy grupa guanidynowsq reszty argininy lub grupa aminowsg reszty
lizyny a grupa fosforanowa: Silne oddzialywanie argininy z btong lipidowa wynika z tworzenia
dwoch wigzan wodorowych pomiedzy grupa guanidynows a resztami kwasowymi na powierzchni
blony komérkowej. Grupa aminowa lizyny utworzy¢ moze tylko jedno wigzanie wodorowe

Figure 1. Hydrogen bonds between guanidinium group of arginine residue or amine function of lysine and
phosphate group: Strong interaction between arginine and lipid membrane stems from the for-
mation of two hydrogen bonds between guanidinium group and acid residues on the membrane
surface. Amine group of lysine can form only one H-bond

Obecno$¢ takich oddzialywan potwierdzily réwniez wyniki izotermicznej
kalorymetrii miareczkowej [22, 23]. Po dostrzezeniu szczegdlnej roli reszt argininy
w transporcie przez blone otrzymano CPPs skladajace si¢ wylacznie z tego ami-
nokwasu. Poliargininy zawierajace co najmniej sze$¢ reszt aminokwasowych cha-
rakteryzowaly sie efektywnym przenikaniem przez blong¢ komoérkowa Uznaje sig,
ze optymalna liczba reszt aminokwasowych w taiicuchu CPP wynosi 8-9 [24, 25].
Jednakze nawet peptyd ztozony z jedenastu reszt argininy [26] przewyzsza zdolno-
$cig do przenikania zar6wno penetratyne jak i peptyd TAT.

Uzyteczno$¢ CPPs nie jest oczywiscie w prosty sposéb zalezna od liczby reszt
argininy w tanuchu peptydowym. Poréwnanie modyfikowanych argining polime-
rowych nanoczgstek wykazalo, ze czastki modyfikowane o$mioma resztami (R,)
wnikaly co prawda do komorek efektywniej od nanomaterialu modyfikowanego
tylko czterema resztami argininy, jednak stwierdzono, ze w obu przypadkach ich
transport zachodzi wedlug odmiennych mechanizmoéw [27].

Uwaza sig, ze w szczeg6lnych przypadkach aktywnos¢ penetrujaca kationowych
CPPs moze wynikac z ich mozliwoéci do przyjmowania struktury helikalnej. Przy-
ktadem moze by¢ ,miniaturowe biatko 5.3” o sekwencji GPSQPTYPGDDAPVR-
DLIRFYRDLRRYLNVVTRHRY, ktérego pig¢ reszt argininy zlokalizowanych jest
po jednej stronie helisy (,,penta-arg”). Wykazat on lepsze wlasciwoséci penetrujace
od TAT oraz R8, co wigzane jest z jego zdolnoscig do szybkiego opuszczania endoso-
mow [28]. Formulowane s3 rowniez obawy przed nazbyt szerokim wykorzystaniem
polikationowych CPPs, wynikajace z braku dostatecznej znajomosci mechanizmoéw
wigzania ich z DNA [29] i ewentualnych nastepczych zmian w regulacji i ekspresji
genow.
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AMFIFILOWE CPPs

Amfifilowe CPPs podzielone zostaly na pierwszorzedowe i drugorzedowe.
Amfifilowo$¢ pierwszorzedowych CPPs wynika bezposrednio z sekwencji amino-
kwasowj peptydu, gdzie obecne s3 dwa jednoznacznie zdefiniowane fragmenty:
jeden skladajacy sie z reszt aminokwaséw hydrofobowych i drugi zawierajacy reszty
o charakterze hydrofilowym. W drugorzedowych amfifilowych CPPs sekwencja nie
zawiera wyraznych regionéw hydrofobowych i hydrofilowych, a ich witasciwosci
amfifilowe sg skutkiem przyjmowania odpowiedniej konformacji przez tancuch

peptydowy [16].
Amfifilowe CPPs

Pierwszorz¢dowe Drugorzedowe

hydrofilowy fragment:
SV40 NLS
MPG p— —

GLAFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRK\/"

hydrofobowy fragment:

fragment gp41 HIV hydrofilowy fragment:

SV40 NLS
Pep-1 -

KETWWETWWTEWSQPKKKRKV

hydrofobowy fragment:
syntetyczna sekwencja bogata w tryptofan

Rysunek 2. Amfifilowe CPPs dzielg si¢ na pierwszorzedowe (przyklady z zaznaczonymi fragmentami hydro-
filowymi i hydrofobowymi) oraz drugorzedowe (przedstawione projekcje a-helis przykladowych
drugorzedowych amfifilowych CPPs)

Figure 2. Amphipathic CPPs can be divided into primary (examples with indicated hydrophobic and hy-
drophilic fragments) and secondary (projections of a-helices of secondary amphipathic CPPs)

Wiele pierwszorzedowych amfifilowych CPPs zsyntetyzowano laczac, wywo-
dzace si¢ z roznych bialek, domeny hydrofobowe z peptydem lokalizujacym jadro
komdrkowe (ang. nuclear localization sequence, NLS). NLSs to krétkie hydrofilowe
peptydy, rozpoznawane przez biatka poréw jadrowych. NLSs zawieraja wiele reszt
aminokwaséw zasadowych, jednak same nie sg zdolne do przenikania przez btone
komorkowa. Przykladem wykorzystania NLS jest koniugat o sekwencji GLAFLG-
FLGAAGSTMGAWSQPKKKRKY, zlozony z fragmentu NLS (wywodzacego sie
z antygenu T wirusa SV40) oraz hydrofobowej domeny glikoproteiny wirusa HIV-1.
Wykorzystany zostat jako uklad transportujacy do komorek niekowalencyjnie zwia-
zane z peptydem geny (peptide-based gene delivery system) [30]. Grupe CPPs wyka-
zujgcych zdolnos¢ transportowania do komorek réznego rodzaju zwigzkéw (cargo)
bez koniecznosci kowalencyjnego taczenia CPPs okreslono symbolem Pep [31].
Najlepiej poznanym przykladem Pep byt Pep-1 [32] o sekwnecji KETWWETWW-
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TEWSQPKKKRKYV. Jest to koniugat bogatego w reszty tryptofanu hydrofobowego
peptydu z NLS z antygenu T wirusa SV40.

Drugorzedowe amfifilowe CPPs posiadaja zdolno$¢ przyjmowania konfor-
macji amfifilowej a-helisy lub -kartki. W konformacjach tych reszty hydrofilowe
i hydrofobowe ulokowane sg po przeciwnych stronach uporzadkowanej struktury.
Wiele peptydéw penetrujacych blony komérkowe posiada wlasciwoséci amfifilowe
i wiele z nich tworzy struktury helikalne, ale do grupy amfifilowych CPPs zalicza
sie tylko te, ktorych zdolno$¢ do penetrowania blony nie zalezy od wypadkowego
fadunku po stronie hydrofilowe;.

Do poréwnania udzialu oddzialywan hydrofobowych i elektrostatycznych
w przenikaniu przez blony komoérkowe CPPs wykorzystano dwie niezalezne
metody. Jedna z nich polegala na uzyskaniu pochodnych amfifilowego CPP
(ang. model amphipatic peptide, MAP) o wypadkowym fadunku obojetnym oraz
o fadunku ujemnym. Stwierdzono, ze oba peptydy posiadaty zdolno$¢ do przenika-
nia do komorek [33]. W drugiej metodzie, poréwnano oddzialywanie penetratyny
(RQIKIWFQNRRMKWXKK) i peptydu RL16 (RRLRRLLRRLLRRLRR) z wielo-
warstwowymi liposomami zbudowanymi z anionowych i amfoterycznych lipidow
[34]. Stwierdzono, Ze penetratyna przybiera konformacje a-helisy jedynie w trakcie
oddzialywania z anionowymi lipidami, co ulatwia jej przenikanie przez blony, nie
oddzialuje za$§ z amfoterycznymi lipidami, co potwierdza duze znaczenie oddzia-
tywan elektrostatycznych. Natomiast peptyd RL16 przyjmuje konformacje¢ amfifi-
lowej a-helisy w roztworze buforu i oddzialuje zaréwno z anionowymi jak i obo-
jetnymi lipidami. Obecno$¢ wielu reszt argininy skutkuje silnymi oddziatywaniami
pomiedzy RL16 a anionowymi lipidami, co paradoksalnie moze sprzyja¢ wigzaniu
peptydu do powierzchni liposomu i ogranicza¢ jego przenikanie. Podobne badania
wykonano réwniez dla wigkszej grupy peptydéw i wykazano, ze wiele z nich moze
przyjmowac uporzadkowane struktury w obecnosci anionowych lipidéw, co umoz-
liwia im przenikanie przez btone [35].

