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Summary

Cell penetrating peptides (CPPs) are short peptides containing 5 — 30 amino acids
residues. CPPs are able to cross plasma membranes without disturbing its function, and even
assist other biological molecules in translocation into cell.

The aim of this doctoral dissertation was synthesis and biological evaluation of novel
class of cell penetrating peptidomimetics. A set of compounds containing various numbers of
L-2,3-diaminopropionic acid (Dap) residues connected through the peptide bond was
synthesized. Each B-amino group of Dap residue was coupled with oxa-acids functionalized
with a guanidine, —NH, or —OH moiety. Synthesized peptidomimetics were fluorescently
labeled or contained free N-terminus.

Cytotoxicity tests confirmed that compounds at the concentration used in the cell
experiments (10 uM) are not toxic. First, the ability to penetrate the cell membrane of each
synthesized compound was investigated. Obtained peptidomimetics were incubated with
breast cell lines: healthy — HB2, cancer — MDA-MB-231 for 24 hours and their uptake by the
cell efficiency was evaluated under fluorescent microscope. Peptidomimetics consisting of six
or eight guanidine moieties were able to effectively cross the cell membrane. In this process
the crucial factor is the number of guanidine groups. Replacement of any guanidine group in
peptidomimetics structure resulted in the shift of their biological activity. The exchange to
amino group weakened their penetrating properties and the replacement to hydroxyl group
resulted in complete activity loss. Most potent peptidomimetics were capable of locating
themselves inside various cell lines of breast, skin, bladder, murine macrophage and rat
podocytes. Mixed mechanism is used during penetration of biological membranes which is the
combination of endocytosis and direct transport. Additionally, this group of compounds did
not influence a cell cycle of above-mentioned cell lines.

In the next step, interaction between most potent peptidomimetics and nucleic acid
were investigated by means of MST, SPR and electrophoresis. Tested compounds interact with
ssDNA and dsDNA in micromolar range. The strength of this interaction correlates with the
number of guanidine groups present in peptidomimetics sequence. Further the interaction of
selected compounds with plasmid DNA was tested by AFM technique. The obtained results
indicated that peptidomimetics with multiple guanidine moieties caused formation of large
structures, which complexity depends on number of guanidine groups. In consequence such
compounds were able to condensate DNA and diminish its charge and could mediate its
transport to the cell.

What is more tested peptidomimetics can also mediate protein intracellular transport. It
is effective for labelled inert protein and enzymatic active molecule.



Streszczenie

Peptydy penetrujgce btony komdrkowe (ang. Cell penetrating peptides, CPP) to krotkie
zwiazki zawierajgce w sekwencji od 5 do 30 reszt aminokwasowych. CPP posiadajg zdolnos¢
do przenikania przez btony cytoplazmatyczne nie powodujgc zaktécenia ich funkgji,
posredniczg one rowniez w wewnatrzkomoérkowym transporcie innych zwigzkdéw biologicznie
czynnych.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta synteza oraz badania biologiczne nowej klasy
peptydomimetykdéw penetrujgcych btony komdrkowe. Wykonano synteze analogicznych
zwigzkdéw zawierajgcych w sekwencji reszty kwasu L-2,3-diaminopropionowego potaczone
wigzaniem peptydowym. Grupy B-aminowe kazdej z reszt Dap zostaty zmodyfikowane poprzez
przytaczenie oksakwaséw sfunkcjonalizowanych ugrupowaniem guanidynowym, grupg
aminowa lub hydroksylowa. Zwigzki znakowane byty fluorescencyjnie lub posiadaty wolny N-
koniec.

W pierwszym etapie przeprowadzono testy oceny cytotoksycznosci, ktdre potwierdzity,
iz zwigzki te, w stezeniu 10 uM, nie sg toksyczne wobec analizowanych linii komdérkowych.
Nastepnie zostaty zbadane zdolnosci penetrujgce zsyntezowanych peptydomimetykéw wobec
bton komérkowych. W tym celu zwigzki poddano 24-godzinnej inkubacji z liniami
komérkowymi piersi: zdrowymi — HB2 oraz nowotworowymi — MDA-MB-231. Wykonane
obserwacje mikroskopowe potwierdzity, iz zwigzki zawierajgce w sekwencji 6 lub 8 ugrupowan
guanidynowych najefektywniej wnikajg do wnetrza komarek. Ugrupowanie guanidynowe jest
decydujagcym czynnikiem w przenoszeniu peptydomimetykow przez btony biologiczne.
Zastgpienie ich resztg aminowag —NH; powodowato znaczne zmniejszenie wifasciwosci
penetrujgcych, natomiast zamiana ich na reszty hydroksylowe —OH skutkowata catkowitym
zanikiem zdolnosci do przenikania przez bfony cytoplazmatyczne. Peptydomimetyki
najefektywniej penetrujagce membrany biologiczne wnikajg do wnetrza wiekszosci badanych
linii komdrkowych piersi, pecherza moczowego, skory, a takze podocytdéw szczurzych oraz
makrofagéw biataczki mysiej. W tym celu stosujg mieszany mechanizm penetracji bton
biologicznych, wykorzystujagc endocytoze oraz transport bezposredni. Dalsze badania
biologiczne wykazaty, ze peptydomimetyki nie wptywajg znaczgco na przebieg cyklu
komaérkowego wyzej wymienionych linii komdrkowych.

