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Abstrakt

Cilem této prace je predstavit peptidy penetrujici membranu (PPM) jako potencialni zptisob dopravy
latek do buiiky. To je demonstrovano jejich schopnosti prostupovat bunééné membrany s pfipojenym
nakladem. Struktura a sekvence téchto peptidi, na nichz je postavena jejich unikdtni vlastnost
penetrovat bunéénymi membranami, je popisovana vzhledem k riznym zptsobam dopravy. Uskalim
internalizace téchto PPM endocytézou je casté uvéznéni peptidu i s navazanym nakladem v
endozomu. Pokud se tak stane, obsah endozomu je degradovan a PPM i s nakladem se neuvolni do
cytosolu nebo jadra, jejich cilového pusobisté. Tato prace se vénuje kreativnim mozZnostem, které by
unik PPM i s nakladem usnadnily. Zavedeni takto upravenych PPM by urychlilo jejich pouziti v
klinické mediciné a umoznilo tak 1é¢bu i takovych chorob, jako je nadorové bujeni nebo nemoci

stavajicich se rezistentnimi proti antibiotikdim.

Kli¢ova slova: peptidy penetrujici membrany, PPM, penetrace, endocytéza, Unik z endozomu,

internalizace, doprava latek do bunék

Abstract

The aim of the thesis is to introduce cell penetrating peptides as a potential way of transporting cargo
into cells. Their ability to penetrate cell membranes with attached cargo is demonstrated. The structure
and sequences of these peptides, on which their unique property to penetrate through the cell
membranes is built, are described with respect to the different modes of transport. The difficulty of
internalizing these CPPs via endocytosis is the frequent trapping of peptide with attached cargo in the
endosome. If this occurs, the endosome content is degraded and the CPP with attached cargo is not
released into the cytosol or nucleus, their target site. This work focuses on creative options, how to
make release from endosome easier for CPPs with attached cargo. The introduction of such modified
CPPs would accelerate their use in clinical medicine to enable the treatment of diseases such as cancer

or antibiotic-resistant diseases.

Key words: cell penetrating peptides, CPPs, penetration, endosomal escape, internalization, cargo

delivery into cells
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Seznam pouzitych zkratek

(Arg), nonarginin

uM mikromolarni

AK aminokyselina

Anti-BMP monoklonalni protilatky proti BMP

ARF peptid z N-koncové casti tumorsupresoru
14ARF

Aspl9 kyselina asparagovd na 19. mist¢ v
sekvenci

ATP adenosine triphosphate adenosintrifosfat

Av avidin

Bac-7 bactenecin 7 baktenecin 7

BMP bis(monoacylglycero)phophate bis(monoacylglycerol)fosfat

C-5H-Tat-5H-C

Tat peptid obklopeny zobou stran 5

histidiny a jednim cysteinem

CPPs cell penetrating peptides bunku penetrujici peptidy

CPZ chlorpromazine chlorpromazin

CQ chloroquine chlorochin

Cre-loxP systém rekombinace mezi dvéma loxP

misty pomoci Cre rekombinasy

D-AK D opticky izomer aminokyseliny

dfTAT dimerni fluorescen¢ni Tat peptid

DLS dynamic light scattering dynamicky rozptyl svétla

EEDs endosomal escape domains domény schopné tiniku z endozomu

EGFP enhal.lced green  fluorescent zesileny zeleny fluorescencni protein
protein

FAM fluorescein amidit

FS fotosensibilizator

GAG glycosaminoglycan glykosaminoglykan

GFP green fluorescent protein zeleny fluorescencéni protein

GFPB11-(S-S)-
TAT-PEG6-
GWWG(EED)

fragment peptidu GFP spojen sulfidovymi
mustky s peptidem Tat pies 6 jednotek
polyethylenglykolu a sekvenci tryptofanu a




glycinu k EED doméné

fragment peptidu GFP, po vazbé na

GFPp11

GFPB1-10 schopen fluorescence

fragment peptidu GFP, po splynuti s
GFPp1-10

GFPB11 utvoii plnohodnotné GFP
Gluls kyselina glutamova na 15. misté v sekvenci
GST enzym glutathion-S-transferasa
GTPaza enzym hydrolyzujici guanosin trifosfat
HA2 hemagglutinin 2
HE histidin-glutamat

bunécna linie odvozenda od karcinomu
HeLa .

délozniho ¢ipku Henrietty Lacksové

Human Immunodeficiency Virus

HIV-1 . virus lidské imunitni nedostatecnosti
HS heparan sulfat

I-GST-HE-MAP

komplex glutathion-S-transferasy

s histidin-glutamatem a peptidem MAP

IR800-GST-HE-
MAP

komplex glutathion-S-transferazy ]

histidin-glutamatem  pfipojeny k MAP

peptidu znaceny fluoroforem IR800

IR800-HE-GST

komplex histidin-glutamatu s glutathion-S-

transferazou znaceny fluoroforem IR800

IR800-MAP-GST

komplex MAP peptidu s glutathion-S-

transferazou znaceny fluoroforem IR800

L-AK

L opticky izomer aminokyseliny

MAP

model amphipatic peptide

modelovy ampfipatikcy peptid

MAPKAP Kkinazy
11

mitogen-activated protein kinase-

activated protein kinase 2

mitogenem  aktivovana  proteinkiniza

aktivovana protein kindza 2

Mp-CD methyl-B-cyclodextrin methyl-B-cyklodextrin

N/P nitrogen to phosphate ratio podil dusiku na fosfat v DNA
NA neutravidin

NLS nuclear localization signal jaderny lokaliza¢ni signal

nm

nanometr




NYS

nystatin

peptid izolovany z homeoproteinu pANT

pANT Drosophily melanogaster, oznacovany jako
penetratin

PANT grus konjugat rhodaminu B s penetratinem

PANT o konjugat 7-methoxycoumarin-4-yl kyseliny
octové s penetratinem

PANT ms konjugat | kyseliny l-pyren  maselné
S penetratinem

paPPM primarn¢ ampfipatické PPM

pDNA plasmidova DNA

PEG polyethylenglycol polyethylenglykol

PHP polyhistidinové peptidy

PPM peptidy penetrujici membrany

Pr promotor

PTDs protein transduction domanis proteinové transdukéni domény
peptid izolovany z mysiho endotelialniho

peptide from murine Vascular .
pVEC cévniho kadherinu
endothelial-cadherin protein

Racl maléd GTPéaza z Rho/Rac skupiny

RhoA mala GTPaza z Rho/Rac skupiny

ROS reactive oxygen species reaktivni formy kysliku

SA streptavidin

saPPM sekundarné amfipatické PPM

siRNA silencing RNA umlcujici sekvence RNA

SLBs supported lipid bilayers lipidové dvojvrstvy na pevném podkladu

SV 40 simian virus 40 opici virus 40

Tat-10H sekvence 10 histidinti pfipojenych k Tat
peptidu

TP10 transportan 10 z galeninu a mastoparanu

TP10b transportan 10 biotinylovan na N-konci




Uvod

Viry jsou vnitrobunééné parazitické organismy, jeZ jsou v povédomi spolecnosti piicinou
mnoha lidskych chorob. Pravé jejich zdporna vlastnost proniknout do bunck a zahajit vlastni genovou
expresi byla ptivodni inspiraci pro studium peptidi penetrujicich membrany (PPM, z anglického cell
penetrating peptides; CPPs). Tyto peptidy mohou byt odvozené od vyse zminénych vird, ale také od
bunéénych proteini schopnych pronikat membranami, pfipadné mohou byt synteticky vyrobené.
Zpravidla se jedna o kratké, nabité domény uzptisobené k penetraci plazmatickou membranou do
buiiky a dale na jejich misto plisobeni. Tuto schopnost jim umoznuje jejich struktura i sloZeni
sekvence. Po zjisténi, Ze tyto domény jsou schopny nespecificky penetrovat do eukaryotickych bunék
se zaCaly intenzivné¢ zkoumat moZnosti pfipojeni latek k témto peptidim, jez by mohly naptiklad
opravit defekty v poSkozenych buiikdch. Latky dopravované timto zpisobem tvoii pestrou skalu, miize
se jednat o peptidy, nukleové kyseliny i nanocCasticea a lze také volit zptsob pfipojeni latky k PPM.
Zpisoby penetrace PPM do buné¢k se lisi, vétSina jich vyuziva jako hlavni mechanismus dopravy
endocytozu. Kdyz je tento komplex PPM s dopravovanou latkou pohlcen buitkou, vyvstava problém,
jak ho posléze uvolnit z endozomu, ve kterém je povétSinou nasledné uvéznén. Endozom je i s
obsahem totiz sméfovan k degradaci, aniz by bylo dopravovanému terapeutiku umoznéno projevit své

1é¢ebné schopnosti.

Cilem této prace je na zaklad€é dostupné literatury charakterizovat vstup PPM do buiiky a
popsat pristupy, jez by podpofily jeho tnik z endosomu v souvislosti dopravy moznych terapeutik do
buiiky. Proto bude dale rozveden vliv sekvence a struktury peptidl na jejich internalizaci do bunky.
Poté budou popsany moznosti, jez by vbudoucnu mohly umoznit bezproblémovy tnik PPM
s neposkozenym nékladem do cytoplasmy nebo do jadra, kde mize dopravovany naklad vyuzit sviij

lécebny potencial.



Peptidy penetrujici membrany

Plazmatickd membrana je nezbytnou soucasti kazdé eukaryotické bunky, jelikoz odd€luje
vnitini prostiedi od vnéjsiho a v disledku toho je bunka schopna zvysit uspofadanost svého systému.
Kromé¢ stavebni, ochranné, signalizacni a adhezni funkce funguje jako selektivni sito pro molekuly
vstupujici i vystupujici z bunky. Povaha plazmatické membrany dovoluje energeticky nezavisly
prichod zejména latkdm malym a hydrofobnim. Ostatni molekuly s nabojem, velkého objemu nebo

Spatné rozpustné jsou nuceny pouzit transmembranové pienasece.

Pravée tyto latky, pro které je plazmatickd membrana za standardnich podminek nepropustna,
mohou vyuzit potencidlu peptidit penetrujicich membrany PPM (z anglického cell penetrating
peptides, -CPPs). V literatuie je mozné se setkat i s ozna¢enim proteinové transdukéni domény, -PTDs
(z anglického protein transduction domains), které lze v tomto kontextu chapat jako specifické
sekvence schopné pienosu biologického materialu pfes membranu buiiky. Obecné se jedna o kratké
bazické peptidy (10-30 AK — aminokyselin) s vysokym obsahem argininu a/nebo lysinu, které
disponuji vlastnosti pronikat membranami (i vnitrobunénymi) a je mozné na n¢ kovalentnimi nebo

nekovalentnimi vazbami pfipojit riiznorodé makromolekuly.

V roce 1987, kdy byl objeven prvni z téchto peptidii — substance P (Repke a Bienert, 1987),
se tyto rozsahle vyuzitelné ptenasece staly sttedem zdjmu farmaceutického i medicinského vyzkumu.
Dal$im identifikovanym PPM byl fragment proteinu Tat, ktery plni u viru HIV-1 (z anglického
Human Immunodeficiency Virus 1) funkci transaktivatoru transkripce, reguldtoru exprese gentl.
(Frankel a Pabo, 1988). Posléze byl izolovan Sestnact aminokyselin dlouhy peptid homeoproteinu
pANT izolovany z Drosophily melanogaster, ozna¢ovany jako penetratin (Derossi a kol., 1994).

Mezi spolec¢né vlastnosti a ptedni vyhody PPM patii nizka toxicita (z divodu jejich rozkladu
v buiice na aminokyseliny) a efektivni internalizace i za nizké koncentrace. Tyto ptfednosti jsou
vykoupeny nizkou specificitou pii rozeznavani bun€k i tkani a jejich problematické uvolnéni
z vnitrobunéénych vackl (shrnuli Durzynska a kol., 2015; Reissmann, 2014).