Amfifilowych CPPs o konformacji f-harmonijki opisanych zostalo znacznie
mniej w poréwaniu do CPPs o strukturze ahelikalnej. Ograniczenie ich zastoso-
wania wynika z podatnosci do agregacji i obnizonej rozpuszczalnosci. Przykla-
dem rozpuszczalnego CPP o strukturze f-harmonijki jest peptyd VT5 o sekwencji
aminokwasowej DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD ([36, 37]. Gdy peptyd
poddano modyfikacji poprzez wprowadzenie reszt p-aminokwaséw w pozycje
13 i 14 (D-Val”, D-Thr'), okazalo sie, ze utracit on zdolnos¢ tworzenia struktury
B-harmonijki i niemalze calkowicie zdolno$¢ przenikania przez btone komérkowa
[36]. Innym przykladem CPP o strukturze f-harmonijki jest fragment ludzkiej
aneksyny, znany jako peptyd AA3H o strukturze MASIWVGHRG. Wykazano
w badaniach in vitro, ze peptyd ten charakteryzuje si¢ wyzsza zdolnoscig penetracji
blon komodrkowych od peptydu TAT [38].

W literaturze chemicznej opisana jest réwniez trzecia grupa amfifilowych
CPPs, czyli peptydy bogate w proline [39]. Ich szczegdlng wlasciwoscig jest zdol-
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no$¢ do tworzenia poliprolinowych helis, gtéwnie typu PPII (lewoskretna helisa
pozbawiona wigzan wodorowych) [16]. Jednym z CPPs bogatych w reszty proliny
jest peptyd Bac, ,, o sekwencji RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPG, wyodrebniony
z bialka przeciwdrobnoustrojowego Bac 7 [40]. Znane sg réwniez peptydy synte-
tyczne o sekwencjach (PRR) i (PPR) (n = 3-6), z ktérych najdluzsze wykazaly
silniejsza zdolno$¢ do przenikania przez blone komoérkowa od poliargininy [41].
Do grupy tej zaliczany jest rowniez peptyd SAP [42] o sekwencji (VRLPPP),, ktory
stanowi modyfikacj¢ motywu strukturalnego y-zeiny (biatka kukurydzy bogatego
w proling) [43]. Modyfikacja polega na zastgpieniu reszt histydyny resztami argi-
niny. Pochodna SAP, w ktdrej reszty argininy zastgpiono resztami kwasu glutamino-
wego, rowniez przenika przez blony komorkowe [42]. Potwierdza to, ze zdolno$¢ do
penetrowania wynika w gtéwnej mierze z drugorzedowej struktury, a nie z obecno-
$ci dodatnio natadowanych fancuchéw bocznych.

HYDROFOBOWE CPPs

Grupa hydrofobowych CPPs jest zdecydowanie mniej liczna od grupy pep-
tydéw kationowych oraz amfifilowych. Naleza do niej peptydy o wlasciwosciach
penetrujgcych, zawierajace apolarne reszty aminokwasowe lub hydrofobowy frag-
ment niepeptydowy odpowiedzialny za zdolnos¢ do transportu przez blone. Prze-
waga reszt hydrofobowych i fadunek wypadkowy bliski zeru sprzyjaja transportowi
bezposredniemu [44]. Naturalnym hydrofobowym CPP jest peptyd FGF12 , .,
o sekwencji PIEVCMYREDP, bedacy fragmentem czynnika wzrostu 12 fibroblastow
[45]. Kolejnym przykladem moze by¢ peptyd C105Y o sekwencji CSIPPEVKENKP-
FVYLI, wywodzacy si¢ z & -antytrypsyny [46].

Do hydrofobowych CPPs zaliczy¢ mozna réwniez peptyd Xentry o strukturze
LCLRPVG wyizolowany z bialka X wirusa zapalenia watroby typu B, cho¢ sami
autorzy opisuja peptyd jako nieprzystajacy do zadnej z wymienionych powyzej grup
CPPs [47]. Fakt ten dokumentuje, jak bardzo klasyfikacja CPP jest umowna. Xentry
wyro6znia zdolno$¢ do przenikania jedynie do komérek produkujacych syndekan,
obecny w wielu komodrkach (w szczegdlnosci w komdrkach nablonka) [47].

Zaproponowano réowniez kilka sposobéw poprawiania wlasciwo$ci penetrujg-
cych a tym samym réwniez transportujacych CPPs przez dotaczenie hydrofobowych
fragmentéw niepeptydowych. Jednym z nich jest prenylowanie peptydéw, czyli
przylaczenie jednostek izoprenoidowych (15-weglowego farnezylu lub 20-weglo-
wego geranylgeranylu). Prenylowanie peptydéw ulatwia ich przenikanie przez blone
na drodze transportu pasywnego, niewymagajacego dostarczenia energii [48]. Inny
sposob wiaczenia hydrofobowego fragmentu polega na dobudowaniu reszty kwasu
tluszczowego do N-konca peptydu [49]. Modyfikowane w ten sposéb peptydy
nazywa si¢ pepducynami (pepducins). Obecnos¢ dlugiego tancucha alifatycznego
skutkuje czgsto gromadzeniem si¢ peptydu na powierzchni blony komodrkowe;j
i tylko w niektorych przypadkach wspomaga przenikanie przez blone. Przyktadowo,
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modyfikowany tancuchem lipidowym transportan 10 przenika z wieksza wydajno-
$cig, ale lipidowana pochodna R9 lub penetratyny nie wykazuje lepszej zdolnosci
przenikania przez blony komérkowej w poréwaniu do peptydu niemodyfikowanego
[49].

Poza zastosowaniem opisanych modyfikacji, zdolnos¢ wybranych peptydow
do przenikania przez blony komoérkowe moze by¢ zwiekszona przez usztywnienie
struktury a-helisy mostkami weglowodorowymi (stapled peptides) [50, 51]. Nalezy
podkresli¢, ze usztywnanie peptydéw poprzez tworzenie mostkdw nie zawsze
poprawia ich zdolno$¢ przenikania przez blony komdrkowe. Do chwili obecnej
mechanizm oddziatywania i penetrownia bton komdrkowych przez usztywnione
analogii CPPs nie jest dokfadnie poznany [52].

1.3. MODULOWANIE WEASCIWOSCI CPPs

Poza wspomnianymi juz aminokwasami zasadowymi niektére aminokwasy
wlaczone w sekwencje CPPs poprawiaja ich zdolno$¢ penetracji. Na wilasciwosci
CPPs korzystnie wplywaé moze obecno$¢ histydyny, chociaz nie wykazuje ona tak
silnych oddzialywan z btong lipidowg jak arginina czy lizyna. Warto$¢ pK , histy-
dyny (pK, = 6) jest nieznacznie nizsza od fizjologicznego pH (ok. 7,4). Reszty
histydyny ulegaja protonowaniu wewnatrz endosoméw, gdzie pH wynosi okolo
5-6,5. Gromadzenie si¢ tadunku wewnatrz endosomu destabilizuje membrane lipi-
dowg i utatwia ,ucieczke” jego zawartosci do cytoplazmy. Modyfikowany peptyd
TAT z dotaczonymi resztami histydyny sprawniej przedostaje sie do cytoplazmy niz
peptyd niemodyfikowany [53]. Podobnie modyfikowana pochodna nonaargininy
(HR9 o sekwencji CHHHHHRRRRRRRRRHHHHHC) réwniez wykazuje lepsze
wlasciwosci transportujace niz R9 [54]. Modyfikacjom resztami histydyny poddano
takze rodzine PepFect, drugorzedowych amfifilowych CPPs [55]. W tym wypadku
protonowanie reszt histydyny powodowato destabilizaje struktury a-helisy, skutku-
jaca latwiejsza ucieczka z endosomu.