W kolejnym etapie zostaty przeprowadzone badania wykorzystujgce techniki
elektroforetyczne, MST oraz SPR, ktdre potwierdzity tworzenie sie oddziatywan pomiedzy
peptydomimetykami  zawierajgcymi  ugrupowania guanidynowe, a jednoniciowym
oraz dwuniciowym fragmentem DNA w zakresie mikromolowym. Sita tworzacych sie
oddziatywan zwigzana jest z iloscig grup guanidynowych w sekwencji zwigzkéw i rosnie wraz
ze wzrostem ich liczby. Nastepnie sprawdzony zostat wptyw utworzonych peptydomimetykéw
na kondensacje plazmidowego DNA przy uzyciu techniki AFM. Uzyskane wyniki wskazuja, iz
zwigzki zawierajace w sekwencji liczne ugrupowania guanidynowe powodujg powstawanie
wiekszych struktur, ktdrych ztozonos$¢ rosnie wraz ze wzrostem liczby ugrupowan
guanidynowych. W konsekwencji dochodzi do kondensacji plazmidowego DNA oraz
do zmniejszenia wartosci jego fadunku, w zwigzku z czym zsyntezowane peptydomimetyki
mogg posredniczy¢ w transporcie DNA do wnetrza komorek.



Ponadto, zsyntezowane peptydomimetyki mogg by¢ réwniez mediatorem
w wewnatrzkomérkowym przenoszeniu biatek. Dotyczy to zaréwno znakowanych czasteczek
nieposiadajgcych aktywnosci biologicznej, jak i tych wykazujgcych dziatanie enzymatyczne.



Wykaz skrotow stosowanych w pracy

Cze$( literaturowa

ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy

AFM — mikroskopia sit atomowych

ANB — kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy

ATP — adenozyno-5’-trifosforan

BBB — bariera krew — mdzg

CK-2 — kinaza serynowo-treoninowa

CNT — nanorurki weglowe

CPD - polidisulfidy penetrujgce btony komérkowe
CPP — peptydy penetrujace btony komérkowe
CXCR4 — receptor chemokin typu 4

Dap — kwas 2,3-diaminopropionowy

Dox — doksorubicyna

EGFR — receptor nabtonkowego czynnika wzrostu
EPR — zwiekszona retencja i przepuszczalnosc
GAG — glikozoaminoglikany

Gdm+ —kation guanidynowy

GLUT —transportery glukozy

GNP — nanoczastki ztota

GPNA - peptydowy kwas nukleinowy zawierajgcy ugrupowania guanidynowe
GTP — guanozyno-5’-trifosforan

Hep — heparyna

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci

HNE — ludzka elastaza neutrofilowa

hNSP4 — neutrofilowa ludzka proteaza serynowa 4
MD - dynamika molekularna

MDM2 - ligaza biatkowa ubikwityny E3

NLS — sygnat lub sekwencja lokalizacji jadrowej
ON - oligonukleotydy

PCNA — jadrowy antygen komérek proliferujgcych
PDB — baza danych o biatkach

PEG — glikol polietylenowy

PNA — peptydowy kwas nukleinowy

PR3 — proteinaza 3

RU — jednostki odpowiedzi

RVG — glikoproteiny wirusa wscieklizny

SPM — mikroskopia sit atomowych

SPR — powierzchniowy rezonans plazmonowy
STM — skaningowy mikroskop tunelowy

TLR — receptory toll podobne

TRIC — zmiana intensywnosci zwigzana z temperaturg
VEGFR — receptor czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego



Cze$¢ doswiadczalna

AFC — 7-amino-4-trifluorometylokumaryna

APS — nadsiarczan amonu

Boc — ostona tert-butyloksykarbonylowa

BSA — surowicza albumina wotowa

Bt — biotyna

CCA — kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy

CHAPS — 3-[(3-cholamidopropylo)dimetyloamonio]-1-propanosulfonian
DBU — 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en

DCM — dichlorometan

DHB — kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy

DIC — N,N’-diizopropylokarbodiimid

DIPEA — diizopropyloetyloamina

DMF — dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DTT — 1,4-ditiotreitol

EDT - etano-1,2-ditiol

EDTA — kwas wersenowy

EdU - 5-etynylo-2’-deoksyurydyna

FBS — ptodowa surowica bydleca

Fmoc — ostona 9-fluorenylometoksykarbonylowa

GO1 - kwas 5-guanidyno-3-oksapentanowy

GO2 - kwas 8-guanidyno-3,6-dioksaoktanowy

HBTU — heksafluorofosforan-O-(benzotriazol-1-yl)-N, N, N’,N’-tetrametylouroniowy
HEPES — kwas hydroksyetylopiperazynoetanosulfonowy

HO1 — kwas 5-hydroksy-3-oksapentanowy

HO2 — kwas 8-hydroksy-3,6-dioksaoktanowy

ivDde — 1-(4,4-dimetylo-2,6-dioksocykloheks-1-ylideno)izowaleryl

MES - kwas 2-(N-morfolino)etanosulfonowy

MTT — bromek (3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy
Mtt — ostona 4-metylotrytylowa

NMP — N-metylopirolidon

NP-40 — nonylofenoksypolietoksyletanol

OXYMA - heksafluorofosforan-(1-cyjano-2-etoksy-2-oksoetylidenoaminooksy)-dimetyloamino-
morfoliny

01 - kwas 5-amino-3-oksapentanowy

02 - kwas 8-amino-3,6-dioksaoktanowy

Pbf — ostona 2,2,4,6,7-pentametylodihydrobenzfurano-5-sulfonowa
PBS — roztwor soli fizjologicznej buforowany fosforanami