Diky svym vlastnostem véazat a prepravit Siroké spektrum makromolekul, jako jsou
ribonukleové kyseliny, peptidy, proteiny, 1éCiva ¢i nanocastice, jsou perspektivnimi kandidaty pro
1écbu zejména geneticky podminénych chorob a nadorovych onemocnéni. Schopnost téchto peptidi
prostoupit hematoencefalickou bariérou, by mohla dokonce umoznit cileni na nervové bunky (Falanga
a kol., 2015; Reissmann, 2014). Z téchto atraktivnich moznosti vyuziti je snadné vyvodit dileZitost
obeznameni se se specifickymi vlastnostmi pro urcité skupiny peptidi a zpusobem, jakym tyto

vlastnosti souviseji s jejich zac¢lenénim do membran.



Klasifikace

V kontextu ptedchozi kapitoly je klasifikace PPM uzplsobena do dvou skupin na zakladé
fyzikalné-chemickych vlastnosti a schopnosti peptidi vazat lipidy. Positivn¢ nabité PPM vyrazné
pocetné prevazuji, existuji totiz i zaporné nabité, které nemaji samostatné pojmenovanou skupinu.
Nejvetsi rozsah zaujimaji amfipatické PPM a minoritni skupinu tvoii hydrofobni PPM, o kterych

dosud neni mnoho znamo, a proto se jim prace nebude podrobnéji vénovat. Rozdé€leni je nésledujici:

Kationické PPM

Ve velké mife se jedna o peptidy odvozené od Tat proteinu a peptidy s vysokym obsahem
bazickych aminokyselin, jako je arginin, lysin, histidin (shrnuto v Milletti, 2012). Pravé fragment
peptidu Tat, jez plni funkci transkripéniho aktivatoru u viru HIV-1, byl jednim z prvnich izolovanych

peptidu s penetraénimi schopnostmi (Green a kol., 1989).

U kladné¢ nabitych PPM hraje podstatnou roli kvantitativni zastoupeni bazickych
aminokyselin. Vyss$i koncentrace argininu pfimo korelovala s vy$§im poc¢tem internalizovanych PPM.
Zaroven acylace téchto kationickych PPM za G¢elem zvysit jejich hydrofobicitu, je zptisob jak vyvolat
jejich penetraci do bunky (Avrahami a Shai, 2003; Madani a kol., 2011). Bylo prokazano, ze
k maximalni internalizaci dochazi pfi poctu 6 az 8 argininti (Futaki a kol., 2001). V souvislosti s timto
zjisténim se ukazalo, Ze guanidinova funkcni skupina na argininu je zodpoveédna za dvojvazné
vodikové mistky napojené na aniontové Casti plazmatické membrany. Tuto vlastnost lysin postrada,
proto neni vhodnou AK do pozitivné nabitych PPM (Rothbard a kol., 2004) (konkrétné neobsahuje
guanidin, tudiz s membranou netvoii vazby tohoto typu (Koren a Torchilin, 2012)). I ostatni AK
ovSem maji na internalizaci do bunky vliv. Takovy ptiklad Ize demonstrovat u peptidu zvaného
penetratin, ktery pfi zameéné aminokyseliny v sekvenci, konkrétné fenylalaninu namisto tryptofanu,

ztraci svoji vlastnost prostoupit membranou (Prochiantz, 1996) .

vvvvv

zpusobenou nadmérnym déravénim membrany, ktera je tak vyssi v porovnani s amfipatickymi PPM.
V souvislosti s touto vlastnosti dochazi k rychlému vymyti positivné nabitych PPM =z krve,
coz znesnadiuje jejich klinické pouziti (Durzynska a kol., 2015).

Polyhistidinové peptidy (PHP) jsou zavislé na pH, jelikoZ disociacni konstanta histidinu
odpovida 6. V praxi se to projevi tak, Ze za nizkého pH je histidin kladné nabity a plni tedy funkci
PPM, ovsem za fyziologického pH ma neutralni naboj. Bylo pozorovano, Ze mnozstvi histidinti pfimo
korespondovalo s vétsi efektivitou vstupu téchto PPM do bunky (Iwasaki a kol., 2015). Projevily také
veétsi kapacitu pti dopravovani ,,nakladu® do sav¢ich bunék nez vykazuje oktaarginin (Iwasaki a kol.,

2015). Z tohoto diivodu se daji vyuzit k penetraci do nadorovych bunék - nadorové mikroprostiedi ma



totiz v disledku nizkého okysliCovani kysely charakter (Engin a kol., 1995; Jdhde a kol., 1982;
McCoy a kol., 1995).

Specifickou tifidou peptidi s kladnym nébojem jsou peptidy obsahujici NLS (jaderny
lokalizac¢ni signal). Jedna se o kratké peptidy Casto obsahujici arginin, lysin nebo prolin (shrnuto v
Milletti, 2012). V roli PPM jsou schopné dopravit do jadra néklad skrz jaderné péry (Guidotti a kol.,
2017). Bohuzel ve vétsiné NLS je pocet positivnich nabojii nizsi nez 8, tudiz jejich absorbovani neni
prili§ efektivni a nejsou vhodné pro samostatné pouziti (Mueller a kol., 2008). Resenim se jevi
kovalentni pfipojeni NLS k hydrofobni peptidové sekvenci s cilem vytvofit plnohodnotné amfipatické

PPM.

Amfipatické PPM

Pojmem amfipaticky oznacujeme takovy peptid, ktery ma jak hydrofilni, tak hydrofobni cast.
Hydrofobni ¢ast tvofi nepolarni AK jako je leucin, izoleucin, alanin a valin. Polarni AK zastupuje
povétSinou lysin a/nebo arginin (Zaro a Shen, 2015). Tyto vlastnosti jsou velmi Zadouci, protoze
vétSina biologickych membran je na povrchu negativné nabitd diky fosfatim obsaZzenym ve

fosfolipidech, zatimco uvniti membran je spise neutralni naboj. (Gennis, 2013).

Primarné amfipatické PPM (paPPM)

Obecné délka jejich sekvence presahuje 20 AK. Jejich spole¢nou vlastnosti je, ze se skladaji
z hydrofobni i hydrofilni ¢asti, jsou tedy schopné interagovat s nenabitymi (nepolarnimi) i zaporné
nabitymi membranami (Ziegler, 2008). K zaclenéni do lipidové dvojvrstvy vyuzivaji hydrofobnich
interakci na rozdil od pozitivné nabitych PPM, za ptitomnosti aniontovych fosfolipidd je jejich afinita
jesteé navysena. (Henriques a Castanho, 2005; Yandek a kol., 2007, 2008).

Mohli bychom je dale specifikovat na peptidy odvozené od piirozené se vyskytujicich
proteind a chimerické peptidy. Pojem chiméra Ize velmi stroze vysvétlit jako jeden celek slozeny ze
dvou cizorodych casti (ze dvou ¢asti odlisného pivodl). Ve spojeni s PPM tak oznacujeme peptid
slozeny napitiklad z hydrofobni sekvence kovalentné pfipojené k NLS. Obé¢ tyto ¢asti jsou rozdéleny
linkerem (kratkym tusekem AK). Napfiklad chimerické peptidy MPG a Pep-1 maji oba NLS z SV 40
(opi¢i polyomavirus). U MPG je hydrofobni doména ziskana z HIV glykoproteinu 41, ale v pfipadé
Pep-1 ji tvoii oblast bohatd na tryptofan vyznacujici se vysokou afinitou k membranam (Milletti,
2012; Nguyen a kol., 2018). Dal§im vyznamnym peptidem je transportan 10, vznikly spojenim
fragmentu galaninu (neuropeptid) a sekvence mastoparanu (toxin izolovany z vosiho jedu) pfes

aminokyselinu lysinu (Dunkin a kol., 2011; Soomets a kol., 2000).



Peptidy odvozené od ptirozené se vyskytujicich proteinti zastupuje napiiklad pVEC z mysiho
endotelidlniho cévniho kadherinu (transmembranovy protein, slouzici k vytvafeni mezibunécnych

spojit) nebo ARF z N-koncové ¢asti tumor supresoru 14ARF (Nguyen a kol., 2018).

Sekundarné amfipatické PPM (saPPM)

Zpravidla obsahuji méné aminokyselin nez primarné amfipatické PPM. Zaujimaji specifické
struktury jako je a helix nebo P list a vtéchto konformacich se vdzi na bunéfnou membranu.
Konkrétné motiv a helixu je velmi oblibeny pfi navazovani na membranu. V a helixu se oddé€lené

vyskytuji siln¢ hydrofobni a hydrofilni ¢ast. Toto uspotradani je zobrazeno na obr ¢.1.

PreS2-TLM 5G3
Drug Discovery Today

Obr.C.1.: Znazornéni nerovnomérného rozmisténi hydrofobnich a hydrofilnich aminokyselin
ve struktufe o helixu. Aminokyseliny jsou obarveny nasledovné: Zluta — hydrofobni, Seda — apolarni,
fialovad — polarni, modra — positivn¢ nabité, cervena — negativné nabité, zelend — prolin (pievzato

z Milletti, 2012)

Prikladem mohou byt peptidy MAP (modelovy amfipaticky peptid), ¢i CADY. Pro syntézu
CADY peptidu byl pouzit PPTG1 (Rittner a kol., 2002) jako templat, jedna se o chimericky peptid
ziskany z fuzniho peptidu JTS1 (Gottschalk a kol., 1996). CADY se nasledné upravil piidanim
aromatického tryptofanu a positivné nabitého argininu za ucelem efektivnéjsi translokace siRNA
(z anglického small interfering RNA, poptipadé silencing RNA - umlcujici sekvence RNA, ktera se
navaze na mRNA a znemozni jeji preklad) a mensSich oligonukleotidi (Crombez a kol., 2009). Pravé
u MAP je diky obsahu lysinu a a helixu podpofena vysoka mira endocytozy (Scheller a kol., 1999).
Ackoliv postrada typickou NLS byla u néj pozorovana schopnost translokovat se do buné¢ného jadra,

coz je vlastnost, jez stoji za bliz§i zkoumani (Kenien a kol., 2012).

Mohou utvofit i B list jehoz navdzani na membranu probiha obdobné jako u a helixu. Tato
konformace ma obdobné nevyhody jako a helix, pokud je v sekundarni struktuie mutace, dochazi
k inhibici internalizace. Konkrétné u VTS5, pokud byly L-AK nahrazeny za D-AK, byla tak inhibovana
jeho schopnost tvorit B list, coZ je zasadni pro efektivni absorbovani (Ochlke a kol., 1997). L-AK a

D-AK jsou optické izomery vznikajici odliSnym uspofadanim skupin na chiralnim uhliku,



v proteinogennich AK se vyskytuji pouze L-izomery. AA3H je saPPM ziskany z N-koncové
sekvence annexinu, ktery se téz zacal vyuzivat jako vektor pro dopravu molekul do bunky (Young
Kim a kol., 2015). Nejprve byla tato schopnost zjisténa zavedenim P galaktosidazy do buiiky, poté
byla jeho role potvrzena dopravou Cre rekombinasou (Young Kim a kol., 2015).

Amfipatické peptidy bohaté na prolin, ktery ma schopnost zaujmout konformaci
pyrrolidinového  kruhu, disponuji jedine¢nymi vlastnostmi. Kupiikladu terciarni dusik
v pyrrolidinovém kruhu neni schopen se €astnit na tvorbé vodikovych mustki. V cisté vodée takové
peptidy zaujimaji specifickou strukturu, rigidni templat, polyprolin II, jez vypadé jako levotocivy helix
s ttemi aminokyselinami na otacku oproti standardnimu pravotocivému helixu - zndzornéno na obr. €.
2 (Fillon a kol., 2005; Geisler a Chmielewski, 2007). Tyto vlastnosti lze demonstrovat na fragmentu
antimikrobialniho peptidu Baktenecinu-7 (Bac-7, z anglického Bactenecin-7). K tomuto synteticky
vyrobenému fragmentu byla pfipojena sekvence deseti prolinii a dvou argininii, tento komplex byl
posléze schopen dopravovat nekovalentné vazany proteinovy naklad (neutravidin) do cytoplasmy i do

jadra (Sadler a kol., 2002).