Szczegblng role w tranporcie przez bloneg lipidowa odgrywa takze tryptofan.
Sposrod wszystkich reszt hydrofobowych w penetratynie jedynie wymiana trypto-
fanu skutkuje ograniczeniem zdolno$ci do przenikania przez btong¢ komérkows [56].
Zaprojektowano i przebadano wiele syntetycznych CPPs celem wyjasnienia, jaki jest
wypadkowy efekt wywotany obecnoscia reszt argininy i tryptofanu. Przykladami
moga by¢ (i) peptyd RW9 [57] o sekwencji RRWWRRWRR, (ii) cykliczny deka-
peptyd z ulozonymi na przemian resztami tryptofanu i argininy [WR]5 o sekwencji
c(RWRWRWRWRW) [58] oraz (iii) samoorganizujace sie¢ CPPs zlozone z trypto-
fanu, lizyny i glutaminy [59]. Analog RW9 z resztami tryptofanu zamienionymi na
reszty fenyloalaniny wiazal sie z blong komdrkows, ale nie przenikat do wnetrza
komorki [60]. Uwaza sig, ze tryptofan zdolny jest do tworzenia wyjatkowo korzyst-
nych oddzialywan ze sktadnikami btony komoérkowej poprzez wigzania wodorowe
oraz oddzialywania hydrofobowe. Zalozenie to oparte jest na obserwacji, ze natu-



MODULOWANIE WEASCIWOSCI PEPTYDOW PENETRUJACYCH DO KOMOREK 705

ralne biatka transblonowe zawierajg znaczace ilosci tego aminokwasu [61]. Ponadto
sugeruje si¢, ze obecnos¢ tryptofanu w sekwencji CPPs sprzyja¢ moze przenikaniu
na drodze endocytozy, dzieki promowaniu oddzialywan z glikozaminoglikanami
[62].

Wtasciwosci CPPs poprawi¢ mozna takze poprzez wbudowanie do tanucha
peptydowego reszty cysteiny. Jej rolg jest stabilizowanie peptydu przez tworzenie
miedzyczasteczkowych mostkow disulfidowych. Na potwierdzenie tej tezy wskazuje
sie odporno$¢ na degradacje enzymatyczng maurokalcyny zawierajacej trzy mostki
sulfidowe [63]. Obecno$¢ cysteiny umozliwia tworzenie struktur usieciowanych
poprzez powolne utlenianie grup tiolowych. Stosujac jako monomery polilizyne
[64] i poliargining [65] modyfikowane cysteing zsyntetyzowano kationowe makro-
czasteczki tworzace kompleksy z kwasami nukleinowymi. Utworzone kompleksy
posiadaly zdolno$¢ przenikania do wnetrza komoérek i ulegaly nastepczej redukeji
z uwalnieniem DNA lub RNA. Cysteina okazala sie takze niezbedna do zachowa-
nia wlasciwosci penetrujacych wspomnianego juz peptydu Xentry, jednak jej rola
W procesie transportu tego peptydu nie zostala jeszcze wyjasniona [66].

Modytikacje, ktore nie wystepuja w prostych naturalnych polipeptydach zbu-
dowanych z kodowanych aminokwasdw, takze moga wplywac korzystnie na wtasci-
wosci CPPs. Do modyfikacji tych naleza acylowanie resztami kwasow tluszczowych,
prenylowanie oraz cyklizacje, ktore zwiekszajg hydrofobowos¢ ukladu. Wbudowa-
nie ornityny do tanucha peptydowego pozwala na uzyskanie aktywnosci zblizonej
do argininy [67], za$ obecnos¢ fosfotyrozyny i/lub fosfotreoniny zwieksza hydro-
tilowos¢ peptydu [68]. Wbudowywanie niekodowanych reszt aminokwasowych
o konfiguracji p- lub S-aminokwaséw poprawia odpornos¢ CPPs na degradacje
enzymatyczng [69, 70].

2. MECHANIZM PRZENIKANIA CPPs PRZEZ BEONY KOMORKOWE

Od momentu odkrycia CPPs podejmowane sa proby wyjasnienia mechanizmu
przenikania peptydow przez btone komdrkows. Pierwsze badania nad penetratyna,
TAT, poliargining oraz transportanem wskazywaly, ze peptydy te przenikaja przez
blony komérkowe na drodze niewymagajacej dostarczenia energii i bez udzialu bia-
tek receptorowych i transporterowych [4, 6, 22, 71]. Jednakze pdzniejsze badania
wykazaly, ze, poza wyjatkowymi przypadkami, transport przez blony komdrkowe
zachodzi gléwnie na drodze endocytozy [72]. Od tego czasu zaproponowano wiele
réznych drég przenikania CPPs do komorek i obecnie przyjmuje sig, ze nie istnieje
uniwersalny mechanizm ttumaczacy transport wszystkich rodzajéow CPPs (Rys. 3).
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Rysunek 3. Mechanizmy transportu CPPs przez blone: CPPs moga przenika¢ do wnetrza komérki na dro-
dze endocytozy (makropinocytozy oraz pinocytozy zaleznej lub niezaleznej od receptoréw) lub
w wyniku transportu bezposredniego (przez tworzenie poréw lub odwréconej miceli).

Figure 3. Mechanisms of transmembrane transport of CPPs: CPPs may internalise into cells via endocy-
tic pathway (macropinocytosis or receptordependent and receptor-independent pinocytosis) or
through direct transport (via pore or inverted micelle formation).

Roézne czynniki (budowa CPPs, wypadkowy fadunek CPPs, stezenie peptydu,
temperatura oraz rodzaj komorek) decyduja o mechanizmie przenikania CPPs
przez blone komérkowa. Przenikanie zachodzi¢ moze na drodze endocytozy lub na
drodze transportu bezposredniego.

2.1. ENDOCYTOZA

Endocytoza polega na tworzeniu pecherzykow (endosomoéw) przez fragment
blony komdrkowej, ktore nastepnie przemieszczaja do wnetrza komorki. Jednym
z rodzajow endocytozy jest fagocytoza, ktéra zachodzi w wyspecjalizowanych
komorkach (np. makrofagach) i pozwala przenosi¢ do wnetrza komorek duze struk-
tury (wirusy, inne komorki itd). Kolejnym typem endocytozy jest pinocytoza, ktora
do transportu roznorodnych zwigzkéw chemicznych rozpuszczalnych w wodzie
wykorzystuje wigkszo$¢ komorek [73]. Komorki nieustannie wchtaniajg fragment
blony komérkowej i odnawiajg rGwnowaznik calej jej powierzchni nawet kilka razy
w ciagu godziny [74], dlatego wszystkie zwigzki wykazujace powinowactwo do
blony komorkowej (np. kationowe peptydy) sa fatwo zamykane wewnatrz peche-
rzyka i transportowane do wnetrza komorki, proces taki nazywany jest pinocytoza
adsoprcyjng. Czynniki wzrostu i inne zwigzki sygnalowe indukujg makropinocytoze,
ktéra pozwala na transport relatywnie duzych objetosci roztworéw. Jednakze zde-
cydowanie najwydajniej przebiega proces endocytozy indukowanej przez receptory
[75]. Z receptorami ulokowanymi na powierzchni blon komérkowych zwigzanych
jest kilka rodzajoéw pinocytozy. Rdznig si¢ one sposobem formowania endosomow.
W procesie tym posredniczy¢ moze klatryna (endocytoza klatrynozalezna) jak row-
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niez bogate w lipidy domeny blonowe (endocytoza tratw lipidowych, do tego typu
nalezy takze endocytoza zalezna od kaweoli) (Rys. 3). Endocytoza moze réwniez
przebiega¢ z wykorzystaniem innych, nieznanych jeszcze mechanizméw. Zawsze
jednak, by cargo mdglo by¢ transportowane do wnetrza komorki, musi istnie¢
mechanizm przenikania (ucieczki) z endosomu [76]. Zwiazki, ktore nie sg zdolne do
szybkiej ucieczki z pecherzyka nie sg dobrymi transporterami, poniewaz zamkniety
w endosomie materiat ulega trawieniu.