TBTU - tetrafluoroboran-O-benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N’-tetraetylouronianu
TEMED — N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

TFA — kwas trifluorooctowy

WST-8 — sél sodowa 2-(2-metoksy-4-nitrofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)-2H-
tetrazoliowa
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I. Przeglad literaturowy:

1. Wprowadzenie

Nieustajgcy rozwdj cywilizacji przyczynia sie do powstawania nowych choréb,
na ktére medycyna poszukuje innowacyjnych rozwigzan. W wielu rodzajach terapii
farmakologicznych coraz czesciej wykorzystuje sie zwigzki wielkoczasteczkowe.
Powodowane jest to ich zdolnoscia do rozpoznawania okreslonych struktur
wewnatrzkomdrkowych oraz wigczania sie do danych S$ciezek metabolicznych,
co wptywa na funkcje zyciowe catej komorki. Biatka oraz kwasy nukleinowe s3
zwigzkami aktywnymi biologicznie, jednak ich uzycie moze by¢ utrudnione zwazywszy
na ograniczong przepuszczalnosé btony cytoplazmatycznej. Obecnos¢ tej hydrofobowej
dwuwarstwy fosfolipidowej zapewnia komdrce ochrone oraz umozliwia jej prawidtowe
funkcjonowanie. Jest ona wysoce selektywng barierg utrudniajgcy transport srodkéw
terapeutycznych do cytoplazmy. W celu utatwienia przenoszenia zwigzkdéw
wielkoczgsteczkowych do struktur wewnatrzkomorkowych, wykorzystywano miedzy
innymi wektory wirusowe. Jednakze ich stosowanie wigzato sie z ryzykiem
wbudowania wirusowego materiatu genetycznego do genomu gospodarza. Najlepszy
wektor do transportu lekéw to taki, ktory nie powoduje cytotoksycznosci, nie ulega
hydrolizie enzymatycznej, wspomaga zas stabilnos¢ efektora we wnetrzu komérki oraz
utatwia jego specyficzng dystrybucje, a takze nie niszczy i nie powoduje dezintegracji

btony komérkowej [1, 2].

Biorgc pod uwage ograniczenia w transporcie do wnetrza komodrek zwigzkow
wielkoczgsteczkowych, ktdre powodowane s3g selektywng przepuszczalnoscig btony
cytoplazmatycznej, w ramach rozprawy doktorskiej dokonatam syntezy
peptydomimetykdéw posiadajgcych zdolnos¢ przechodzenia przez btony biologiczne.
Zsyntezowane zwigzki zaliczy¢é mozina do grupy peptyddw penetrujgcych btony
komodrkowe (ang. Cell penetrating peptides, CPP). Przeprowadzenie licznych badan,
umozliwito wybdr peptydomimetykéw wnikajgcych najefektywniej do wnetrza
komodrek zdrowych i nowotworowych, a takie potwierdzito ich zdolnos$é
do wewnatrzkomérkowego transportu zwigzkéw wielkoczgsteczkowych. Opis oraz

wyniki wykonanych eksperymentéw przedstawitam w niniejszej rozprawie doktorskie;j.
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2. Blona komoérkowa

2.1. Budowa oraz funkcja blony komorkowej

Btona cytoplazmatyczna jest ztozong dwuwarstwg lipidowo-biatkowg, ktora
oddziela wnetrze komorki od srodowiska zewnetrznego, odbiera sygnaty pochodzace
z otoczenia oraz uczestniczy w transporcie zwigzkéw z i do wnetrza komérki (rys. 1).
Membrana cytoplazmatyczna jest rowniez $rodowiskiem, w ktérym wystepujg
weglowodany oraz ztozone kompleksy biatkowe o okreslonych funkcjach, sg to miedzy
innymi enzymy, kanaty biatkowe, a takie pompy (sodowo-potasowa, wapniowa

i protonowa) [3 —5].

[Funkcja ochronnaj ‘ [Funkcja transportowa] ‘ [Funkcja komunikacyjna }

czasteczki taricuchy
nieprzepuszczalna * i przenikajgce i cukrowe
czgsteczka | przez btone |

U# e

EMON}IOWONZI}RUMDZ
uazansazid

N\ biatko

. transportowe

hydrofilowa gtowa { e
\ 1
hydrofobowy ogon <|: [ \\\, / i

Fosfolipidy Biatka Weglowodany

cholesterol

EMOIOWONZI}RUMDIM
uaziysazid

Rysunek 1. Budowa btony komaérkowe;.
Rysunek wykonany na podstawie [6].

Ztozona budowa btony cytoplazmatycznej sprawia, iz jest ona potprzepuszczalna,
umozliwia ruch do wnetrza komadrki okreslonym substancjom i jednoczesnie ogranicza
go innym. Transport zwigzkdw chemicznych, czgsteczek oraz jondw do wnetrza
komérki moze odbywac sie w sposéb bierny lub aktywny (rys. 2). Ruch bierny
substancji przez btone cytoplazmatyczng nie wymaga udziatu energii, najczesciej

odbywa sie w zaleznosci od rdznicy stezen jondw pomiedzy przestrzenig
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zewnatrzkomoérkowg, a srodowiskiem wewnetrznym. Wyrdznia sie tutaj osmoze,

dyfuzje prostg oraz dyfuzje utatwiona.