Obr. ¢. 2.: Model polyprolinového helixu se zvyraznénymi hydrofobnimi (fialov€) a positivné

nabitymi (modie) aminokyselinami (pfevzato a upraveno z Geisler a Chmielewski, 2007).

Internalizace PPM do bun¢k

Molekuly, jez k proniknuti do buniky nepouzivaji specifické prenaSece nebo pumpy maji stale
mnoho moznosti, jak se do bun¢k zaclenit. Mlize se jednat o energeticky narocny proces nebo proces
zcela sobéstacny, na energii nezavisly. Na povrchu buitky mohou byt receptory rozpoznavajici
konkrétni molekuly, které usnadni jejich vychytavani. Nejcastéji vyuzivané zpisoby transportu jsou
endocytéza (véetné jejich variaci) a pfima translokace. Ackoliv se tyto metody vstupu do bunék
intenzivné studovaly, byly ziskany rozporuplné vysledky. Tedy nelze s obecnou platnosti tvrdit, pro
jaké PPM jsou charakteristické konkrétni mechanismy internalizace. Je to zplisobeno mnoZzstvim
proménnych, jako je napiiklad povaha nakladu, ktery chceme pomoci PPM dopravit do burky,
velikost komplexu PPM s timto nakladem, vazba spojujici naklad s peptidem, koncentraci PPM

(shrnuto v Guidotti a kol., 2017).



Byly vS8ak ziskany poznatky, které mohou usmérnit dalsi badani. Naptiklad pokud se jedna o
primou translokaci dochazi, k ni vétSinou v ptipadech, kdy je PPM ve vysoké koncentraci (Fretz a
kol., 2007; Kosuge a kol., 2008). U vétsiny PPM i jejich komplexti s nakladem vSak byla zjisténa
endocytza jako majoritni zptisob dopravy do bunky (Hirose a kol., 2012; Lundberg a kol., 2003; Palm-
Apergi a kol., 2012).

Pfima translokace

Transport pomoci piimé translokace ma fadu vyhod. Tento proces nevyzaduje pfisun energie,
funguje 1 za nizkych teplot, neni ohroZen inhibitory endocytdz, ani neni potfeba molekul slouzicich
jako receptory (shrnuto v Borrelli a kol., 2018; Guidotti a kol., 2017). Pfi tomto druhu transportu
dochdzi k nashroméazdéni PPM v takzvanych nukleacnich zénach. Zde je iniciovano uvoliiovani
ceramidu ze sfingomyelinu (hojné zastoupeného fosfolipidu v membranach) procesem hydrolyzy za
pusobeni kyselého enzymu sfingomyelinasy (Hirose a kol., 2012; Schmidt a kol., 2016; Verdurmen a
Brock, 2011). Timto zptisobem dochazi k naruseni membrany. Obecné se pfima translokace zaklada
na interakci zaporné nabitych komponent fosfolipidové membrany s positivné nabitou casti PPM.
Takovy dé&j vede k destabilizaci membrany nebo pfechodné navozuje tvorbu port. Tvorba pori muze

mit podobu toroidnich p6rt nebo barelovych pord, jak je zndzornéno na obr. €. 3.

hydrofilni strana
, C-konec

N-konec

..:;&.- =

model "tervi diry" model barelového poru kobercovy model
Obr. €. 3.: Znazornéni tvorby porl a destabilizace membrany pomoci kobercového modelu. Nahoie
vlevo vidime amfipaticky o helix a rozlozeni hydrofobnich (Cervenych) a hydrofilnich (modrych)
aminokyselin. Ve stfedu obrazku je zobrazen zpusob vazby amfipatickych PPM na membranu.
Hydrofobni ¢ast PPM se navazuje interakci s hydrofobnim vnittkem membrany a v disledku toho

vznikaji rizné variace rozruSeni membrany. Dole vlevo je model ,.Cervi diry* (toroidni por), ve stredu



dole je znazornén barelovy pér. Vpravo dole je kobercovy model destabilizace membrany (pievzato

a upraveno z Giuliani a kol., 2008).

Pokud se jedna o toroidni poéry mohou nabyvat aktivniho a deaktivovaného stavu. Pro ptechod
jednoho stavu do druhého je rozhodujici koncentrace peptidu. Za nizké koncentrace je peptid
rozmistén rovnobézné podél membrany, po zvyseni jeho koncentrace zauyjme PPM kolmé postaveni
k membrané (zkiivi se) a to urcuje jeho aktivni stav. Nasledn¢ PPM za tvorby prechodného poru
penetruje do hydrofobni oblasti fosfolipidové dvojvrstvy a vstupuje do cytosolu (Herce a Garcia,

2007; Herce a kol., 2009; Menestrina a Sera, 2005).

V ptipadé B bareli peptidy zaujmou o helikdlni strukturu v membrané. Hydrofilni c¢asti
peptidu tvofi vnitini prostfedi poru a to umozni vstup hydrofilnim ¢astem PPM viz obr. €. 3. (Jarver a

kol., 2010).

Bylo pozorovano i ne€kolik translokacnich mechanismli navozenim destabilizace membrany.
Naptiklad kobercovy model, pii kterém dochazi k elektrostatickym interakcim mezi positivné
nabitymi peptidy a negativné nabitou membranou, jak je vidno na obr. €. 3. Tato situace nastava taktéz
po prekroceni kritické koncentrace peptidi. Nejdiive se PPM napoji na fosfolipidovou membranu,
pokryji ji jako koberec. Zarovnaji se k povrchu tak, ze hydrofilni casti PPM jsou natocené
k fosfolipidim bunééné membrany. Nasleduje rotace, kterda ma za nasledek pieorientovani
hydrofobnich zbytki peptidu k hydrofobnimu jadru membrany. Dochézi k dezintegraci membrany
v disledku naruseni zakfiveni dvojvrstvy. Vznikaji micely i otvory, kterymi mohou prochéazet

nizkomolekularni latky. (Alves a kol., 2008; Shai, 1999; Thennarasu a kol., 2010).

Poslednim modelem pouzivanym PPM k pfimé translokaci jsou invertované micelové
agregaty. Tento zplsob dopravy je zalozen na invaginaci fosfolipidové dvojvrstvy za tvorby
invertovanych micel s PPM uvnitf viz obr. €. 4. Jakmile vstoupi micela do cytosolu, PPM je pak

uvolnén inverzi (Derossi a kol., 1998).

Extracelularni prostor

Cytoplasma

Obr. ¢. 4.: Model penetrace peptidu pANT pomoci invertovanych micel. Peptid se vaze na negativné

nabité fosfolipidy membrany. To zpiisobi destabilizaci membrany a putovani PPM skrz membranu



uvniti vytvorené invertované micely. Nakonec je uvolnén do cytoplasmy (pievzato a upraveno z
Derossi a kol., 1998).
Ovsem tyto zpUsoby internalizace vyzaduji, aby PPM vykazovaly amfipatickou sekundarni

strukturu a helixu (Ye a kol., 2016).

Nasledné nékolik studii dokazalo, Ze povazovani pifimé translokace jako majoritniho zptisobu
vstupu PPM do bunkky bylo pfeceniovano. Tento omyl byl zpiisoben rozliénymi podminkami pfi
experimentech, zejména fixaci bunék. Fixace formaldehydem i v malém mnozstvi zptsobila kumulaci
Tat peptidu v jadre, jelikoz pouziti formaldehydu narusilo povrch plazmatické membrany, peptidy tak
mohly sndz penetrovat jadra, kde se pravdépodobné s velkou afinitou navazaly na zaporné nabité
nukleové kyseliny. Tudiz tyto buiiky nevérohodné simulovaly realné prostfedi v zivych organismech
(Richard a kol., 2003; Vives a kol., 2003). Ptistupy aplikované ve studiich byly tedy pifehodnoceny,
a poté se potvrdila hlavni role endocytézy jako vstupniho mechanismu pro vétSinu PPM (Richard a
kol., 2003).

Endocytoza

Endocytoéza je jev vyskytujici se ve vSech zivych burkach, za Gcelem dopravy riiznorodych
¢astic do bunky. Souhrnny nazev popisuje i dal$i podtypy jako je makropinocytoza a klatrinem nebo
kaveolinem zprosttedkovand endocytdza (Borrelli a kol., 2018).

Makropinocytdza se uskuteciiuje tak, ze se kolem dané molekuly vytvoii z membrany ¢innosti
aktinovych vldken panozky. Tato lamellipodia obkli¢i naklad a po opétovném spojeni s membranou

vytvori velky endozomalni vacek.

Pti klatrinové endocytoze se shromazd’uji molekuly klatrinu pod endocytovanou molekulou na
vnitini strané bunééné membrany. Po invaginaci se utvoii kolem vacku plast’ z klatrinu, ktery je vSak
pouze docasny. Takto vznikly ¢asny endozom, maturuje generovanim kyselého prosttedi uvniti vacku.
Pozdni endozom nasledné splyne s primarnim lysozomem, kde je obsah endozomu degradovan
lysozomalnimi hydrolazami (Hofmann a Falquet, 2001; Mousavi a kol., 2004).

Kaveolinem zprostfedkovana endocytéza zaind téZinvaginaci membrany. Endocytovana
Castice je navdzana na membranu, kterd je invaginovana v kaveole pfipominajici tvar banky. Na
kaveolu jsou napojené aktinové elementy. Tato vazba vyvolava fosforylaci tyrosinu, a poté
depolymeraci aktinovych prvki. Vytvoii se aktinova zaplata a dynamin (GTPaza umoziujici
odskrceni vacku) fidi polymeraci aktinu na této zaplaté. Vacky se v disledku tohoto déje oddéluji do

cytosolu (Pelkmans a Helenius, 2002).

Pro endocytosu PPM plati shodnd pravidla, tedy jedna se o d¢j, ktery rovnéz vyzaduje energii.

Dtikazem budiz experiment, pii kterém byl vstup PPM (Tat peptid, VP22, polyarginin a polylysin) pfi



4 °C siln¢ inhibovan (Lundberg a kol., 2003). Taktéz inkubace s deoxyglukosou a azidem sodnym, za

ucelem snizeni obsahu ATP v buiice, potvrdila nizsi vychytavani téchto PPM (Richard a kol., 2005).

Prvni kontakt mezi PPM a buinikou nastiva elektrostatickymi interakcemi mezi positivné
nabitymi ¢astmi (zejména kationickych) PPM a zaporn€ nabitou membranou. Zaporny charakter
udavaji ve vngj$i membrané vSudypifitomné proteoglykany, jejichz sacharidovou slozku tvofi
predevsim glykosaminoglykany (GAG) jako je heparan sulfat (HS), heparin a chondroitin sulfat B. Pti
interakci PPM s GAG dochazi k aktivaci GTPaz (RhoA a Racl), v disledku ¢ehoZz se reorganizuje
aktinova sit, zvySuje se fluidita membrany (Conner a Schmid, 2003; Eitzen, 2003) a nasledn¢ se
formuji lamellipodia (Gerbal-Chaloin a kol., 2007; Ziegler, 2008).