Obecnie uwaza, si¢, ze endocytoza jest jedna z najwazniejszych drog przeni-
kania CPPs do wnetrza komdrek. Obserwacja ta dotyczy gtéwnie CPPs obdarzo-
nych tadunkiem [73, 77]. Poznano kilka bialek odpowiedzialnych za indukowanie
endocytozy pod wptywem CPPs bogatych w arginine. Sg to miedzy innymi synde-
kan-4 78, 79] (proteoglikan) oraz laminina [80] (glikoproteina). Zidentyfikowano
takze geny warunkujace endocytotoze, a tym samym réwniez transport poliargi-
niny [81]. Wykazano ponadto, ze oddzialywania kationowych CPPs z wchodzacymi
w sklad blony komdrkowej glikozaminoglikanami (ang. glycosaminoglycans, GAGs)
oraz proteoglikanami [11, 82] s3 istotnym czynnikiem warunkujagcym przenika-
nie do komoérek. Oddziatlywanie z glikozaminoglikanami jest zapewne pierwszym
z etapow transportu TAT [83, 84], penetratyny [85, 86] i poliargininy [22]. Role
GAGs potwierdzily eksperymenty z komérkami pozbawionymi membranowych
proteoglikanow [87] oraz badania termodynamiczne [22, 88, 89]. Wyniki badan
termodynamicznych dowodzg takze, ze oddzialywania réznych kationowych CPPs
z glikozaminoglikanami sg znacznie silniejsze w poréwaniu do oddziatywan z lipi-
dami [90]. Udzial proteoglikanéw w transporcie pecherzykowym poczatkowo
budzil pewne kontrowersje, jednak obecnie istnieje wiele dowoddéw wskazujgcych
na indukowanie endocytozy przez proteoglikany [91]. Wykazano réwniez, ze CPPs
oddzialujac z proteoglikanami indukuja makropinocytoze [92]. Endocytoza bierze
udzial w transporcie nie tylko kationowych CPPs, ale réwniez amfifilowych [93, 94]
i hydrofobowych CPPs [47]. Wykorzystujgc inhibitory réznych $ciezek endocytozy
wykazano, ze kationowe CPPs przenikajg do komorek gtéwnie poprzez makropi-
nocytoze, natomiast amfifilowe CPPs poprzez endocytoze klatrynozalezng [95, 96],
nie wykluczono jednak udziatu innych drég transportu.

2.2. TRANSPORT BEZPOSREDNI

Transport bezposredni moze by¢ oparty na mechanizmie odwréconych miceli
lub przebiega¢ z tworzeniem poréw w membranie [73]. Odwrdcona micela [97]
powstaje, gdy w wyniku gromadzenia si¢ CPPs przy blonie komérkowej fragment
membrany ulega deformacji. Odwrécony pecherzyk zamyka wewnatrz hydrofilowy
peptyd, jednoczesnie przenikajac do hydrofobowej warstwy blony komorkowej
(Rys. 4).
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Rysunek 4.  Mechanizm odwréconej miceli jako przyklad transportu bezposredniego do wnetrza komorki:
W trakcie transportu zachodzacego zgodnie z mechanizmem odwro6conej miceli wewnatrz mem-
brany tworzy sie pecherzyk z hydrofilowymi glowami fosfolipidéow skierowanymi do wewnatrz
i hydrofobowymi lacuchami skierowanymi na zewnatrz. Wewnatrz pecherzyka znajduje sie
transportowane cargo

Figure 4. Mechanism of reverse micelle as an example of direct transport into the cell: During internalisa-
tion through inverted micelle formation, a vesicle is formed with hydrophilic groups of phospho-
lipids facing its interior and hydrophobic groups directed outwards. The cargo stays inside the
vesicle

Odwrécona micela przemieszcza si¢ w kierunku wewnetrznej powierzchni
blony i finalnie uwalnia zamkniete cargo. Formowanie poréw w blonie komor-
kowej moze zachodzi¢ na drodze trzech mechanizméw (Rys. 5): pierscieniowego
[98] (toroidal pore), wowczas tancuchy peptydu ukladaja si¢ w poprzek membrany
(wzdluz poréw), co powoduje jej zawinigcie hydrofilowg strona do wnetrza poru;
klepek beczki [99] (barrel stave pore), tancuchy peptydu ukladajg si¢ w poprzek
membrany (peptyd ma kontakt z hydrofobowa warstwa blony komodrkowej) oraz
dywanowego [100] (carpet), gdy znaczne nagromadzenie CPPs przy powierzchni
blony powoduje jej catkowita destabilizacje.

Transport bezposredni - formowanie poréw

e

5

se | 2

mechanizm klepek beczki mechanizm pier$cieniowy

mechanizm dywanowy

Rysunek 5. Tworzenie poréw w blonie komdrkowej jako przyklad transportu bezposredniego do wnetrza ko-
morki: Przenikanie do wnetrza komoérki poprzez tworzenie poréw moze zachodzi¢ na drodze
trzech réznych mechanizmow: klepek beczki, pierscieniowego i dywanowego

Figure 5. Formation of pores in the cell membrane as an example of direct transport into cell: Internalisation
via pore formation may occur via one of three pathways: barrel stave, toroidal or carpet-like
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Cho¢ dostepnych jest wiele dowoddw na niezalezne od endocytozy przenika-
nie CPPs, w literaturze brakuje potwierdzenia dominacji konkretnego mechanizmu
transportu bezposredniego. Mozliwo$¢ tworzenia odwréconych miceli przez pene-
tratyne wykazaly eksperymenty NMR [101], jednak kationowe CPPs bez elementéow
hydrofobowych prawdopodobnie nie moga wykorzystywac tej drogi do przenika-
nia. Jednocze$nie mechanizmy przebiegajace z tworzeniem pordw i destabilizacjg
blony nie koreluja z niska toksyczno$cia wiekszosci CPPs [73]. Dla kationowych
CPPs przyjmuje sie, (jesli przenikaja blone komdrkowa na drodze innej od endo-
cytozy), ze proces ten przebiega wedlug mechanizmu bliskiemu odwréconej miceli,
nazywanym adaptacyjng translokacja (adaptive translocation) [102-104], przy czym
nie jest to jedyna mozliwa $ciezka transportu.

Przenikanie na drodze transportu bezpo$redniego potwierdzono dla wielu
peptydow penetrujacych komodrki w warunkach wykluczajacych przebieg endo-
cytozy, a takze z wykorzystaniem liposomoéw. Obserwowano bowiem przenikanie
do komorek poliarginin zaréwno w obecnosci inhibitoréw endocytozy [105, 106]
oraz w temperaturze 4°C [107, 108]. Oprocz tego, heksaarginina i TAT przenikaly
do wnetrza jednowarstwowych liposoméw o réznych rozmiarach [109-111]. Nie
powodowaty przy tym wycieku zawartego w nich barwnika, natomiast peptyd R W
przenikal do liposoméw, powodujac powolng ucieczke ich zawartosci, co sugero-
wa¢ moze mechanizm oparty na tworzeniu poréw. Eksperyment na modelowych
ukladach wielofazowych wykazatl zdolno$¢ dyfuzji poliargininowych CPPs przez
warstwe hydrofobowa [112].

W przypadku amfifilowych i hydrofobowych CPPs bezposrednie przenika-
nie moze zachodzi¢ w wiekszym stopniu niz w przypadku peptydéw kationowych
[42, 113], cho¢ nie wszystkie badania to potwierdzajg [114]. Zdolnos¢ do transportu
na drodze niezaleznej od endocytozy sugerowana jest dla peptydéw: MAP [33] oraz
dla Pep-1 [31]. Amfifilowe CPPs moga przenika¢ do wnetrza liposoméw [108]. Co
ciekawe, bezposredni transport amfifilowych peptydéw zdaje sie by¢ zalezny od
obecnodci glikozaminoglikanéw w blonie, w odréznieniu od kationowych CPPs,
w przypadku ktérych obecno$¢ GAG nie wptywa na przenikanie do liposomoéw
[115].