Transport aktywny dotyczy ruchu czastek niezgodnie z gradientem stezen, czyli
z roztworu o nizszym stezeniu do roztworu o wyzszym. W tym przypadku niezbedny
jest udziat energii. Przenikanie zwigzkéw do wnetrza komérki za posrednictwem biatek
przenosnikowych dzieli sie na pierwotne oraz wtérne. Natomiast transport aktywny
zwigzkdw wielkoczgsteczkowych najczesciej odbywa sie za posrednictwem endocytozy
(do wnetrza komorki) oraz egzocytozy (na zewnatrz komarki). Procesy endocytotyczne
dzielg sie dodatkowo na: fagocytoze, makropinocytoze, endocytoze zalezng od klatryn

oraz od kaweoli (szerzej opisane 3.2.2.) [7 —9].

TRANSPORT ZWIAZKOW PRZEZ BLONE KOMORKOWA

|
I |

BIERNY AKTYWNY
Dyfuzja Osmoza Dyfuzja Przy udziale pgcherzykow Przy udziale kanatéw
prosta utatwiona endocytotycznych biatkowych
Endocytoza Egzocytoza Pierwotny Wtérny
Fagocytoza Makropinocytoza  Zaleina Zalezna
od klatryn od kaweolin

Rysunek 2. Schematyczny podziat sposobdw transportu zwigzkéw przez btone komdrkowa.

2.2. ZwiazKi transportowane przez blony komoérkowe

Zdolnos¢ do swobodnej dyfuzji przez btone komédrkowa posiadajg mate
czagsteczki, charakteryzujgce sie umiarkowang polarnoscig. Stosunkowo szybko
przenikajg przez membrane cytoplazmatyczng gazy (02, CO,, N2) oraz niewielkie
czasteczki, takie jak etanol. Dwuwarstwa lipidowa jest praktycznie nieprzepuszczalna
dla wiekszych czgsteczek. W celu ufatwienia transportu tych zwigzkéw przez btone
cytoplazmatyczng, komorki wykorzystujg przenosniki biatkowe. Wyspecjalizowane
kanaty jonowe odpowiadajg za przenoszenie okreslonych jondw, akwaporyny

pozwalajg miedzy innymi na transport czgsteczek wody, w btonie obecne sg réwniez
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transportery glukozy (ang. glucose transporters, GLUT), aminokwasow oraz wielu

innych czasteczek (rys. 3).

przestrzen pozakomorkowa

Mate, Mate, polarne Duze, pO|arTje.
niepolarne czqstec_;zkl CézSteCZkl
czasteczki: pozbawione fd ali(z.one_
0,, CO,, N, %adunku': agunkiem.
H,O, NHs, glicerol glukoza, sacharoza
Btona Biona przepuszczalna  Blona nieprzepuszczalna Btona nieprzepuszczalna
przepuszczalna dla wigkszosci dla wiekszosci - wymagane jest uzycie
czgsteczek - niektére czasteczek - wymagane biatek transportujacych
wykorzystujg dyfuzje jest uzycie biatek
lub osmoze transportujgcych

przestrzen wewnatrzkomérkowa

Rysunek 3. Selektywna przepuszczalnosé btony komorkowe;.
Rysunek wykonany na podstawie [10].

Mechanizm dyfuzji biernej wykorzystywany jest tylko przez niewielkg ilos¢
peptydow. Niektére modyfikacje ich sekwencji mogg przyczyni¢ sie do zwiekszenia
wiasciwosci penetrujgcych membrany cytoplazmatyczne. Yang i Hinner analizujac
zdolnos¢ makrocyklicznego leku, jakim jest cyklosporyna A, do przenikania przez btone
komodrkowa, sugerujg, iz cyklizacja oraz metylacja azotu pochodzgcego z wigzania

amidowego poprawia wtasciwosci penetrujgce zwigzkéw [11 —13].

Przyktadem biatek wydajnie przenikajgcych przez btony komérkowe sg toksyny
biatkowe. Zwigzki te posiadajg w swojej strukturze domene odpowiedzialng
za wigzanie sie z biatkami receptorowymi oraz za pbdiniejszg translokacje

do cytoplazmy. Toksyny btonicy oraz waglika zdolne sg do tworzenia poréw w bfonie
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komérkowej, przez ktére nastepnie wnikaja do jej wnetrza. Wirusy najczesciej
przenikajg przez btone cytoplazmatyczng dwuetapowo, wigzg sie poczgtkowo
z okreslonymi receptorami btonowymi, a kolejno za$ penetrujg membrane

cytoplazmatyczng wykorzystujgc mechanizm endocytozy.

Ze wzgledu na ztozong budowe biatek oraz ujemny tadunek kwasow
nukleinowych, przenikanie obu tych zwigzkdw przez btony komodrkowe jest
ograniczone. Jednakze zwazywszy na ich duzy potencjat terapeutyczny moga by¢ one
przytaczone oraz transportowane przez szereg innych zwigzkéw. Przyktadem s3
liposomy, ktére zamykajg przenoszone przez siebie czastki lub czasteczki we wnetrzu
pecherzyka. Wnikajagc do wnetrza komorki poczatkowo ulegajg adsorpcji
na powierzchni bfony cytoplazmatycznej, a nastepnie za$ wchtaniane sg do jej wnetrza
w wyniku endocytozy. Najefektywniej do wnetrza komérki wnikajg liposomy powstate
z lipidéw kationowych oraz obojetnych. Inng z metod dostarczenia zwigzkéw
do wnetrza komoérki jest zastosowanie nanoczastek ztota (ang. gold nanoparticle,
GNP). Sfunkcjonalizowane grupami aminowymi, wnikaja do wnetrza komorki
za posrednictwem endocytozy. Zmodyfikowane przeciwciatami, sg transportowane
przez membrane cytoplazmatyczng za pomocg endocytozy zaleznej od okreslonych
receptoréow. Nanoczgstki mezoporowatej krzemionki ze wzgledu na duzg powierzchnie
oraz mozliwos¢ jej funkcjonalizacji rowniez mogg by¢ stosowane jako transportery
zwigzkéw do wnetrza komérki. Grupy aminowe lub guanidynowe na ich powierzchni
powodujg wnikanie do wnetrza komérki za pomocg endocytozy zaleznej od klatryn lub

kaweoli [11, 14, 15].