Za receptorem zprostfedkovanou endocytdzu se povazuje situace, kdy po interakci bunééného
receptoru s molekulou je spusténa signaliza¢ni kaskadda vedouci k pohlceni dané molekula. V této
situaci Ize plni heparan sulfat funkci receptoru pro polyargininové PPM (Kawaguchi a kol., 2016;
Madani a kol., 2011). Bylo vSak zji§téno, Ze tato afinita nema piimy vliv na internalizaci PPM do
buiiky (Favretto a kol., 2014). To bylo ovéfeno pokusem, béhem kterého byly PPM obsahujici vysoky
podil argininu internalizovany do buiiky i za absence GAG (Amand a kol., 2012).

Taktéz chiralita jednotlivych AK vyskytujicich se v PPM mize ovlivnit samotny proces
endocytozy. Pokud byly pfitomny L-aminokyseliny, byla zjisténa efektivnéjsi internalizace do bunky
neZ u D-enantiomerdl, ov§em pouze v piipad¢ shodné afinity pro heparan sulfat (Verdurmen a kol.,
2011). Naopak vyhodou D-aminokyselin je oproti jejich L-formam vyssi stabilita proti ptisobeni
vnitrobunéénych proteaz (Jarver a kol.,, 2010; Verdurmen a kol., 2011). Domnivam se, Ze to
je zpusobené specifickym rozeznavanim proteaz - D-aminokyseliny se li$i natolik od L-forem, ze je

protedzy nepovazuji za substrat ke Sté€peni.

K ovéfeni a dal§imu zkoumani vlastnosti endocytozy jako zplsobu dopravy PPM lze dale
vyuzit pisobeni endocytickych inhibitorti. Pouzitymi byly napftiklad chlorpromazine (CPZ), ktery
inhibuje klatrinem podminénou endocytézu. Chlorochin (CQ) jez plni funkci disruptoru endozomu
alysozomt. Methyl-B-cyklodextrin (MB-CD) a nystatin (NYS), které narusuji kaveolovou
endocytozu. Dale byly zkoumany u€inky dynasoru, inhibitoru dynaminu a inhibitoru makropinocytozy
(5-(N-ethyl-N-isopropyl) amilorid) (Young Kim a kol., 2015).

Vyznamna ¢ast endocyticky transportovanych molekul sméfuje k degradaci snizujicim se pH
v endozomu a hydrolytickymi enzymy uvnitf primarniho lysozomu. V tomto bunééném kompartmentu
jsou rozStépeny pomoci lysozomalnich hydroldz za ucelem ochrany buiiky proti potencidlnim
patogenim. Endozomalni sekvestrace PPM snizuje mnozstvi transportovanych molekul v cytoplazmé,
coz je hlavni prekazka pii jejich klinickém pouziti (Gillmeister a kol., 2011). Navrhy k vyfeSeni této

prekérmi situace budou rozvedeny v posledni kapitole.
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Internalizace kationickych PPM

Pfed samotnou internalizaci hraji vyznamnou roli elektrostatické interakce mezi kladné
nabitymi PPM a zaporn¢€ nabitymi bunéénymi glykoproteiny. Vysoky obsah AK jako je arginin
v téchto peptidech umoziiuje vazbu elektrostatickymi interakcemi prostfednictvim guanidinovych
skupin s fosfatovymi nebo sulfatovymi skupinami na povrchu buiiky (Koren a Torchilin, 2012). I pro
tuto skupinu PPM byla za nejcastéj$i zplsob transportu nejdiive povazovana piima translokace
(Prochiantz, 2000). To bylo zptisobené rozli¢énymi podminkami pii zkoumani internalizace PPM.

Pro tuto tfidu peptidd byl prelomovy experiment, jenz uskutecnil v roce 2007 Duchardt a jeho
kolektiv. Zahrnoval vyuziti tii peptidi typickych pro tuto skupinu, a to penetratinu, Tat peptidu
anonargininu. Tyto peptidy byly uméle nasyntetizovany jako fluorescencné znacené analogy. Ke
kvantitativnimu pozorovani vychytavani zZivou buiikou (v minulych vyzkumech byla bunécna kultura
pifed zobrazenim fluores¢encnim mikroskopem fixovana) byla pouzita pritokova cytometrie.
Experiment byl proveden na HeLa buinikach (z bunééné linie karcinomu délozniho ¢ipku pacientky
Henrietty Lacksové), jelikoz byly nejcast&ji pouzivanou bunécnou kulturou v predchozich pokusech
na totoznych peptidech (Console a kol., 2003; Fittipaldi a kol., 2003; Potocky a kol., 2003; Richard a
kol., 2003; Vendeville a kol., 2004). K oddé€leni prichycenych peptidi k bunééné membrané byla pied
pratokovou cytometrii pouzita trypsinace bun€k (Vendeville a kol., 2004). K pozorovani jejich
rozlozeni v zivych bunkach byl vyuzit laserovy skenovaci konfokalni mikroskop.

Cilem prace bylo standardizovat podminky pro vSechny tfi kationické PPM a sledovat jejich
internalizaci za rtiznych koncentraci. V predeslych pokusech mohlo dochazet k mylnym zavértim,
jelikoz pro zjisténi zphsobu transportu samotnych PPM byly pouzity nizké koncentrace peptidd,
zatimco pro sledovani jejich ¢innosti uvnitt bunék byly pouzity PPM jiz s navazanym nakladem, a to
ve vysoké koncentraci (Arnt a kol., 2002; Borsello a kol., 2003; Torgerson a kol., 1998). Tento
experiment pokryl rozsah koncentrace peptidi od 2 uM po 50 uM, které bylo pouzito v minulych

experimentech za ucelem 1épe definovat jejich zplsob vychytavani bunkou.

Bylo objeveno né¢kolik zasadnich zjisténi. Mnozstvi penetratinu (pANT) v buiice piimo
korelovalo s koncentraci v mediu. Distribuce v buiice byla homogenni pfi jakékoliv koncentraci.
Fluorescencni signal byl pfevdzné lokalizovan ve vesikulech. Na rozdil od pANT peptidu, pro
nonarginin a Tat peptid nebyl pozorovan linearni narGst internalizace do buiiky se zvySujici se
koncentraci. Pritokova cytometrie a fluorescencni mikroskopie jasné ukazaly, ze pfi koncentracich
vysSich nez 10 uM, byl siln€ zvySen piijem Tat peptidu a nonargininu. Se zvySujici se koncentraci
PPM v mediu bylo moZné pozorovat fluorescencni signal nonargininu a Tat peptidu v oblasti jadra a
cytoplasmy, nizky signal fluorescence byl pozorovan ve vesikulech, jak bylo bylo ocekavano

(Tiinnemann a kol., 2006).
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Vysledkem bylo, Ze za odlisnych koncentraci Tat peptidu a pANT se jejich zplisob penetrace
do bunky lisil. Makropinocytoza figurovala v transportu polyarginind a Tat peptidu (Kaplan a kol.,
2005; Komin a kol., 2017; Wadia a kol., 2004), zatimco pro penetratin je predpokladan pasivni
transport, jelikoz u né&j nebylo pozorovano piestavovani aktinové sité, za ucelem tvorby endozomu
(Nakase a kol., 2004). Prinik Tat peptidu a peptidi obsahujici vysoky podil argininu (Arg), je siln¢
inhibovan nizkou teplotou a nedostatkem ATP, to lze chapat jako potvrzeni endocytozy jako zplisob

vniku do bunky u téchto peptida (Richard a kol., 2003).

Na zékladé téchto zjisténi bylo stanoveno tvrzeni, ze pouzitim fluoroforem znacenych PPM
(nonargininu, Tat peptidu a pANT peptidu) a inhibitord endocytdzy, jsou tyto peptidy schopny
v zavislosti na své koncentraci penetrovat bunéfnou membranou riznymi podtypy endocytozy
(makropinocytosou, klatrinem zprostiedkovanou endocytézou a endocytézou zavisla na pritomnosti

kaveolinu) a dokonce i pasivnim transportem (Duchardt a kol., 2007).

Peptidy odvozené od Tat proteinu a polyargininové PPM nevykazuji zmény struktury, které by
pomahaly ve vazbé lipidické membrany jako je tomu vidno na obr. €. 5 u amfipatickych PPM (Ziegler
a kol., 2003), dokud nejsou pouzity del§si homopolymery (Carrier a Pézolet, 1986). Rozdil od
amfipatickych PPM mtize byt pozorovan i pfi umisténi v membrané béhem internalizace, amfipatické
proteiny se zanoiuji k hlavickové ¢asti lipidii v membrané, zatimco tyto kationické PPM jsou pouze

povrchové adsorbovany (Gongalves a kol., 2005; Tiriveedhi a Butko, 2007; Ziegler a kol., 2003).

Pfi internalizaci kationickych PPM je vyzadovéna aplikace pomérné¢ vysokych koncentraci
(Afonin a kol., 2006) a zaroven vysoky obsah aniontovych lipidl (70%) v plazmatické membrang, jez
ma byt destabilizovana (Hitz a kol., 2006). V porovnani s amfipatickymi PPM jsou kationické peptidy
povrchové pohlcovany, coz muize vysvétlit nutnost aplikovat jejich vyssi koncentraci potiebnou
k destabilizaci, jenz vytvaii na membrané elektroporaci podobny efekt. Pfipojeni nakladu peptidové
povahy k fluorescencné znaCenym kationickym PPM se projevuje velmi nizkou mirou fluorescence
uvniti bunék, tedy ma negativni vliv na ucinnost internalizace pouzitych polyarginini (Maiolo a kol.,

2005).

Internalizace ampfipatickych PPM

Internalizace primarné amfipatickych PPM

Jejich primarni struktura se zaklada na slozeni z hydrofobnich a kladné nabitych AK. Délka
jejich sekvence presahujici 20 AK jim umoznuje pieklenout hydrofobni jadro membranové dvojvrstvy
(Lis akol.,, 1982; White a Wimley, 1994). Interakce sbunéfnou membranou jsou zahajeny
hydrofobnimi vazbami, tedy spojovanim nepolarnich ¢asti ve vodném prostfedi, ¢imz omezi sty¢nou

plochu s timto polarnim rozpoustédlem (Magzoub a kol., 2001).
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Tyto PPM nevykazuji velké rozdily v afinit€¢ pro zaporné nabité a neutralnim bunécné
membrany (Deshayes a kol., 2004a; Maget-Dana, 1999; Magzoub a kol., 2001; Mau a kol., 1999).
Z toho lze usuzovat, ze hlavni roli hraji hydrofobni interakce, minoritni vliv maji elektrostatické
interakce. Pomérné vysokéa afinita primarné amfipatickych PPM k neutralné nabitym membranam
naznacuje, ze se vazi v nizkomikromolarnich koncentracich k membranam typickym pro eukaryotické
buiky (Ziegler, 2008). Obecné penetruji hloub¢ji, nez bylo pozorovano u sekundarné amfipatickych
PPM, avsak struktura helixu se pfi tomto zplisobu transportu nevyskytuje (Deshayes a kol., 2004a).
Jejich zplsob internalizace je nejspiSe zalozen na vzdjemné asociaci PPM s hlavickami fosfolipidii
v membrané, jak je znazornéno na obr. ¢. 5 (Mau a kol., 1999; Plénat a kol., 2004; Vié a kol., 2000).
To se jevi jako vysvétleni pro teorie podporujici ptimou translokaci jako zpisob priniku téchto téchto
PPM.

Zajimavym objevem bylo zjisténi, ze k rozpousténi (prodéravéni) membrany dochazi u
zastupcu této tfidy (transportan, TP10, MPG) jiz za submikromolarni koncentrace, v porovnani
s kationickym antimikrobidlnim peptidem mellitinem (Barany-Wallje Elsa a kol., 2007). V dusledku
toho jsou schopné ptimo translokovat do burtiky i za velmi nizkych koncentraci, ovSem bez pfitomnosti
objemnéjSich ndkladi (Deshayes a kol., 2004; Deshayes Sébastien a kol., 2006; Henriques a kol.,
2005).