Mechanizm przenikania bezposredniego jest wcigz przedmiotem licznych kon-
trowersji. Mimo ze badania eksperymentalne dostarczaja wielu dowodéw przema-
wiajacych za zdolnoscig CPPs do transportu bezposredniego, pojawiajg si¢ tez prace
wykluczajgce te droge przenikania, lub wykazjugce jej minimalny udzial [83, 116,
117]. Kontrowesyjne jest réwniez bezpoérednie przenoszenie wynikéw badan
z liposomami na procesy zachodzace w zywych komoérkach i ogdlnie zastosowanie
modeli in vitro do opisu przenikania przez komorki in vivo. Najrozsadniej wydaje
sie przyjaé, ze mechanizm przenikania CPPs jest zalezny nie tylko od ich budowy,
ale réwniez od stezenia CPPs, przy czym postuluje sie, ze przy niskich stezeniach
promowana jest endocytoza, natomiast przy wysokich transport bezpoéredni [118].
Mechanizm zalezy réwniez od rozmiaru transportowanych czasteczek, przy czym
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wigkszy rozmiar sprzyja endocytozie [119]. Wsérdd innych czynnikéw wplywaja-
cych na mechanizm przenikania wymieni¢ mozna takze rodzaj transportowanych
czasteczek [120], komorek do ktorych zachodzi przenikanie [121] i inne.

3. ZASTOSOWANIE CPPs JAKO TRANSPORTEROW ZWAZKOW
CHEMICZNYCH DO KOMOREK

Od momentu odkrycia CPPs zaproponowano dla nich wiele réznorodnych
zastosowan, jednak gléwne ich wykorzystanie dotyczy transportu zwigzkow lecz-
niczych i obrazujacych. CPPs charakteryzuja sie wysoka skutecznoscig in vitro
w dostarczaniu do komdrek fluoroforéw, matoczasteczkowych lekéw, biatek, pepty-
dow, kwaséw nukleinowych czy nanoczastek. Ponadto wykazano, ze CPPs zdolne s3
do transportu substancji aktywnych w warunkach in vivo. Koniugat 3-galaktozydazy
z fragmentami biatka tat, , oraz tat, _, [122, 123] w badaniach na myszach wyka-
zywal aktywnos$¢ enzymatyczng we wszystkich tkankach organizmu, a najwyzsza
aktywno$¢ obserwowano w sercu, watrobie, trzustce, ptucach i miesniach szkiele-
towych. Podobne zdolnosci do transportu in vivo potwierdzono dla wielu innych
CPPs [124-127] (Tab. 1).

Tabela 1. Przyktady wykorzystania CPPs do transportu przez blong komérkowsa réznych fadunkow (cargo)
w postaci prostych koniugatéw i kompleksow [122-127]

Table 1. The table gathers examples of CPPs applications for transmembrane transport of various cargos as
simple conjugates or complexes [122-127]

CPPs Cargo Typ polaczenia Test Rezultat
CPP-cargo

Transportan- SRNA koniugat - wigzanie | We)sa'e do komérki wraz z efektem

penetratyna kowalencyjne biologicznym

Penetratyna SRNA koniugat —.wiqzanie in vitro Wejs’ci.e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym

Tat SiRNA koniugat - wigzanie | L We)sa'e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym

Tat, SiRNA koniugat - wigzanie | We)sa.e do komorki wraz z efektem

penetratyna kowalencyjne biologicznym

MPG SIRNA k(.)mpleks - w1.qzan1e in vitro We]sqe do komorki wraz z efektem
niekowalencyje biologicznym

Tat PNA koniugat —.wiqzanie in vitro Wejéci.e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym

Transportan PNA koniugat —.wiqzanie in vitro Wejs’ci.e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym

Penetratyna-NLS | PNA koniugat —'wiqzanie in vitro Wejéci'e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym
kompleks - wi i Wejsci komorki fek

Transportan10 | Plazmid ompleks - wigzanie | . | Wejicie do komoérki wraz z efektem
niekowalencyje biologicznym
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CPPs Cargo Typ polaczenia Test Rezultat
CPP-cargo
Tat Plazmid k?mpleks - wigzanie | L We)sa.e do komorki wraz z efektem
niekowalencyje biologicznym
Tat-fag Plazmid k(.)mpleks - w.1qzan1e in vitro V\.Je]sa'e do komérki wraz z efektem
niekowalencyje biologicznym
Tat B-galaktozydaza koniugat - wigzanie | . We;sa.e do komorki wraz z efektem
kowalencyjne biologicznym
Tat GFP koniugat VRN G ive Wejscie do komorki
kowalencyjne
Tat insulina koniugat ~ WIRENE | yitro Transport transepitelialny
kowalencyjne
Tat,
Tenetratyna Penta-peptyd koniugat ~ WIRENE | yitro Wejscie do komorki
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Istnieja dwa sposoby faczenia CPPs z transportowanym ladunkiem: trwaly
koniugat polaczony wigzaniami kowalencyjnymi oraz kompleks uzyskiwany na
drodze oddzialywan niekowalencyjnych (Rys. 6). Z punktu widzenia trwalosci
korzystniejsze jest tworzenie kowalencyjnie potaczonych koniugatéw, jednak moze
to skutkowa¢ ograniczeniem lub utratg zdolnosci przenikania do komdrek, a takze
wplywa¢ na aktywnos¢ tadunku. Krétkie interferujagce RNA (siRNA) transporto-
wane jako kompleks (oddzialywania jonowe) z CPP zachowujg swoja aktywnosé
[128], podczas gdy proby transportu kowalencyjnie zwigzanych komplekséw CPP-
-siRNA zakonczyly si¢ niepowodzeniem [129]. Réwniez w przypadku transportu
bialek i peptydow nie ma prostej recepty pozwalajacej okresli¢ w jakiej postaci tadu-
nek powinien by¢ transportowany za pomocg CPP do wnetrza komoérek. W litera-
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turze opisane sg przyklady transportu przez blony komérkowe niekowalencyjnych
kompleksow biatek z CPPs [130, 131].

Potgczenia kowalencyjne Potaczenia niekowalencyjne

CARGO oddziatywania elektrostatyczne

oddziatywania hydrofobowe

cPP
o
UN/Q tacznik peptydowy wigzania wodorowe
H
S
@l@ tacznik tiazolidynowy
N
A

C]»H7HAQ tacznik hydrazynowy
\
S—N tacznik sulfanylowy

Rysunek 6.  Przyklady koniugatow z CPP: CPP mozna faczy¢ z transportowang substancjg poprzez wigzanie
kowalencyjne. Alternatyws jest tworzenie kompleksu niekowalencyjnego

Figure 6. Examples of conjugates with CPP: CPP may be connected with cargo via covalent linkage.
Alternatively, noncovalent complex can be formed

Oprécz wspomnianych zalet, CPPs posiadaja jedng zasadniczg wade, a mia-
nowicie brak selektywnos$ci dostarczania cargo do tkanek i komoérek w orga-
nizmie zywym [7, 132] i wykazuja jednakowa zdolnos¢ wnikania do wszystkich
rodzajow komorek eukariotycznych. Z punktu widzenia wykorzystania in vivo
réwniez niska odpornos¢ CPPs na degradacje enzymatyczng stwarza problemy.
Z tego wzgledu podjete zostaly proby opracowania strategii pozwalajacych na
wykorzystanie funkcji transporterowej CPPs z poprawiong selektywnoscig oraz
stabilnoscig. Modyfikowane CPPs znalazty zastosowanie jako uktady transporujace
leki przeciwnowotworowe, stad tez celem badan bylo opracowanie strategii pozwa-
lajacych na selektywne wprowadzanie fadunku do komérek nowotworowych (7, 8].