2.3 Roznice w budowie btony cytoplazmatycznej komoérek zdrowych
i nowotworowych
Komérki nowotworowe réznig sie od zdrowych zaréwno budowg anatomiczng,
jak i fizjologig. Dzieki temu mozliwe jest opracowanie lekéw ukierunkowanych
na dziatanie wytgcznie w jednostkach zmienionych chorobowo z jednoczesnym

pominieciem komodrek zdrowych. Najczestszym celem terapeutycznym podczas
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projektowania terapii przeciwnowotworowych jest DNA lub btona cytoplazmatyczna

chorych komérek [16].

Btona cytoplazmatyczna zdrowych komdrek charakteryzuje sie asymetrycznym
rozmieszczeniem fosfolipidow w obu warstwach. W zewnetrznej warstwie przewazajg
fosfatydylocholina oraz sfingomielina, w wewnetrznej zas wystepujg gtdwnie
fosfolipidy aminowe, takie jak: fosfatydyloseryna oraz fosfatydyloetanoloamina.
W przypadku komodrek nowotworowych dochodzi do zaniku asymetrycznego rozktadu
fosfolipiddw w bfonie. Fosfatydyloetanoloamina i fosfatydyloseryna lokalizujg sie
w zewnetrznej warstwie membrany (sprawia to, ze zyskuje ona fadunek ujemny),
dodatkowo dochodzi tutaj do spadku zawartosci sfingomieliny. Zewnetrzna
powierzchnia btony cytoplazmatycznej zdrowych komdrek najczesciej charakteryzuje
sie obojetnym fadunkiem elektrycznym, nowotworowych za$ ujemnym. Z tego tez
powodu zwigzki wnikajgce do wnetrza zdrowych komadrek wykorzystujg hydrofobowe
oddziatywania z membrang cytoplazmatyczng, zas w przypadku penetracji bton
zmienionych chorobowo dominujg oddziatywania elektrostatyczne. Ptynnosc
dwuwartstwy lipidowej komoérek nowotworowych uzalezniona jest od rodzaju
nowotworu, rak ptuc oraz chtoniak wykazujg zwiekszong ptynnos¢ membrany
cytoplazmatycznej. Natomiast komdrki nowotworowe watroby posiadajg stosunkowo
sztywng btone ze wzgledu na obecno$é w strukturze wiekszej ilosci cholesterolu
oraz kwaséw nasyconych. Zewnetrzna warstwa membrany cytoplazmatycznej komdrek
nowotworowych odznacza sie wiekszg iloscig mikrokosmkéw w poréwnaniu do bfony
komodrek zdrowych, co prowadzi do zwiekszenia jej powierzchni, a takze

nieregularnego ksztattu [16 — 20].

Komérki nowotworowe charakteryzujg sie rozregulowanym cyklem proliferaciji.
Ulegajac szybkiemu namnazaniu potrzebujg zwiekszonej ilosci syntezowanych kwasow
ttuszczowych oraz lipidow wchodzgcych w skfad btony komérkowej. Przestrzen
miedzykomdrkowa réwniez ulega zmianie, $Srodowisko guza charakteryzuje sie
chaotycznym unaczynieniem, przez co niektére jego regiony s3 niedotlenione,
przewaza tu glikoliza. W efekcie dochodzi do spadku pH panujgcego we wewnetrzu
komorki oraz w przestrzeni miedzykomérkowej (z pH 7,4 na pH 6,2 — 6,9), Srodowisko

kwasowe sprzyja inwazyjnosci nowotworu [16, 17, 21].
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Zrozumienie budowy oraz fizjologii komérek danego typu nowotworu, umozliwia
opracowanie ukierunkowanych na nie lekéw. Farmaceutyki peptydowe posiadaja
dziatanie przeciwnowotworowe, a ich znaczna ilos¢ znajduje sie obecnie w fazie badan
klinicznych. Przyktadem takiego zwigzku jest cykliczny peptyd — CIGB-300, bedacy
inhibitorem kinazy serynowo-treoninowej CK2, ktérej nadekspresja wystepuje
w komédrkach nowotwordéw piersi, czy macicy (I-ll faza badani). W Il fazie badan
klinicznych znajduje sie réwniez szczepionka peptydowa LY6K-177, ktérej podanie
wywotuje odpowiedZ immunologiczng prowadzacg do stabilizacji wzrostu lub dziatania
przeciwnowotworowego wobec ptaskonabtonkowego nowotworu gtowy oraz szyi [17,

22, 23].