Vyznam slozeni membrany potvrdil vyzkum prokazujici, ze TP10 se in vivo jevi lytickym pro
bakterie (Staphylococcus aureus), ale ne pro eukaryotické buriky (Nekhotiaeva a kol., 2003). TP10 za
koncentrace 6 pM inhiboval rast bakterii, ale na pouzit¢ HeLa buiikky nemél zadny vliv. Za shodné
koncentrace TP10 (15 uM) pro bakterialni i sav¢i builky prostupoval bakteridlni membranou a
nasledné zapficinil jeji lyzu, na rozdil od HeLa bunék, u kterych byla indukovana lyza az pfi vyssich
koncentracich pouzitého peptidu. Z tohoto zjisténi lze odvodit dilezitou roli sloZeni bunéénych
membran pro cilené pouziti paPPM (Dathe a kol., 2002; Nekhotiaeva a kol., 2003).

Zvlastni postaveni v této skupin€é ma peptid Pep-1. Vynika schopnosti pfimo prostupovat
membranami bez jejich rozpousténi (Henriques a Castanho, 2004; Sharonov a Hochstrasser, 2007).
V souvislosti s timto zjisténim je mozné vysvétlit toxicitu transportanu, MPG a TP 10 pro buiiky i za
nizkych mikromoléarnich koncentraci (Deshayes a kol., 2006; Jones a kol., 2005), zatimco Pep-1 tuto
vlastnost nevykazuje (Henriques a Castanho, 2004; Morris a kol., 2001). Je to zplsobeno tfemi
nabitymi AK v jeho hydrofobni doméné, které ovliviluji jeho chovéni natolik, Ze vstupuje do bunky
spiSe zplsobem bliz§Sim saPPM (Deshayes a kol., 2005). To je prokdzano tak, Ze nepenetruje
dostatecné hluboko, jak je charakteristické pro ostatni primarné amfipatické PPM, proto jevi vétsi

podobnost se sekundarné amfipatickymi peptidy (Terrone a kol., 2003).
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Obr. ¢. 5.: Znazornéni internalizace amfipatickych PPM vazbou na hlavovou ¢ast fosfolipidi
plazmatické membrany. Positivné nabité (+) a hydrofobni () AK jsou soucasti PPM, zaporné nabité
(—) a neutralni (o) hlavicky fosfolipidd nalezi membrané. PaPPM penetruji do membran s vysokym ¢i
niz§im obsahem zaporn¢ nabitych fosfolipidi a vyvolavaji naruseni membrany jiz za nizkych
mikromolarnich koncentraci. Na rozdil od saPPM, které pti nizkych mikromolarnich koncentracich
vyzaduji vyssi obsah zaporné nabitych fosfolipidd, jez uz neni typické pro eukaryotické bunécné
membrany. Jako posledni je zndzornéna pouze povrchova inzerce kationickych PPM. (ptevzato

a upraveno z Ziegler, 2008)

Internalizace sekundarné amfipatické PPM

Délka sekvence a jeji konformace hraji neméné stejné dilezitou roli jakou je kumulace
positivniho naboje PPM (Mueller a kol., 2008). O dtlezitosti 3D struktury jsme se presvédcili uz pti
zminéni trasportanu (o helix) (Lindberg a kol., 2001) a penetratinu (B list) (Magzoub a kol., 2003).
Tyto struktury totiz pomahaji v internalizaci navozenim dezorganizace v bunééné membran¢ (shrnuto
v Guidotti a kol., 2017).

Na rozdil od primarné amfipatickych peptidd vykazuji tyto PPM mnohem vétsi afinitu
k membranam s vysokym obsahem negativné nabitych lipidt, a zarovenn zanedbatelnou afinitu
k neutralnim membrandm (Ghibaudi a kol., 2005; Magzoub a kol., 2001). Nicméné jejich vazba neni
podminéna pouze nabojem membrany. Pfi interakci s membranou zaujimaji specifické sekundarni
struktury a helixu (Dathe a kol., 1996) nebo B listu (Blazyk a kol., 2001; Oechlke a kol., 1997), na
kterych jsou separatné rozdélené nabité a nenabit¢ AK. Tvorba helixu a f§ listu je totiz energeticky
vyhodna pfi zabudovavani PPM do membrany (Wieprecht a kol., 2002).

V porovnani s primarn¢ amfipatickymi PPM nedochazi k zadnému déravéni membrany, ani za
fyziologické koncentrace peptidu (pod 100 uM), pokud je bunééné membrané nizky obsah zaporné

nabitych slozek (pod 50 %) (Binder a Lindblom, 2003). K vazbé obecné dochazi tfemi moznymi
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zpusoby: pomoci elektrostatickych interakci, hydrofobnich vazeb a zmén sekundarni struktury na
a helix, pfipadn¢ B list. K posouzeni afinit amfipatickych PPM k membranam byla vénovana
termodynamicka studie, vyjadiujici schopnost paPPM i saPPM pfejit z vodné faze do lipidové.
Poskytla tak odhad, jaky pfinos predstavuji elektrostatické a hydrofobni interakce pro vazbu PPM na
membranu. (Ziegler, 2008).

Orientace lipidovych polarnich hlavicek se méni béhem vazby saPPM. To slouzi jako
indikator jejich internalizace do membrany (Kichler a kol., 2006; Mason a kol., 2005; Roux a kol.,
1989). Pokud ovSem chceme pozorovat interakce za nizkych mikromoldrnich koncentraci je nezbytna

pritomnost velkého poc¢tu zaporné nabitych lipidi.

MoZnosti tiniku PPM z endozomti a konkrétni ptiklady

Vétsina znamych PPM vyuziva k dopravé do buiky pravé endocytézu. Castou komplikaci
bohuzel byva uvéznéni peptidu i s ndkladem v endozomalnim vacku, jehoz obsah sméfuje k degradaci
nizkym pH a hydrolytickymi enzymy lysozomii. To je kriticky bod pro pouziti PPM v klinické praxi
za ucelem efektivni dopravy latek do bunék. Pokud neni PPM i s nakladem vyprostén z endozomu,
nemohou tak potencionalni terapeutika plsobit pfimo v cytoplasmé ¢i se dopravit do jadra, tedy do
mista jejich teoretického ptisobisté. Z téchto divodu je tedy ¢asto nutné podpotit PPM v ptekonani

endozomalni membrany riznymi modifikacemi.

Zabudovani pH citlivych domén

Jednou z perspektivnich metod, jez by mohly usnadnit vypros$téni PPM i s nakladem
z endozomu je zabudovani pH citlivych domén do sekvence PPM naSeho zajmu. Princip takovych
domén je takovy, Ze pii zméné endozomalniho pH dochazi ke zménam v konformaci peptidu, ¢imz
zah4ji naruSeni membran. Pfikladem miaze byt amfipaticky, na histidin bohaty PPM, vykazujici
o helikalni strukturu, LAH4. Tento peptid vynika vlastnosti zainkroporovat se do endozomalni
membrany pfi neutrdlnim pH a pii jeho sniZeni zplsobit protonaci histidinovych AK, které zpisobi
destabilizaci membrany (Kichler a kol., 2003; Mason a kol., 2005). Tento amfipaticky peptid zaujima
a helikalni strukturu pfi vazbe€ na plazmatickou membranu, kde se vaze preferencné na proteoglykany
(HS) a nasledn¢ prostupuje membranou. V endozomu se jesté za pH 7,5 zanofuje lysinovymi zbytky
do membrany a chova se tak, jako hydrofilni transmembrénovd kotva. Za snizeni pH dochazi
k pfeméné struktury peptidu na planarni soub€zné s protonaci jeho ctyt histidinovych AK, vysledkem
je naruseni membrany (Kichler a kol., 2006).

Toto bylo s efektivnim vysledkem vyzkouSeno konkrétné u histidinovych a cysteinovych
domén. Vhodnym adeptem ke zkoumani vlivu téchto pH citlivych domén je naptiklad Tat peptid,
jelikoz sam neobsahuje kyselé AK, jez by se mohly protonovat a v disledku toho neni schopen

zaujmout o helikalni strukturu, kterd pomaha mnoha peptidim v penetraci (Crombez a kol., 2008).
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Jako naklad byla v popisovaném experimentu vyuzita plasmidova DNA (pDNA), kterou je schopen
Tat peptid vazat ziejmé na zakladé elektrostatickych interakei. Jako detekéni agens byl
zainkorporovan gen kodujici luciferazu pro rozpoznani dopravy této pDNA do jadra (Rudolph a kol.,
2003). Genova exprese tohoto genu byla sledovana. Pii zabudovani sekvence deseti histidini k C-
konci Tat peptidu, byla nésledn¢ pozorovana dvakrat az trikrat vyssi exprese genu, rizné odchylky
byly zpusobeny zdavodu nestability vazby histidinové cCasti k Tat-DNA konjugatu. NejlepSich
vysledki bylo dosazeno pfi pouziti tohoto homopolymeru histidinu kovalentné ptfipojeného k C-konci
Tat peptidu. Tat-10H dosahoval az 7 000krat lepSich vysledkd, v porovnani s Tat peptidem bez
histidinu nebo bez navazani chemickou konjugaci. K potvrzeni tohoto uspéchu byl zaveden
bafilomycin Al, inhibitor H'-ATP4zové pumpy. Tato &ast je hnaci silou okyselovani vnitiniho
prostfedi endozomu. Inhibici této protonové pumpy dojde k zastaveni okyselovani vnittku endozomu.
V dasledku toho nebude histidin v pH citlivyjch doménach protonovan a PPM nezméni svoji
konformaci. Nemtize tedy dojit k naruSeni membrany a cely komlex zlstane uvéznény v endozomu.
Pti aplikaci bafilomycinu byl viditelny rapidni pokles uniklého Tat-10H. Timto bylo dokézano, ze
ptitomnost imidazolovych skupin na histidinu je kliCova pro uspé€Sny unik plasmidové DNA
z endozomu a jeji naslednou expresi.

V ptipadé vloZeni cysteinové Casti byly zainkorporovany disulfidové mustky k zajisténi vyssi
stabilizace komplexu cystein-Tat-DNA. Nejlep$i kombinaci se stal komplex C-5H-Tat-5H-C,
obsahujici 2 cysteiny a 10 histidinG rovnomérné pfipojenych k obéma konciim sekvence Tat, tento
komplex poskytoval az 1000krat lepsi vysledky v genové expresi.

Bohuzel vysoky N/P podil, tedy podil mold aminoskupin na skupiny fosfatii obsazené v DNA,
jez byla soucasti dopravovaného komplexu, naznacuje nesnadné pouziti. Tento podil ma vyznam
v komplexu nukleové kyseliny a jeho zbytku, jelikoz ovliviiuje celkovy naboj, velikost, a nakonec i
jeho stabilitu. ZvysSeni tohoto podilu ma kladny vliv na zvySenou expresi genu in vitro v zavislosti na
jeho vysokém kladném naboji. Ten umoznuje vy$§i prostupnost membranami a tim i vys$$i genovou
expresi. To je vykoupeno cytotoxicitou, kterou zplsobuje pohyb prebytku volného kladné nabitého
polymeru (Gary a kol., 2013; Zhao a kol., 2009). To tedy naznacuje, Zze by mohlo dojit k vyvolani
silné imunitni reakce, tento nastaly problém by mohla vyftesit nizsi koncentrace peptidu (Lo a Wang,

2008).

Maskovani pH citlivou doménou v cileni na nadorové buiky

Dulezitost pH a pH senzitivnich domén, jez lze pouzit k usnadnénému uniku z endozomu,
jepopsano 1 vdalsi studii, ktera zaroven feSi i otazku cileni peptidd na konkrétni tkang.
Zainkorporovanim pH senzitivni domény, jez po zméné pH zméni svoji konformaci a narusi tak
membranu, 1ze totiz cilit i na mista, kterd se vymezuji niz§im pH jako je zanétlivé lozisko, nadorové

mikroprostfedi nebo endozom. Pii cileni na nadory je vSak obtizné modelovat castici tak, aby
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rozeznala nadorové extracelularni prostiedi, jez je pouze o 0,4 az 0,8 jednotek pH nizsi nez pH okolni
tkan¢, vyuziti pH citlivé domény k detekci téchto mist je efektivni alternativou (Gerweck

a Seetharaman, 1996).