3.1. AKTYWOWANIE CPPs - WZROST SELEKTYWNOSCI PRZENIKANIA
DO KOMOREK

Strategia wykorzystania ligandéw naprowadzajacych

Przenikanie CPPs do wnetrza komdrek wynika z oddzialywania kationowych
CPPs z anionowymi fragmentami lipidow lub glikozaminoglikanéw. Sg to sktadniki
bton komoérkowych wszystkich typéw komorek, zaréwno zdrowych jak i nowotwo-
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rowych. W szczegélnych przypadkach mozliwe jest jednak wykorzystanie zwigk-
szonej ilosci anionowych sktadnikéw blon fizjologicznych w komdérkach nowotwo-
rowych. Siarczan chondroityny produkowany jest przez komérki nowotworowe
w wigkszej ilo$ci i efekt ten zostal wykorzystany do poprawy selektynosci przenikania
do komorek nowotworowych koniugatéw CPPs z lekami przeciwnowotworowmi.
Niewielkg poprawe selektywno$ci obserwownao dla komplekséw penetratyny [133]
z terapeutykami. Dopiero wykorzystanie peptydu BR2 (RAGLQFPVGRLLRRLLR)
opartego na strukturze buforyny IIb jako CPP znaczaco poprawilo selektywnos¢
oddzilywania z komdrkami nowotworowymi [134].

W wielu przypadkach blony komoérek nowotworowych charakteryzuja sie
zwiekszong iloscig (nadekspresja) wybranych biatek receptorowych. Wykorzystu-
jac nadekspresje wybranych receptoréw blonowych w komoérkach nowotworowych
mozliwe jest wiec zwigkszenie selektywnosci dzialania poprzez tworzenie koniu-
gatow zawierajacych lek-CPP-ligand. W ukladzie takim ligand pelni role zwiazku
naprowadzajacego. Jako ligandy najczesciej wykorzystuje si¢ kwas hialuronowy
[135, 136], przeciwciala [137], kwas foliowy [138, 139] oraz aktywne biologicznie
peptydy: transferyne [140] i bombezyne [141], RGD [142, 143] i NGR [144, 145].

Makroczasteczki oraz nanoczasteczki jako nosniki koniugatéow CPP-cargo

Jako no$niki wielu lekdw, w tym réowniez przeciwnowotworowych, stosowane
sg zwigzki wielkoczgsteczkowe oraz nanoczastki. Takie podejscie znalazlo réwniez
zastosowanie w transporcie koniugatéw CPPs z lekami. Wykorzystanie makrocza-
stek zapewnia ochrone przed degradacja zar6wno CPP jak i transportowanego leku
oraz umozliwia bardziej selektywne dotarcie nosnika do tkanki nowotworowe;j.
Selektywno$¢ transportu do tkanki nowotworowej wynika z efektu wyzszej prze-
puszczalnosci i retencji (ang. enhanced permeability and retention, EPR) [146, 147].
Makroczasteczki w ograniczonym stopniu przenikajg z krwiobiegu w zdrowych
tkankach. Ze wzgledu na nietypowa fizjologie tkanki nowotworowej oraz fakt, ze
jej naczynia krwionosne s przepuszczalne zaréwno dla zwigzkéw niskoczastecz-
kowych jak i makroczastek, ma miejsce zwickszone dostarczanie makromolekut do
tkanki nowotworowe;j. Efekt ten zostal wykorzystany do selektywnego kierowania
terapeutykow, okreslanego teminem biernego naprowadzania [7]. Przyjmuje sie,
ze granicg zapewniajacg selektywno$¢ makroczgstek wobec tkanki nowotworowe;j
jest ciezar czasteczkowy 40 kDa [146]. Zjawisko EPR wykorzystywane jest réwniez
w przypadku nanoczastek, przy czym naczynia krwionosne w obrebie tkanki nowo-
tworowej umozliwiaja przenikanie zaréwno pojedynczych czastek nano jak i ich
agregatow. Przykladem ilustrujgcym ten efekt jest zwiekszona selektywnos¢ dzia-
tania koniugatéw TAT z deksorubicyng osadzonych na nanoczastkach zlota [148].

Zazwyczaj platformy dostarczania lekéw oparte na makroczasteczkach lub
nanoczastkach dodatkowo zawieraja elementy zwiekszajace jeszcze selektywnosc¢
np. naprowadzajace ligandy lub systemy aktywowania w miejscu dziatania. Baza
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dla no$nikéw zawierajacych CPPs moga by¢ polimery [139], dendrymery [142] czy
liposomy [140]. W literaturze opisane sg przyklady wykorzystania peptydéw zdol-
nych do agregacji, a powstajace agregaty moga stanowi¢ platformy do przenoszenia
lekéw [149].

CPPs osadzane sa rowniez na wirusach, ktore sg niejako naturalnymi nosni-
kami substancji do wnetrza komorek. Peptyd TAT osadzony na adenowirusach
nadawal im zdolno$¢ przenikania do komoérek pozbawionych receptoréw wiruséw
Coxsackie i adenowiruséw (ang. Coxsackievirus and adenovirus receptor, CAR)
[150-152].

Taktyka aktywowania CPPs w miejscu ich dzialania

Przedstawione powyzej metody poprawiania selektwnosci dziatania CPPs
i ich koniugatéw z terapeutykami (wbudowywanie fragmentéw naprowadzajacych,
metoda EPR) czasami sg niewystrczajace do uzyskania wysokiej specyficznos$ci
przenikania do komérek nowotworowych [153]. W celu uzyskania oczekiwanej
selektywnosci dziatania koniugatéw CPPs z terpeutykami opracowano wiele stra-
tegii polegajacych na hamowaniu zdolnosci przenikania CPPs przez blony komor-
kowe az do momentu osiggni¢cia wlasciwego miejsca dzialania. Dziatania takie
polegaja na dobudowywaniu do CPPs ukladéw oslaniajgcych, co jest mozliwe przez
stosowanie pochodnych o znacznej zawadzie sterycznej lub uktadéw ekranujacych
dodatni fadunek CPPs. Przykladowo wspomniany wczesniej peptyd Xentry jest
dezaktywowany gdy do jego sekwencji dobudowany jest anionowy peptyd bedacy
mimetykiem heparyny [66].

Elementy ostaniajgce usuwane sa po dotarciu koniugatu CPP-terapeutyk
do tkanki zmienionej chorobowo. Do usuwania oston stosuje si¢ badz réznice
w $rodowisku fizjologicznym komoérek nowotworowych (np. odmienne pH) lub
réznice w aktywnosci specyficznych enzyméw. Ponadto wykorzystywane sg do
tego celu bodzce fizycze takie jak: temperatura, ultradzwieki czy naswietlanie [7, 8].
Noséniki z zablokowang aktywnosciag CPP nazywa sie cze¢sto aktywowalnymi pep-
tydami penetrujacymi komorki (ang. activatable cell penetrating peptides, ACPP).
Uzywa sie tez nazwy aktywowane peptydy penetrujgce komorki, cho¢ pojecie akty-
wowalny lepiej oddaje ich potencjal do bycia aktywowanymi w miejscu dzialania.

Modyfikowane CPPs jako nosniki aktywowane enzymatycznie

Srodowisko nowotworu oraz tkanek z rozwinietym stanem zapalnym charak-
teryzuje si¢ wyzszym poziomem wielu enzymoéw m.in. proteaz, esteraz i glikozydaz
[154]. W przypadku nowotworéw obserwuje si¢ znacznie wyzszy poziom metalo-
proteinaz macierzy pozakomérkowej (ang. matrix metalloproteinases, MMP), ktére
umozliwiaja szybka przebudowe macierzy pozakomorkowej. Na szczegdlng uwage
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w grupie metaloproteinaz zastuguja MMP-2 oraz MMP-9, ktérych podwyzszony
poziom obserwuje si¢ w wielu rodzajach nowotwordw [7, 154]. Skutecznos¢ strate-
gii wykorzystujacej metaloproteinazy in vivo jest jednak ograniczona ze wzgledu na
obecnos¢ tych enzymoéw takze w zdrowych tkankach, co oznacza mozliwo$¢ aktywo-
wania koniugatu CPP-terapeutyk réwniez poza tkanka nowotworowa. Obserwacja
ta sktania do poszukiwan innych, specyficznych dla nowotworéw enzymoéw [155].