3. Peptydy penetrujace btony komérkowe

Bezpiecznym, a zarazem skutecznym sposobem transportu zwigzkéw biologicznie
czynnych do wnetrza komorki jest zastosowanie wektoréw, jakimi sg peptydy
penetrujgce btony komdrkowe (ang. Cell Penetrating Peptides, CPPs). CPP to pokazna
klasa zwigzkow zawierajgcych w swojej sekwencji od 5 do 30 reszt aminokwasowych,
charakteryzujgcych sie zdolnoscig przenikania przez bfony biologiczne. Peptydy
te mogg wnika¢ do wnetrza komodrek samodzielnie lub mogg by¢ przenosnikiem
szerokiej gamy zwigzkéw bioaktywnych, co ma ogromne znaczenie w rozwoju terapii
lekowych opartych zaréwno na mikro — jak i makroczgsteczkach. Do licznych zalet CPP
zalicza sie miedzy innymi ich niewielki rozmiar, znikomg cytotoksycznos$é, stabilnos¢
w warunkach fizjologicznych, zdolnos¢ do penetracji bton rdézinorodnych linii
komodrkowych, a takze efektywnos¢ w szybkim przenoszeniu zréznicowanych

wielkosciowo czgsteczek przez membrany biologiczne [24 — 27].

W ciggu ponad 30 lat od odkrycia biatka TAT, w sktad ktérego wchodzi peptyd
TAT, bedacy pierwszym opisanym peptydem penetrujgcym btony komodrkowe,
zaprojektowano i zsyntezowano wiele zwigzkéw zaliczanych do grupy CPP.
Prowadzone sg liczne badania wstepne oraz przedkliniczne dotyczgce ich
potencjalnego uzycia w terapiach stosowanych podczas leczenia infekcji, standw

zapalnych oraz chordb nowotworowych. W bazie CPPsite 2.0 znajduje sie okoto 1700
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zbadanych peptydéw z opisang strukturg drugorzedowg i trzeciorzedowg wraz

z przytgczanymi do nich efektorami (ang. cargo), ktére sg w stanie przenosi¢ je

do wnetrza komoérek. Wiekszos$¢ z nich zbudowana jest z reszt L-aminokwaséw (84%),

tworzacych sekwencje liniowg (94%) oraz zostata zsyntezowana chemicznie (55%) [27].

3.1. Podziat CPP

Ze wzgledu na

ilos¢ oraz zrdinicowanie peptydéw penetrujgcych btony

komodrkowe istnieje wiele réznych sposobdéw ich klasyfikacji (tab. 1).

Tabela 1. Sposoby klasyfikacji peptydéw penetrujacych btony komérkowe.

Tabela wykonana na podstawie [28].

kS)(ia‘kwenqe pochodzace z naturalnych ST
1. | biatek
penetratyna, Arf(1 - 22), Tat poli-Arg, CADY, Pep-1
?klasyflkowgne ) TSR, Sklasyfikowane wedtug struktury
izykochemicznych
Amfipatyczne:
o strukturze liniowej: Pep-1, KLAK R lezione:
drugorzedowe: MAP, pVEC NLFZS%M
2. | Kationowe: Zawierai fost .
penetratyna, Tat, poli-Arg NaFv%nera|ace ostorany.
Hydrofobowe: T L leksy:
k-FGF, Pept-1 worzgce nanokompleksy:
. CADY, PepFect6
Anionowe:
MAP12, SAP(E)
. Struktury wyznaczone na podstawie
2 Struktury wyznaczone teoretycznie sl (et P16 5 o)
Arf(1 -22), Cyt (77 - 101) penetratyna, Tat
Liniowa sekwencja Cykliczne
4.
penetratyna, Tat, MAP, CADY p53, Kalata B1
Biatkomimetyczne Transportery efektoréw
5.
Cytc(77-101), M918 penetratyna, Tat, CADY, PepFecté
Niespecyficzne Ukierunkowane na okreslony cel
6.
penetratyna, Tat YTA2, aCPP
Wykorzystujgce transport bezposredni Wykorzystujgce endocytoze
7.
penetratyna, Tat, pVEC, CADY GALA, pVEC, MPG
Niepowodujgce toksycznosci Antymikrobiotyczne
8.
wiekszo$¢ CPP (w zaleznosci od stezenia) pVEC, Pep-1
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aCPP — ROGPLGLAGES

Arf(1 —22) - MVRRFLVTLRIRRACGPPRVRV
CADY — Ac-GLWRALWRLLRSLWRLLWRA-Cya
Cyt ¢(77 — 101) — GTKMIFVGIKKKEERADLIKKA
GALA — WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA
Kalata B1 — cykliczny CGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRNGLPV
k-FGF — AAVLLPVLLAAP

KLAK — CGGGKLAKLAKKLAKLAK

M918 — MVTVLFRRLRIRRACGPPRVRV

MAP — KLALKLALKALKAALKLA

MAP12 — LKTLTETLKELTKTLTEL

MPG — GALFLGFLGAAGSTMGA cysteamid

NF1 — stearyl-AGY(PO3)LLGKTNLKALAALAKKIL
NF51 - 8-(stearyl-AGYLLG)OINLKALAALAKKIL

p53 — cykliczny TSF*EYWYLL*
penetratyna — RQIKIWFQNRRMKWKK
Pep-1 — Ac-KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-Cya
PepFect6 — stearyl-AGYLLGK(eTMQ)INLKALAALAKKIL
pVEC — LLIILRRRIRKQAHAHSK
SAP(E) — VELPPPVELPPPVELPPP
Tat — YGRKKRRQRRR
YTA2 — YTAIAWVKAFIRKLRK

Biorgc pod uwage znaczng ilos¢ danych literaturowych dotyczgcych tego tematu,

W niniejszej rozprawie doktorskiej skupie sie wytgcznie na jednej z najczesciej

stosowane] klasyfikacji CPP. Dotyczy on podzialu na podstawie wtasciwosci

fizykochemicznych, wedtug ktérego dzieli sie je na 3 gtéwne klasy: kationowe,

amfipatyczne oraz hydrofobowe. Jednakze poszczegdlne grupy zwigzkdw moga sie

wzajemnie naktadac. Dzieje sie tak ze wzgledu na obecnosé¢ w sekwencji peptydéw

licznych reszt aminokwasowych, ktérych witasciwosci fizykochemiczne fancuchow

bocznych zaliczy¢ mozna do co najmniej dwdch réznych klas (rys. 4) [28, 29].