Touto pH senzitivni doménou byla sekvence histidin-glutamatu (HE), kterd byla pfipojena
ptes pentaglycinovy linker k modelovému amfipatickému peptidu (MAP). MAP peptid byl vybran
z diivodu obstojnych vysledki pti dopravé ¢astice do cytosolu i do jaddra endocytickou cestou, zvIaste
diky jeho struktute (Kenien a kol., 2012). K vytvoteni komplexu jiz zbyvalo pouze pfipojeni nakladu,
vtomto pfipad€¢ glutathion-S-transferasy (GST). Pouziti tohoto komplexu se porovnavalo se
syntetizovanymi analogy, jez mély zabudovanou pouze HE nebo MAP ¢ast (HE-GST a MAP-GST
komplexy). Pro experiment byl vyuzit xenografni mysi model lidského karcinomu prsu, v tomto
modelovém organismu bylo povoleno nechat narist nadory do velikosti 0,5-1 cm’. Byla pozorovéana
vysoka mira internalizace do t€chto nadorovych bun¢k a zaroven ne do jinych. To bylo dosaZeno tak,
7e negativné nabity glutamat v HE sekvenci maskoval positivni naboj lysinu obsazenému v MAP
peptidu a tim zamezil nespecifické vazbé na zaporné nabité komponenty bunécné membrany (Zaro a
kol., 2012). Pii zmén¢ pH doslo k protonaci histidinu, coz narusilo vazbu HE k MAP a ten vyuzil

svych silnych vlastnosti ve vazbé na bunéény povrch.

Zkoumané peptidy byly pro in vitro pokus oznaCeny radioaktivnim jodem. Pfi inkubaci
s HeLa buiikami za neutralniho pH (7,5-7) vykazoval komplex I-GST-HE-MAP zanedbatelnou vazbu
na bunku, ovsem jen do t¢ doby nez se pH (6,5-6) snizilo, poté byl pozorovan tfi az Sestinasobny
narust.

Aby se tyto slibné vlastnosti potvrdily i v prostfedi in vivo vSechny komplexy byly obarveny
Cervenou fluorescenéni barvou IR800. Zkoumané komplexy byly posléze nitrozilné vneseny do
mys$iho modelu s nepatrné niz§im pH okolo tumort (Gillies a kol., 2002). Poté byla pozorovana silna
fluorescence okolo nadortl, jeZ trvala i 24 hod po aplikaci. Casovy priibéh rozprostfeni barvenych
komplext je zndzornén na obrazku ¢. 6. Barvivo se rozprostfelo po hodiné od aplikace, zbytkové se
vyloucilo po necelych 6 hodindch od aplikace. Nejvyssi detekovatelny fluorescencni signal IR800-
GST-HE-MAP byl pozorovan vnadoru a vledvinach. IR800-GST-HE-MAP byl nalezen
v minimalnim mnoZstvi v jatrech a ve slezing, nedetekovatelny byl ve slinivce a srdci. V porovnani se
zbylymi dvéma komplexy, IR800-HE-GST vykazoval vSeobecné slaby signal, o poznani vétsi
fluorescence byla pozorovana u IR800-MAP-GST, jez byl také nashromédzdén u nadort. Ostatni
zndmky fluorescence v oblasti jater aledvin byly pouze z dlivodid zbavovani se téla od tohoto
proteinu. Dalsi velkou vyhodou zainkorporovani HE sekvence byla i jeho role ve sniZeni cytotoxicity.
Pti pouziti MAP peptidu samotného vykazoval za vétsi koncentrace nez 2 pM cytotoxicitu, v tomto
ptipad¢é za obdobné koncentrace nikoli (Scheller a kol., 1999). IR800-GST-HE-MAP byl pozorovan
v oblasti nadoru jiz po pul hodin€ a s nejveEtsi intenzitou mezi prvni a druhou hodinou od aplikace. (Fei

akol., 2014).
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Obr. €. 6.: (A) Zobrazeni tii fluorescencné znacenych komplexti IR800-HE-GST, IR800-MAP-GST,
IR800-GST-HE-MAP in vivo v koncentraci 3,65 nmolii po nitrozilni injekci. Bild Sipka oznacuje
tumor. V pravé &asti je $kala intenzity fluorescence. (B) Casovy pribéh rozprostieni fluorescenéné
barveného komplexu IR800-GST-HE-MAP in vivo po dobu 6 hodin od nitrozilni injekce (pfevzato a
upraveno z Fei a kol., 2014)

Zavedeni fizogennich peptidi

Fuzogennni peptidy se vyskytuji u obalenych vird a jsou nékterymi z nich vyuzivany jako
unikova strategie pii uvoliiovani virové ¢astice z endozomu s cilem pomnozit se v hostitelské bunce
(Skehel a kol., 2001). Naptiklad peptid HA2, jenz byl separovan z obalového glykoproteinu
hemaglutininu, je pivodné zodpovédny za velmi pruznou variabilitu virového obalu chiipky typu A,
jenz mu umoznuje unikat pfed imunitnim systémem a zaroven je nezbytny k navazani na hostitelskou
buiiku (rozeznava kyselinu sialovou pfitomnou v glykoproteinech na povrchu bungk). Konkrétné
20 aminokyselin nachazejicich se na N konci peptidu ma dulezitou roli. Za snizeného pH (5) se jejich
o helikalni struktura ostfeji zalomi (zpasobeno rotaci Glul5 a Aspl9) a vytvori hlubsi hydrofobni
kapsu, jez se zanofuje hloubéji do lipidové dvojvrstvy, viz obr. ¢. 7. Timto zpisobem dochazi

k destabilizaci membrany (Han a kol., 2001).
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Obr. ¢. 7.: Zmény v konformaci fuzni domény HA2 peptidu v lipidové dvojvrstvé za snizeného pH
(zndzornéno Cerven€) a za fyziologického pH (znazornéno zlute). Bily objekt predstavuje fosfolipid
prostupujici membranou. Tmaveé Seda zona je specifikovana pro hydrofobni uhlovodikové fetézce
a svétlejsi Seda pro polarni cast lipidové dvojvrstvy. Kritické oblasti poukazujici na lipid-proteinové

interakce jsou oznac¢eny modrym trojihelnikem (pfevzato z Han a kol., 2001).

Schopnost peptidu HA2 destabilizovat membranu byla vyuzita ke zlepSeni schopnosti Tat
peptidu uniknout z endsomu. K detekci uspéSn¢ho uvolnéni zendozomu byla pouzita Cre
rekombinaza, coz je enzym zodpovédny za mistné specifickou rekombinaci. Po uspésném transportu
do jadra v takzvanych loxP mistech na DNA vystépi piivodni sekvenci a nahradi ji detekénim genem.
Zamérem bylo ji pouzit k vystfizeni ptivodni sekvence (STOP segment DNA) mezi loxP misty a
posléze ho nahradit genem kodujicim zesileny zeleny fluorescencni protein (EGFP), viz obr. €. 8.
Z divodu vyhnout se obtizim zpusobenych fixaci byl experiment proveden na zivych mySich T
buiikach nesoucich gen pro EGFP a pied nim STOP sekvenci ohranicenou loxP misty. Pii pouziti
tohoto Tat-HA2 komplexu dopraveného do vackli makropinosomi, zaroven za zvySujici se
koncentrace Tat-Cre komplexu v témze vacku, bylo ze 70 % dosaZeno rekombinace, tedy pozorované
fluorescence po mistné specifické rekombinaci. V porovnani s pouzitim kontrolniho Tat-Cre
konjugatu, ktery dosahoval rekombinace pouze ze 30 %, tak jako samotny HA2 peptid, kontrolni Tat

dosahl miry rekombinace ze 40 %. Je dulezité zminit, Ze nebyla zjiSténa cytotoxicita, ani plisobeni na
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jiné membrany v buiice. Pravé cytotoxicita totiz limituje klinické pouziti endozomalnich disruptort,

jako je chloroquin a polyethylenimin, pfi jejich efektivni koncentraci (Wadia a kol., 2004).

Pr loxP STOP loxP  EGFP Zadné
x'). o .
s+ TAT-Cre
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W

Pr loxP EGFP
; exprimované
Obr. ¢. 8.: Zpiisob detekce dopravy Tat peptidu zalozeny na mistné specifické rekombinaci s vyuzitim
Cre rekombinazy. Vystiizeni transkripéniho STOP segmentu DNA(obarven modie) konjugatem
Tat-Cre (Tat peptid s Cre rekombinazou) mezi vyznacenymi loxP misty (zndzornéna oranzove)

%

upraveno z Wadia a kol., 2004).

Akumulace positivniho naboje

Dalsim vychodiskem z této situace se jevi moznost akumulovat na jedno urcité misto lipidové
membrany vysokou hustotu positivniho naboje a tim membranu destabilizovat. Tato vize byla nejprve
aplikovana na protein GFP (green fluorescent protein), tento protein fluoreskuje zelenym svétlem
pokud je ozaren svétlem modrym, pii nejvyssi excitaci dochazi pii ozateni svétlem délky 395 nm. Jiz
diive bylo znamo, Ze povateni a zchlazeni nebrani tomuto peptidu zafit ani vazat reverzibilné DNA a
RNA. Tomuto GFP byly zaporné nabité AK vyméne€ny za positivné nabité, za piredpokladu, ze by
mohl vazat také negativn¢€ nabité komponenty sav¢ich bunéénych membran. Tim tento protein ziskal
neobyCejné vysoky positivni naboj, proto oznaceni supernabité proteiny, a byl uUspé$né vyuzit
k dopravé siRNA a pDNA (Lawrence a kol., 2007; McNaughton a kol., 2009).

Princip akumulace pozitivniho naboje za ucelem destabilizovat membrény inspiroval
k vytvoteni novych PPM jako je 3TAT, 2TAT, 1TAT. Pojmenovani koreluje s poctem kopii peptidu
Tat, jez byly pfipojeny na syntetickou kostru (KGKGKG) C-koncem. N-konec této kostry byl oznacen
karboxy-tetrarhodaminem, cervenym fluoroforem, za tc¢elem detekovat a kvantifikovat tento komplex
v buiice. 2TAT peptid pfi pouzité koncentraci 4,5 uM dosahl pouze 10% uspéSnosti pii detekci
fluorescence v jadie a v cytoplasme. Zato peptid 3TAT dosahnul fluorescence v téchto oblastech u
50 % bunééné populace. Pii aplikaci vyssi koncentrace peptidu nez 3 uM vSak zacal peptid vykazovat
znamky toxicity, pfi koncentraci 5 uM uz byl zietelné toxicky, proto nebyl za vys$si koncentrace

pouzit. Bylo prokazano, Ze nejvys$si pouzité koncentrace, 9 uM pro 1TAT s 4,5 uM pro 2TAT, nikdy
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nedosahnou vysledkl obdrzenych 3TAT peptidem pii 3 pM koncentraci. Jinymi slovy aplikace
vyssiho poctu kopii Tat peptidu v ramci jednoho komplexu je efektivnéjsi nez aplikace samostatnych
peptidu (1 puM) do buiky, nez tomu bylo u2TAT (4,5 uM), zaroven 3TAT vykazoval vyssi
fluorescenci v cytoplasmé jako vysledek uspésného tiniku z endozomu.