Pierwszym zaproponowanym rozwigzaniem opartym na enzymatycznej akty-
wacji bylo dotaczenie do CPP zlozonego z dziewigciu reszt argininy (R9) innego
peptydu zbudowanego z dziewieciu reszt kwasu glutaminowego. Pomiedzy pepty-
dami wbudowany byl facznik PLG|LAG, rozcinany w miejscu oznaczonym strzatka
przez enzym MMP-2 [156].

ladunck m
sekw. anlmmwaj peptydowy tacznik
rozszczepiany przez
enzym @

%
% =

cytoplazma

Rysunek 7. Przyklad aktywowalnego CPP: do kationowego CPP dofaczony jest dezaktywujacy fragment po-
lianionowy, po rozcieciu facznika pod dziatania protezy, ,wolny” CPP przenika przez blone ko-
morkowa [w oparciu o 156]

Figure 7. Example of activatable CPP with deactivating polyanionic chain connected to the cationic CPP:
after cleavage of the linker by protease, free CPP can transport the cargo [based on 156]

Testy ex vivo pozwalaja przypuszczad, ze nos$nik aktywowany MMP-2 moze by¢
wykorzystany do obrazowania nowotworéw. Podobne rozwigzania wykorzystano
do transportu deksorubicyny polaczonej z wyzej wymienionym peptydem [157] jak
réwniez do transportu srodkéw kontrastujacych do obrazowania MR i znacznikéw
fluorescencyjnych [158].

Ciekawym rozwigzaniem jest modyfikacja fancuchéw bocznych aminokwa-
sOw grupami usuwanymi enzymatycznie. Modyfikacja jednej z reszt lizyny peptydu
TAT aminokwasem lub dipeptydem okazala si¢ wystarczajaca do zahamowania jego
przenikania przez blony komdrkowe. Odszczepienie dodatkowo wprowadzonego
fragmentu zachodzi pod dzialaniem aminopeptydazy N lub dipeptydylopepty-



716 W. LIPINSKI, B. KOLESINSKA

dazy IV [159]. Przylaczenie tripeptydu AAN pozwolilo uzyska¢ CPP aktywowany
endopeptydaza C13 [160].

Alternatywne podejscie polega na ostonieciu CPPs pochodnymi poli(glikolu
etylenowego), ktore usuwane s3 pod wplywem dzialania enzymoéw. Przyktadem
takiego rozwiazania jest koniugat ztozony z poliargininy, pochodnej PEG oraz nano-
czgstek tlenku zelaza [161], ktory zostal wykorzystany do bioobrazowania. Podobne
rozwigzanie zastosowano w syntezie koniugatu zlozonego z plazmidowego DNA
(fadunku), peptydu PepFectl14 (petnigcego role CPP), ktéry polaczony byl z cza-
steczkami PEG usuwanymi pod wplywem dzialania enzymoéw [162].

Modyfikowane CPPs jako nosniki aktywowane zmiana pH lub zmiana
potencjaltu utleniajaco-redukujacego

Cechg odrozniajacg tkanke nowotworowg od zdrowej jest réwniez pH. Sred-
nie pH komoérek nowotworowych wynosi 7,0, za$ tkanki zdrowej 7,5 [163]. Odczyn
plynu miedzykomodrkowego w guzach nowotworowych zwykle jest kwasowy [164].
Do konstruowania aktywowanych niskim pH peptydéw penetrujacych wykorzy-
stano Iaczniki trwale w normalnych warunkach fizjologicznych, a ulegajace rozsz-
czepieniu w $rodowisku kwasowym.

Przykladem takiego rozwigzania sg aktywowalne liposomy modyfikowane
poliargining poprzez rozszczepiany w $rodowisku kwasnym lacznik hydrazonowy
[165]. Inne rozwigzanie polega na wprowadzaniu kwasowolabilnych grup ostania-
jacych do tanuchéw bocznych zasadowych aminokwaséw. Boczne grupy aminowe
lizyny w peptydzie CR,G,PK_ acylowano bezwodnikiem 2,3-dimetylomaleinowym.
Utworzone wigzanie amidowe ulegato hydrolizie w obnizonym pH tkanki nowo-
tworowej, uwalniajac aktywny CPP [166]. Aktywacja peptydu penetrujacego moze
nastepowal takze w wyniku odwracalnego procesu protonowania. Peptyd GALA
o sekwencji WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA w $rodowisku kwa-
sowym jest konformerem o a-helikalnej strukturze, co gwarantuje jego zdolnos¢
do penetrowania bfon komoérkowych. Gdy tancuchy boczne obecnych w peptydzie
reszt kwasu glutaminowego sa zdeprotonowane w zasadowym $rodowisku, struk-
tura helikalna ulega destabilizacji i peptyd traci zdolno$¢ do przenikania przez
blony komérkowe [167, 168].

Aktywne w niskim pH CPPs mozna uzyska¢ poprzez wbudowywanie w fanuch
peptydowy reszt histydyny. Dodanie fragmentu naprzemiennie ulozonych reszt
histydyny i kwasu glutaminowego pozwala uwrazliwi¢ na pH peptydy penetrujace
o zrdznicowanych sekwencjach aminokwasowych [169]. Podobny efekt mozna uzy-
ska¢ poprzez wymiang reszt lizyny na reszty histydyny [170].
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Rysunek 8.  Przykladowe strategie tworzenia aktywowalnych CPPs: 1) sekwencje polianionowe i polikatio-
nowe polaczone rozszczepialnym tacznikiem [15]; 2) fragment blokujacy przytaczony do tanu-
cha bocznego kationowego aminokwasu w CPP [158, 159]; 3) CPPs ostoniete polimerami dolg-
czonymi do nos$nika poprzez rozszczepialny facznik [156, 157]; 4) modyfikacja wybranych reszt
kationowych CPPs grupami anionowymi [163]; 5) peptyd przybierajacy aktywna konformacje
jedynie w pH patologicznym [164-167]

Figure 8. The examples of strategies of formation activatable CPPs: 1) polyanionic and polycationic frag-
ments connected with cleavable linker [153]; 2) blocking fragment connected to the side chain
of basic residue of the CPP [158, 159]; 3) shielding polymer chains connected to the carrier with
a cleavable linker [156, 157]; 4) modification of cationic parts of CPP with anionic groups [163];
5) peptide adopting its active conformation only at pathologic pH [164-167]

Zaproponowano takze aktywowalne peptydy penetrujace komorki, w ktérych
grupy oslaniajace CPPs odszczepiane sa w wyniku redukcji lub utlenienia. Peptyd
M918 o sekwencji MVTVLFKRLRIRRACGPPRVKYV traci zdolno$¢ do przenika-
nia po dobudowaniu do jego struktury tancuchéw PEG [171]. Polimer przylaczono
do bocznych grup aminowych lizyny poprzez ugrupowanie azabenzenowe, ktore
rozszczepiane jest w wyniku redukcji. Wykazano, ze proces redukeji moze by¢ kata-
lizowany przez bakteryjng azoreduktaze w okreznicy. Znane sa rowniez CPPs akty-
wowane w wyniku utlenienia nadtlenkiem wodoru. Zdolnos¢ ta moze by¢ wykorzy-
stane do nakierowywania aktywnych substancji do tkanek znajdujacych si¢ w stanie
stresu oksydacyjnego. Kluczowym elementem warunkujacym takie rozwigzanie
jest polgczenie aktywnej poliargininy z ostaniajagcym zwigzkiem polianionowym
poprzez reszte kwasu 4-boronomigdalowego [172].
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Modyfikowane CPPs jako no$niki aktywowane termicznie

CPPs transportujace terapeutyki aktywowaé mozna réwniez zewnetrznymi
czynnikami fizycznymi. Jednym z nich jest stosowana w terapii nowotworéw miej-
scowa hipertermia, czyli kontrolowane przegrzewanie komoérek guza. W podejsciu
tym najczesciej stosowane s liposomy uwalniajace zawarto$¢ w podwyzszonej
temperaturze [173]. Coraz wigksze zainteresowanie wzbudza podejscie wykorzystu-
jace tzw. peptydy elastynopodobne (ang. elastin-like polypeptide, ELP) [174]. Maja
one posta¢ posta¢ rozpuszczalnych monomeréw w temperaturze fizjologicznej,
za$ w warunkach hipertermii tworzg agregaty. Dolaczenie do nich koniugatu CPP-
-cargo umozliwia tworzenie no$nikéw, ktore przenikaja przez blone jedynie po pro-
cesie agregacji [175-177]. Lokalna hipertermia wywolywana moze by¢ przeptywem
pradu elektrycznego lub ultradzwigkami [178]. Ta ostatnia metoda cieszy si¢ jednak
wiekszg popularnoscia i jest chetniej wykorzystywana [145] jako czynnik warun-
kujacy hipertemie. Przyktadem takiego podejscia jest wykorzystanie opakowanego
w nanosfery kompleksu CPP-deksorubicyna do selektywnego transportu i uwalnia-
niania leku przeciwnowotworowego. Jako naprowadzajacy czynnik fizyczny coraz
cze$ciej stosowane jest takze zlokalizowane pole magnetyczne [179, 180].