Amfipatyczne 44%

Kationowe 80%

Anionowe 5%

Hydrofobowe 15%

Rysunek 4. Schemat obrazujgcy naktadanie sie wtasciwosci fizykochemicznych CPP.

Rysunek wykonany na podstawie [28].

3.1.1. CPP kationowe

Zdecydowana wiekszos¢ peptydow penetrujgcych btony komérkowe nalezy do

klasy kationowych CPP (okoto 80%).

Sg to

zwigzki

zabudowane

z

reszt

aminokwasowych zawierajgcych w faricuchu bocznym grupy funkcyjne natadowane

dodatnio, takie jak arginina i lizyna. Charakteryzujg sie duzym powinowactwem
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do btony komodrkowej ze wzgledu na wystepowanie oddziatywan elektrostatycznych
pomiedzy dodatnimi grupami funkcyjnymi w strukturze peptydu, a ujemnie
natadowanymi fosfolipidami oraz glikoproteinami na powierzchni membrany
cytoplazmatycznej. Zaréwno lizyna, jak i arginina sg aminokwasami zasadowymi, lecz
nie posiadajg takiej samej zdolnosci do przenikania przez btony. Kluczowym czynnikiem
wptywajgcym na wtasciwosci penetrujagce kationowych CPP jest liczba oraz lokalizacja
w sekwencji ugrupowania guanidynowego wchodzacego w sktad reszt argininy, ktére
tworzy wigzania wodorowe z fosforanami oraz siarczanami btony cytoplazmatycznej.
Najskuteczniej do wnetrza komorki wnikajg zwigzki zawierajgce od 6 do 12 reszt Arg.
Badania wskazujg, iz zamiana cho¢ jednej reszty argininy na lizyne powoduje
zmniejszenie wtasciwosci penetrujgcych peptydu. Przyktadem kationowych CPP jest
powszechnie znany peptyd TAT (YGRKKRRQRRR), ktérego sekwencje wywiedziono
z biatka wirusa HIV. Szczegdlng grupe zwigzkdéw zaliczajacych sie do CPP kationowych
stanowig peptydy zawierajgce sygnat lub sekwencje lokalizacji jadrowej (ang. nuclear
localization sequence, NLS). Zwigzki te zawierajg najczesciej od 7 do 20 reszt
aminokwasowych, sktadajg sie z fragmentéw bogatych w reszty argininy, lizyny lub

proliny i mogg by¢ transportowane do wnetrza jgdra przez kompleks jadrowy [28 — 34].

3.1.2. CPP amfipatyczne

Amfipatyczne CPP mogg by¢ zbudowane zaréwno z reszt aminokwasowych
zawierajgcych tancuch boczny o charakterze polarnym, jak i niepolarnym. Te klase CPP
mozna dodatkowo podzieli¢ na kilka kategorii: peptydy amfipatyczne o strukturze
liniowej (ang. primary amphipathic CPP) , drugorzedowe (ang. secondary amphipathic
CPP) a-helikalne oraz przyjmujgce ksztatt B-kartki, a takze bogate w reszty proliny
(rys.5). Zasadnicze znaczenie odgrywajg tutaj peptydy amfipatyczne przyjmujgce
strukture helis o hydrofobowych i hydrofilowych powierzchniach, umozliwiajgcych
przejscie przez btone komdrkowa przy neutralnym pH. Sekwencja aminokwasowa
wiekszosci pierwszorzedowych amfipatycznych CPP zawiera fragment wystepujgcy
w naturalnych biatkach (np. pVEC, ktéry jest 18 — aminokwasowym peptydem
wywodzgcym sie z czgsteczki kadheryny wystepujgcej w srédbtonku naczyniowym
myszy). Innym rodzajem zwigzkdéw zaliczanych do tej klasy CPP s3 te, ktére powstajg
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w wyniku kowalencyjnych potgczen NLS z fragmentem peptydu zawierajgcym
w sekwencji reszty hydrofobowe.

Amfipatyczne CPP o strukturze a-helisy stabilizowane sg przez wigzania
wodorowe, ktdre tworzg sie pomiedzy aminokwasami oddalonymi od siebie o 4
pozycje. Peptydy te mogg zawiera¢ obszary hydrofilowe oraz hydrofobowe
zlokalizowane po przeciwnych stronach helisy. Pierwsze z tych obszaréw
wykorzystywane sg do interakcji z blong komdrkowa, natomiast drugie odpowiadaja
za translokacje zwigzku. Peptydy o strukturze B-kartki réwniez stabilizowane sg przez
wigzania wodorowe, jednak wystepujg one pomiedzy grupg karbonylowg aminokwasu
jednego fancucha oraz drugorzedowag grupg aminowg zlokalizowang na drugim.
W krétszych peptydach strukture P-kartki uzyskuje sie poprzez naprzemienne
wigczenie do sekwencji hydrofilowej oraz hydrofobowej reszty aminokwasowej.
Badania wskazujg, iz arkusze pB-kartki obecne w strukturze peptydu VTS
(DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD) odgrywaja kluczowg role w jego zdolnosciach
penetrujgcych. Zamiana w sekwencji peptydu L-aminokwaséw na D-aminokwasy
skutkuje stabszg absorpcjg zwigzku na powierzchni btony komdérkowej. tancuchy