Jako naklad byla pouzita Cre rekombinaza produkujici v Cre-LoxP rekombinanim systému
(po mistné specifické rekombinaci) GFP protein. Dal§im pouzitym ndkladem byl maly membranu

neprostupujici protein SNAP-Surface 488 zplisobujici fuzi histond, ktera se projevi fluorescenci jadra.

vysledky 1TAT (1,6%) i 2TAT (6,6%) byly o poznani niz§i. Princip vyprosténi z vacku je takovy,
ze Tat peptid interaguje s BMP (bis(monoacylglycerol)fosfat, z anglického
bis(monoacylglycero)phophate), tedy s negativné nabitymi lipidy v membranach pozdnich endozomu.
BMP tak zprostfedkovava presun Tat peptidu hloubé&ji do hydrofobniho vnittku membrany a indukuje
fizi membran (Erazo-Oliveras a kol., 2016).

Jiz dfive bylo prokazano, Ze pfitomnost monoklonalnich protilatek (anti-BMP) zamezujici fuzi
membran pozdnich endozomti blokuje tnik Tat peptidu z vacku (Erazo-Oliveras a kol., 2016). Byl
ovefovan vliv této protilatky na vacky s 3TAT, ty posléze vykazovaly bodové rozlozeni fluorescence
iniz§i miru uniku do cytosolu, coz znaci, ze 3TAT peptid zlstal uvéznén v endozomu i
s dopravovanym nakladem. Ani v tomto piipadé nesmi byt opomenuta cytotoxicita 3TAT peptidu, jez
je pritézujici okolnosti pro klinické pouziti, jelikoz soustiedény kladny naboj muZze zputsobit
nekontrolovatelné naruSeni jinych nez cilovych membran. Zajimava se zda byt informace, ze ackoliv
2TAT peptid i dfTAT (dimerni fluorescencni Tat peptid) oba obsahovaly dvé kopie Tat peptidu, 2TAT
si vedl hufe v internalizaci do buiikky. Na zhorSenou internalizaci mize mit vliv po¢et navazanych
fluorofort, jelikoz nefluorescenéni znacené Tat peptidy vykazovaly niz§i miru internalizace nez

fluorescencné znacené. Pricinou mize byt také délka linkeru mezi Tat peptidy. (Brock a kol., 2018)

Vliv znaceni fluorofory

Jak bylo nastinéno vyse, vliv fluorofori pouzivanych k detekci pohybu PPM v buiice muize
ovliviiovat samotné chovani té€chto peptidi. Jiz z chemického hlediska by se dalo odvodit, Ze
pfipojenim objemné, rigidni a hydrofobni ¢asti k asto hydrofilnim, kratkym peptidim se chovani
celého komplexu zméni (Hirose a kol., 2012). Navzdory ¢astému pouzivani fluoroforti k znateni PPM
neni dostate¢né znamo, jak ovliviiuji interakci takto znacenych PPM s membranami.

Touto problematikou se zabyvala studie pouzivajici pANT (penetratin) jako PPM s rozli¢nymi
navazanymi fluorofory ke sledovani interakci se savéimi bunéénymi kulturami. Vysledky poukazuji na
vys$$i cytotoxicity takto znacené¢ PPM (Birch a kol., 2017). Ve zminéné studii bylo zjisténo, ze

navazovani N-koncové pripojenych fluorofori nema negativni dopad na zaujimani sekundarni
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struktury penetratinu (v tomto pfipadé o helixu), tudiz nebrani efektivnimu navazani PPM na
membranu. Dokonce konjugaty pANTyc, (komplex 7-methoxycoumarin-4-yl kyseliny octové-pANT)
a pANTpga (1-pyren maselna kyselina-pANT) vykazuji znacné vys$i miru zaujimani této struktury pfi
vazbé na membranu, nez tomu bylo ujinych pouZzitych konjugati. Jako model pro zkoumani
internalizace PPM  bylo vyuzito lipidové dvojvrstvy na pevném podkladu (SLBs z anglického
supported lipid bilayers) (Richter a kol., 2006). Internalizace konjugati do membrany byla
analyzovana uvoliiovanim fluorescenéné znaceného vapniku z vackd, na néz pusobily PPM, a
dynamického rozptylu svétla. Bohuzel samotny penetratin se vaze pouze v hlavové ¢asti fosfolipidl a
vyznamnéji nezasahuje do hydrofobniho vnittku membrany (Berlose a kol., 1996). Dtikazem budiz
jeho nizké, radoveé molarni hodnoty koncentrace pti uvoliiovani vapniku, zatimco konjugaty pANT gy
(konjugat rhodaminu B s penetratinem) a pANTpgs (konjugat kyseliny 1-pyren maselné s
penetratinem) vykazovaly vyrazné vyS$$i Unik vépniku a to za pouziti nizké molarni koncentrace

samotného penetratinu.

Ziskané vysledky poukazuji, Ze tyto konjugaty prostoupily membranou micelaci SLBs.
hydrofobicity v porovnani s ostatnimi. U téchto konjugati byly pozorovany také nejvyssi hodnoty
v propustnosti a naruseni membrany, jakozto i v hloubce jejich zakomponovani se do lipidové
dvojvrstvy. Zajimavou se jevi skute¢nost, Ze navzdory podobnym ucinkiim se ptipojené fluorofory
strukturou navzajem lisi (Hedegaard a kol., 2018). Vlivu fluoroforii by se tedy jist€ dal vyuzit ku
prospéchu pii pouziti specifickych PPM, avsak k detekci obécné by bylo vhodnéjsi pouzit naptiklad

radioaktivniho znaceni a zamezit tak ovivnéni pfirozeného chovani peptidi pfi jejich pozorovani.

Vyuziti fotochemické indukce

Jako dal$i moznost k navozeni ruptury endozomu bylo vyuziti fotochemické indukce.
Tato zajimava metoda je zaloZena na stejném principu jako fotodynamicka terapie, kterd je
celosvétove vyuzivana k 1é€bé k riznych nadori. Je zajiSténa pritomnosti na svétlo citlivého, v nddoru
se hromadiciho fotosenzibilizatoru (FS), ktery po ozafeni pfevede svoji energii na molekularni kyslik,
jenz tvoti reaktivni formy kysliku (z anglického ROS-reactive oxygen species), nejcastéji zastoupeny
singletovym kyslikem, jenz se podili zejména na denaturaci membrany peroxidaci lipidi v okoli
tohoto fotosenzibilizatoru (Felsher, 2003). Narusi tim membranu a nici tak rakovinotvorné bunky.

Fotosensibilizator je zpravidla amfifilni latka, ktera se zainkorporuje do plazmatické
membrany, potazmo do membrany endozomu. V lumen endozomu se nachazi i hydrofilni latka
(terapeutikum), ktera je distancovana od FS v membrané, jelikoz by ji mohl degradovat. Po
kontrolovaném a lokalnim osviceni dojde k ruptufe membrany vySe zminénym mechanismem a

uvolnéni FS i terapeutika do cytosolu (Maiolo a kol., 2004; Selbo, 2000; Selbo a kol., 2010).
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Jako PPM byl pouzit peptid TP10 biotinylovan na N-konci (TP10b) a jako pfipojeny naklad
proteinové povahy byl vyuzit tubulin. Tento peptid méa vyhodu v tom, Ze po fotoindukéné navozené
ruptufe endozomu se zainkorporuje piimo do bunécnych mikrotubull vyskytujicich se v cytoskeletu.
Komplex TP10 s nakladem byl vizualizovan hydrofobnimi fluorofory Alexa Fluorem 633, Texas Red
nebo TRITC, fluorofory plnily zaroven funkci FS. Pfedpokladd se, Ze po osviceni excitované
elektrony fluoroforu indukuji tu samou peroxidaci lipidi a naslednou rupturu jako jiné
fotosensibilizatory (Srinivasan a kol., 2011). Tento komplex byl inkubovan za riiznych poméra
s bunikami ovarii divokého ¢inského kiecka po dobu 1 h. Fotoindukce bylo dosazeno rtutovou lampou
vyzatujici viny o délce 545-580 nm, jejimz cilem bylo ozafit fluorofory pfipojené ke konjugatu TP10b
s nakladem. Po osviceni byly pod mikroskopem viditelné zablesky v cytosolu, coz svéd¢i o tispésném
uniku z endozomu. Komplex fluoforu-TP10b a nakladu proteinové povahy projevil schopnost
vystoupit zendozomu 1 sndkladem v90 % pfipadi bunéné populace bez piidavného
fotosenzibilizatoru a za kratkého ozafeni svétlem o vinové délce 545-580 nm. Fotoindukovany tnik
z endozomu nastal pouze za urcitych okolnosti. A to tehdy, kdyz bylo dosazeno dostate¢né akumulace
PPM a nakladu vendozomu a bylo poskytnuto minimalné¢ 6 hodin k akumulaci komplexu v
endozomech. Pouzitim streptavidinu (SA), avidinu (Av) aneutravidinu (NA) jako jinych
dopravovanych molekul proteinové povahy, byl zjistén vliv naboje ndkladu na endozomalni tnik. Cim
vice je naklad positivné nabity, tim je pozorovan niz$i fotoindukovany unik z endozomu. To lze
vysvétlit vy§§im anionickym nabojem SA, ktery mlize vazat elektrostatickymi silami vice peptidi nez
Av.

Podminkami k efektivnimu uvolnéni komplexu do cytosolu je zejména cCas potiebny
k destabilizaci membrany a urcity pomér peptidu ku nakladu. Idedlnim se zda byt ¢as alespon 6 hodin
a pomér peptidu ku nakladu 8:1. Positivni zjisténi je, ze pfi pouziti délky svétla nebo laseru (635 nm)
85-90 % bun€k nebylo zniceno. K ovéfeni, Ze transportovany ndklad je dopraven funkéni a
neposkozeny byl vybran pravé tubulin, ktery je svou velikosti a nabojem blizky streptavidinu.
K dosazeni lepsich vysledkt byl ke komplexu tubulin-TRITC (fluorofor)-TP10b pfidan konjugat SA-
Alexa Fluor 633. Byla pozorovéna UspéSna inkorporace do mikrotubulli ve vice nez 50 % bunék.
Bohuzel neni znam zpusob, jakym je membrana narusena. Vazba streptavidinu na peptid muize
fungovat také jako ochrana pied degradaci. Zajimavé bylo také zjisténi, Ze po fotoindukci zistava
déravy endozom relativné neutralni (pH=6) v disledku deaktivace protonovych pump. Tyto pumpy
generuji kyselé prostiedi uvniti endozomu, avSak vytvorené péry patrné zpusobuji Gnik protond,
v disledku ¢ehoz nabyva endozom témét fyziologickych hodnot. (Rédgel a kol., 2013). Osud téchto
endozomu nebyl dale popsan, ale mize byt inspiraci pro dalsi badani. Tato metoda jiz dosahla II/III

faze klinickych testl a slibuje klinické pouziti pti nadorové terapii (Selbo a kol., 2010).
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Vyuziti domén schopnych uniknout z endozomu

Dalsim feSenim, jak zefektivnit uvolnéni PPM s nakladem z endozomu je zavedeni synteticky
vyrobenych domén schopnych uniknout z endozomu (EEDs z anglického endosomal escape domains).
Tyto domény jsou kratké sekvence zpravidla hydrofobnich aminokyselin, vyznacujici se sklonem
destabilizovat membrany.

Tyto domény byly nésledn€ pfipojeny k peptidu Tat a peptidu odvozenému od zelené¢ho
fluorescencniho proteinu (GFP). GFP je slozen z 11 B listd, které urcuji proteinu strukturu barelu.
Vyjmutim 16 AK z této struktury vznikne velky nefluorescencni fragment (Cabantous a Waldo, 2006;
Cabantous a kol., 2005; Kaddoum a kol., 2010). Pfi inkubaci vyjmuté ¢asti (GFPB11) se zminénym

fragmentem (GFPB1-10) se opét protein stava funkénim fluoroforem jak je zndzornéno na obr. €. 9.