Modyfikowane CPPs jako no$niki aktywowane swiattem

Podejmowane sg réwniez proby wykorzystania promieniowania elektromagne-
tycznego do aktywacji no$nikow lekow. Aktywowanie $wiatlem pozwala uzyskaé
wysoka precyzje zaréwno obszarows jak i czasowg. Przykladem takiego podejscia
sa liposomy modytikowane CPPs, w ktérych grupy aminowe w fantuchach bocznych
lizyny ostaniane sa dzialaniem chloromréwcznanu 4,5-dimetoksy-2-nitrobenzylu,
ktory usuwany jest promieniowaniem UV [181].

Jeszcze korzystniejsze jest zastosowanie promieniowania podczerwonego, ktére
glebiej penetruje tkanke. Znane jest podobne do opisanego powyzej rozwiazanie,
w ktorym reszty lizyny zablokowane byly usuwanym pod dziataniem promienio-
wania podczerwonego grupami 1-(bromometylo)-4,5-dimetoksy-2-nitrobenzylo-
wymi [144, 182]. Bazujac na oslonie 4,5-dimetoksy-2-nitrobenzylowej opracowano
réwniez system uwalniajacy polianionowa sekwencje CPP po naswietlaniu promie-
niowaniem IR [183].

4. ZASTOSOWANIE CPPs W TERAPII I DIAGNOSTYCE

W diagnostyce nowotwordw, a takze w diagnostyce polaczonej z terapia (tera-
nostyce) wykorzystywane sa systemy transportujace nanoczastki metali. Do ukie-
runkowanej radioterapii wykorzytywane s3 wzbogacone lutetem-177 nanoczgstki
zlota, ktore kowalencyjnie polaczone sa z TAT [141]. Modyfikowane nanorurki
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ztota, przenikajace przez blony po ich modyfikowaniu za pomocg CPPs zostaly
wykorzystane do selektywnego dostarczania zwigzkow fotouczulajacych [138] do
tkanek nowotworowych.

Peptydy penetrujace do komorek wykorzystano takze do transportu kropek
kwantowych. Kropki kwantowe moga by¢ funkcjonalizowane za pomocg CPPs na
dwoch drogach: poprzez tworzenie kowalencyjnie polaczonych koniugatéw lub
w postaci kompleksoéw, w ktérych nie ma koniecznosci tworzenia wigzan kowalen-
cyjnych pomiedzy CPP a tadunkiem [184]. Modyfikowane za pomoca CPPs kropki
kwantowe wykorzystano do znakowania komdrek macierzystych w celu $ledzenia
ich dystrybuciji in vivo [185].

Ze zdolnoscig CPPs do przenikania przez blone komodrkowg zwigzana jest
takze ich zdolno$¢ do przenikania przez inne bariery biologiczne, takie jak bariera
krew-mdzg, bariera jelitowa czy skora [8]. Wiele badan na modelach in vitro suge-
ruje, Ze nosniki oparte na CPPs moga dostarczaé terapeutyki do moézgu przekra-
czajac bariere krew-mozg [186, 187]. Badania in vivo modyfikowanych za pomoca
peptydu TAT liposoméw potwierdzily ich selektywno$¢ wobec komdrek glejaka
[188]. Dalsze badania z uzyciem peptydéw elastynopodobnych modyfikowanych
za pomocg CPPs wykazaly jednak, ze proces przenikania do centralnego ukladu
nerwowego, po podaniu donosowym, nie jest dostatecznie efektywny [189].

Coraz czgsciej podejmowane sg rowniez proby wykorzystania CPPs do trans-
portu lekow polipeptydowych. Badania te zmierzaja do opracowania rozwigzania,
w ktéorym mozliwe bedzie uzyskanie wydajnego wchianiania podawanych dojeli-
towo peptydow. Badania wchlaniania i dystrybucji podawanej doustnie insuliny
wykazaly znacznie wyzsza skuteczno$¢ wchtania koniugatéw insuliny z poliargi-
ning, TAT i penetratyng w poréwaniu do wchtaniania hormonu niemodyfikowa-
nego [190, 191]. Atrakcyjnym rozwigzaniem jest zastosowanie CPPs do transportu
substancji terapeutycznych przez skore, ktora jest nieprzepuszczalna dla zwigzkow
makroczasteczkowych w tym réwniez polipeptydéw. Wykazano, ze poliarginina
zapewnia transport transdermalny cyklosporyny A [192], natomiast penetratyna
i inne CPPs umozliwiaja transport soli sodowej diklofenaku [193].

Mimo licznych propozycji zastosowan CPPs w terapii i diagnostyce, popar-
tych obiecujacymi wynikami wstepnych badan in vitro i in vivo, do tej pory nie
ma jeszcze zadnej terapii wykorzystujacej peptydy penetrujace do komoérek. Kon-
tynuowane sg testy kliniczne wykorzystujace gtéwnie TAT [194] (GRKKRRQRR-
RPQ) oraz p28 (LSTAADMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDD) [7] jako uklady
transportujgce. Najbardziej zaawnasowane s3 badania nad zastosowaniem peptydu
TAT jako czynnika wspomagajacego dostarczanie inhibitoréw kinazy Ce oraz Cd
(leki przeciwbolowe, przeciwniedokrwienne i przeciwzawatowe), inhibitoréw kinaz
aktywowanych stresem (leki przeciwudarowe i przeciwko wypadaniu wloséw) czy
transport przez skore botuliny [195]. Uzyskano tez obiecujgce wyniki wstepnych
badan klinicznych dla hybrydowego peptydu zlozonego z fragmentu sekwencji
receptora NMDA oraz TAT (Tat-NR2B9c lub NA-1). Hybryda wykazuje zdolnoé¢
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blokowania neurotoksycznych $ciezek sygnatowych i tym samym hamuje uszko-
dzenie mézgu zwigzane z udarem [196]. Peptyd p28 badany jest pod katem wyko-
rzystania w leczeniu nowotwordw [197, 198]. Obecnie w trakcie badan klinicznych
jest kompleks ztozony z peptydu DTS-108, inhibitora topoizomerazy i przeciwciala
skierowanego przeciwko ludzkiemu CPP (DPV1047). Peptyd DTS-108 wykazuje
aktywno$¢ CPP (zawiera pie¢ resz argininy oraz dwie reszty lizyny warunkujgce
zdolnosc przenikania bton komoérkowych) [199, 200].

PODSUMOWANIE

Synteza i poznanie obszaru zastosowania peptydéw penetrujacych do komérek
jest wyjatkowo intensywnie rozwijanym obszarem badawczym. Cho¢ bezposrednie
praktyczne wykorzystanie CPPs jest ograniczone przez ich niedostateczna selektyw-
no$¢ i niska stabilnos¢, uzyskany postep w dzialaniach zmierzajacych do wyelimi-
nowania tych nieporzadanych wtasciwosci wskazuje na ogromny potencjat owych
prostych ale bardzo zréznicowanych strukturalnie peptydéw. Dzialania te powinny
otworzy¢ szerokie mozliwosci wykorzystania CPPs w dostarczaniu terapeutykow,
a takze w diagnostyce i w teranostyce.
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