GFPA11 EED

nefunkéni GFP fluoreskujici GFP

Obr. €. 9.: Pouziti GFP k detekci tniku Tat peptidu z endozomu. PPM se nejprve vaze na negativné
nabité glykoproteiny bunééné membrany a poté je endocytovan. Je navozen tnik GFPB11-PPM-EED
komplexu z endozomalniho vacku inzerci hydrofobni EED domény do lipidové dvojvrstvy. Vazba
GFPB 11 s nefluorescencnim fragmentem GFPB 1-10 v cytoplazmé zapficini vznik fluorescen¢niho

proteinu GFP (pfevzato a upraveno z Lonn a kol., 2016).

Tento princip byl vyuzit k detekci v soucasné studii. GFPB11 peptid byl ptfipojen k Tat-EED
peptidu pres disulfidovy linker, ktery dovoloval GFPB11 nakladu odd€lit se od zbytku uvniti bunky.
Pozorovana cytotoxicita zptisobena blizkosti EED domény a Tat peptidu komplikovala pouziti tohoto
komplexu, proto byl zaveden usek polyethylenglykolt (PEG), ktery tento nechtény projev odstranil.

PEG je totiz inertné¢ se chovajici molekula, sniZujici riziko vyvolani imunitnich reakci a zaroven
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predchazejici degradaci v savéich bunkach, proto je Casto vyuzivanym k ucelim modelovat vlastnosti
dopravovanych castic (Abuchowski a kol., 1977; Roberts a kol., 2002; Working a kol., 1997).
Zavedeni 6 PEG jednotek mezi Tat peptid a EED se ukazalo jako nejvyhodnéjsi pocet, sestaveny
komplex vypadal takto: GFPB11-(S-S)-TAT-PEG6-GWWG(EED). Pfidanim  specifickych
hydrofobnich tsekti do EED zahrnujicich dva aromatické indolové kruhy nebo jeden indolovy kruh a
dva aromatické fenolové kruhy ve fixované vzdalenosti Sesti polyethylenglykolti od Tat/nakladu

e

vykazoval nejsilnéjsi signal fluorescence, dopravu z endozomu do cytoplasmy.

Byl pozorovan zvySeny unik komplexu do cytosolu, ale i rapidné snizena cytotoxicita véetné
nejvyssi pouzité koncentrace (60 uM). EED domény byly syntetizovany z aminokyselin jako je
tryptofan (W) a fenylalanin (F), které destabilizuji lipidové membrany diky hydrofobnim R skupinam
(Chen a kol., 2011; Roberts a kol., 2002). Za ruznych kombinaci téchto dvou AK se dospélo
k 7 odlisnym EED doménam. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno zvysenim hydrofobicity pfi zapojeni
F-W-F nebo dvou W ke zbyvajicimu komplexu na jeho C-konec. Takto bylo dosazeno pétkrat lepSich
vysledki bez priznaki cytotoxicity. To se zménilo pfi zavedeni 6 Trp, poté totiz dramaticky vzrostla
cytotoxicita, jez brzdila internalizaci. VylepSenim bylo i zavedeni dvou glycind mezi dva tryptofany.
Tato studie tedy prokazala, ze zavedeni 6 jednotek PEG, tedy osmnacti-uhlikového linkeru mezi PPM

a EED doménu snizi cytotoxicitu, ale neovlivni efektivitu internalizace do bunky. (Lonn a kol., 2016).

Srovnani vlastnosti za sjednocenych podminek

Na z&vér se nabizi zminit nedavnou studii, jez se mize stat velmi uZiteCnou pomuickou pro
dalsi badani. V pribehu let byly objevovany dalsi a dal§i PPM, které vSak byly v experimentech
pouzivany za rozli¢nych, a tedy vzdjemné nesrovnatelnych, podminek. Z tohoto diivodu se soustiedi
na srovnani 474 PPM vybranych z databaze (Gautam a kol., 2012), kterd rovnéz poskytuje informace
o struktufe a sekvenci jiz vice nez 700 popsanych PPM. Byly vybrany takové peptidy, které nejsou
delsi nez 24 AK, nenesou proteinogenni AK zbytky (20 AK tvofticich proteiny, na druhém uhliku maji
navéazanou aminoskupinu-o forma a zaroven jsou L-izomery), nevykazuji cyklickou strukturu ani se
nevazi na receptor, ani netvoii pory. Timto postupem bylo vybrano onéch 474 peptidi v délce 4-24
AK. V poslednim kroku syntézy byl ke vSem 474 peptidim ptidan na N-konec fluorofor FAM
(fluorescein amidit), ktery slouzil jako naklad a zaroven jako reportér k lokalizaci peptidu. Peptidy
byly inkubovany za totoznych podminek na bunécné linii karcinomu délozniho Cipku (HeLa), pfi
koncentraci 10 pM, jez byla hojné pouzivana v experimentech (Mueller a kol., 2008), po dobu 90

minut. Po této dobé by mélo byt mozné efektivn€ pozorovat internalizaci in vitro.

Za téchto podminek byly pozorovany vyrazné rozdily. Nékteré PPM neprokazaly zadny
vysledek v dopravé FAM do buiiky, tedy vysledek byl stejny jako by byl pouzit samotny FAM,

zatimco 20 nejlepSich vykazovalo az 70krat vyssi G¢innost v dopravé FAM do buiky ve srovnani
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s FAM samotnym (hodnoceno srovnanim miry fluorescence). Ve studii se dale soustfedili na
sekvencni vlastnosti té€chto peptidil, jezZ se podepisuji na jejich schopnosti proniknout membranou.
Zasadnim bylo zjisténi, ze peptidy, jez byly delsi nez 13 AK vykazovaly znatelné vySsi stupen
fluorescence nez krat$i konjugaty. Avsak nelze to tvrdit obecné, jelikoz nizsich vysledkd dosahovaly
jedny z nejdelsich PPM. Dalsi zkoumanou vlastnosti byl naboj peptidu za fyziologického pH. Jak se
dalo ocekavat, mnohem snaz byly internalizovany sekvence PPM, které mély prevazujici positivni
naboj nez ty, co jej meély negativni nebo neutrdlni. Nebyl jiz pozorovan razantnéjsi rozdil mezi vice a
meéné positivnimi PPM. Jako posledni vlastnost byl hodnocen vliv lipofilnosti peptidové sekvence.
Hodnota hydropatie peptidu byla ziskdna pfidélenim hydrofilni hodnoty kazdé jednotlivé
aminokyseliné v sekvenci (Hopp a Woods, 1981) anésledné byla vypoctena celkova hydropatie.
V tomto piipadé€ nebyly pozorovany vetsi rozdily.

Limitem uspé$ného pouziti je také schopnost prostoupit bunéénou membranou bez
nenavratného poskozeni bunky samotné, proto byla konfluentni vrstva Hela bunék nepfetrzité
pozorovana pod mikroskopem za pouziti fazového kontrastu pii inkubaci s FAM-PPM konjugaty ve
srovnani s kontrolni bunéénou kolonii. Bylo vybrano 5 zastupct, jeZ po 90 min inkubace dosahlo
nejlepsich vysledkt, dva z nich navic nemély zadny vliv na morfologii vrstvy bun€k (polylysin 19 a
peptid III). U jinych PPM doslo k morfologické zmén¢, konkrétné odlepeni bunék od misky, to vSak
nemusi ohrozovat jejich Zivotnost. Nejintenzivngjsi fluorescence, tedy nejlepSich vysledkli v dopravé
FAM do  buiky, dosahly peptidy: MK2i, inhibitor MAPKAP  kinazy 1I
(WLRRIKAWLRRIKALNRQLGVAA; Lopes a kol., 2010), PPM odvozeny od antimikrobidlniho
peptidu dermaseptinu S4 napojeny na jaderny lokalizacni signal, (VKRKKKPALWKTLLKKVLKA;
Hariton-Gazal a kol.,, 2002) a nové syntetizované modelové peptidy E162, zvniklé pfipojenim
peptidovych sekvencim kjiz zndmym PPM (Hallbrink a kol., 2005), polylysin 19
(KKKKKKKKKKKKKKKKKKK) a peptid 1II (KLALKLALKALKAALK; Scheller a kol., 1999).
ale je, ze provedeni experimentu bylo standardizované a jednotné, tedy poskytuje orientaci a snazsi

pouziti téchto peptidl v dalsim badani (Ramaker a kol., 2018).
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Zaveér

Cilené dopravovani terapeutik do bun¢k je idedlem pro mnoho védeckych skupin, peptidy
penetrujici membrany hraji v tomto oboru nezanedbatelnou roli, jejich pouziti je vSak stale limitovano
uviznutim PPM 1 s nakladem v endosomu. Pro uvedeni do tématu byla prvni ¢ast prace vénovana
klasifikaci PPM, jez je zaroven neméné duilezita k pochopeni mechanismi pfi vazbé na membrany.
Samotna internalizace téchto peptidi je stale se rozvijejicim odvétvim, proto nékteré mechanismy
byla jako nejvyuzivanéjsi zpiisob dopravy potvrzena endocytoza, se vsemi svymi vyhodami i uskalimi.
Zabranéni degradaci v endozomu obsahujicim PPM s pfipojenym ndkladem byly demonstrovany
popisem inspirativnich metod, jez by podpofily PPM v naruseni endozomalni membrany a tniku
dopravovaného nakladu do cytosolu, poptipadé do jadra.

Ackoliv maji pred sebou tyto terapeuticky vyuzitelné peptidy slibné vyhlidky, existuje jesté
mnoho komplikaci, jako je nespecificka vazba na buiiky, popisovany nik z endozomu nebo vyvolani
imunitni reakce. VSechny tyto nedostatky a tfeba i dal$i zatim neznamé, by musely byt odstranény
pted bezpecnym pouzitim v klinické mediciné. Nicméné poskytuji Sirokou skalu vyuziti za
proménlivych podminek, které by bylo skoda dale nestudovat. Ackoliv se jiz n¢které PPM testuji v IL
nebo III. fazich klinickych studii, popsané moznosti zefektivnéni endozomalniho uniku nevyuzivaji.
Snadnéjsimu uvedeni do praxe by mohlo poslouzit vyuziti pocitaCovych simulatord chovani
rozli¢nych biologickych systému in silico (simulace molekularni dynamiky vSech atomd; z angl. all-
atom molecular dynamics simulations), jez mohou pfedurcit osud, antimikrobialnich PPM na zaklad¢
jejich struktury pii vazbé, ptes tvorbu port, po samotnou internalizaci do buiiky (Patel a kol., 2017).
Predikce chovani peptidi je zaloZzend na kombinaci algoritmd, efektivnosti vypocetni techniky a
vylepSenych vzorkovacich postupech. Timto by se dalo urychlit i zlevnit zavedeni zde konkrétné
antimikrobialnich peptidi (sledované na MAP peptidu tvoticim pory) do klinické praxe. Velka vyhoda
se skyta v tom, ze simulace je schopna vérohodné napodobit realnou bakteridlni membranu i s jejimi
odchylkami v zastoupeni odlisnych lipidii a proteind na rozdil od modelovych membran, jez maji
omezené moznosti (Patel a kol., 2017). Tato metoda se bohuzel zatim omezuje na termostabilni PPM,
ale i tento nedostatek se pfi rychlém technickém pokroku muize béhem nésledujici dekady vytesit.
Zatim byla uzitecnost této metody ovefena pouze v porovnani s experimenty in vitro. Konecné slovo

bude mit jejich porovnani s experimenty na PPM in vivo (Ulmschneider a Ulmschneider, 2018).

I po necelych tficeti letech intenzivniho zabyvéani se timto fenoménem nejsou objasnény vSechny
potiebné mechanismy k SirSimu vyuziti téchto peptidi. Pokud se ale tento trend udrzi i do budoucna

mohly by s trochou optimismu PPM ptedstavovat téméf univerzalni feseni k tvorbé novych 1éciv.
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