peptydowe zbudowane z D-aminokwaséw niechetnie przyjmujg strukture B-kartki

[29, 35 - 38].
AMFIPATYCZNE CPP
STRUKTURA STRUKTURA DRUGORZEDOWE
PIERWSZORZEDOWA
b 13 2 Bt ' o > @ ‘¢
3 .9 ® .. o @ ¢ :3'14 ¢ :S, ¢ :w ¢ : —.",_,.o:!'o 0'.504 ”.‘:" .&?‘t
2 o ‘o,?‘go o,eo,ooo ; 3 - ° o8 o8 i': o’,o’" et e A
g g 7 o 1°% .‘9’:5‘.0‘”5@.0"0‘5'@.‘9' %07 ol b sl eel b g
° ° ® g ®
B-kartka a-helisa

Rysunek 5. Podziat amfipatycznych peptydéw penetrujgcych btony komadrkowe.
Rysunek wykonany na podstawie [39, 40].
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3.1.3. CPP hydrofobowe

Najmniej liczng grupa sg hydrofobowe CPP, ktdre zawierajg w sekwencji gtéwnie
niepolarne reszty aminokwasowe. Optymalna hydrofobowos¢ ma decydujacg role
w wychwycie peptydu przez komédrke. Gdy jest ona nadmiernie wysoka, tworzg sie zbyt
silne oddziatywania hydrofobowe pomiedzy zwigzkiem, a biatkami powierzchniowymi
w btonie cytoplazmatycznej, ktore zawierajg liczne ugrupowania aromatyczne, przez
comoze dochodzi¢ do ,zderzenia” =z komdrka i zahamowania zdolnosci
transportujgcych peptydu. Przyktadem nalezgcym do tej grupy zwigzkéw jest peptyd,
ktorego sekwencja stanowi fragment czynnika wzrostu Kaposiego (AAVLLPVLLAAP)

[1, 41, 42].

3.2. Mechanizmy penetracji blon komérkowych wykorzystywane przez CPP

Peptydy penetrujgce btony biologiczne wnikajg do wnetrza komorki
wykorzystujgc zrdéznicowane mechanizmy. To, ktéry z nich wykorzystajg zalezy
od wiasciwosci fizykochemicznych CPP oraz przenoszonego przez nie efektora
(ang. cargo), jego stezenia, rodzaju komorek, ale takze od wielu innych czynnikow
wptywajacych na przebieg eksperymentu. CPP kationowe oraz amfipatyczne powoduja
dezorganizacje btony cytoplazmatycznej w Srodowisku wodnym, lecz tylko
amfipatyczne mogg tworzy¢ a-helisy lub B-kartki oddziatujgce z dwuwartwa lipidowa
zbudowang z rejonéw hydrofobowych i hydrofilowych. Peptydy zawierajgce liczne
reszty argininy w sekwencji tworzg za$ oddziatywania wodorowe pomiedzy dodatnio
natadowanym ugrupowaniem guanidynowym, a ujemnie naftadowanymi resztami
zawartymi w bfonie cytoplazmatycznej, takimi jak miedzy innymi glikozaminoglikany
(GAG). Badania naukowe donoszg, iz w poczatkowym etapie, znajdujace sie w btonie
komodrkowej proteoglikany siarczanu heparanu (ang. heparan sulfate proteoglycan)
zaangazowane sg w transport peptydu TAT do wnetrza komorki. Chiralnos¢ reszt
aminokwasowych réwniez ma znaczenie w wewngatrzkomdérkowym transporcie
zwigzkdéw, L-aminokwasy skuteczniej penetrujg btony niz te z konfiguracjg b, jednak
obecno$é¢ w sekwencji D-aminokwaséw wptywa na stabilnos¢ peptyddéw, gdyz

zmniejsza ich podatnos¢ na dziatanie enzymow. Jak wspomniano w rozdziale 2.2, CPP
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mogg przenikaé przez btone komodrkowg wykorzystujgc jednoczesnie rdine
mechanizmy. Wsrdéd nich najczesciej obserwuje sie zalezng od energii endocytoze oraz

od niej niezalezny transport bezposredni [27, 38, 43, 44].

3.2.1. Transport bezposredni

Transport bezposredni odbywa sie dzieki wystepowaniu oddziatywan pomiedzy
tancuchami bocznymi reszt aminokwasowych peptydéw, a grupami wchodzacymi
w sktad btony komdrkowej. Jest to pierwszy etap, po ktérym dochodzi do destabilizacji
dwuwarstwy lipidowej. Reszty aminokwasowe wchodzace w sktad kationowych CPP
tworzg oddziatywania elektrostatyczne z ujemnie natadowanymi glikozaminoglikanami
i proteoglikanami bedacymi na powierzchni bftony cytoplazmatycznej. Natomiast
hydrofobowe CPP mogg powodowac zaktécenia w strukturze btony poprzez aktywacje
GTPas, co skutkuje przebudowg sieci aktynowej oraz tworzeniem sie lameliopodiéw.
Transport bezposredni obejmuje gtdwnie cztery mechanizmy: model dywanowy,
pocienianie bfony cytoplazmatycznej, tworzenie sie poréw oraz formowanie miceli

(rys. 6) [1, 24].

Mechanizm tworzenia poréw w btonie komdrkowej moze odbywad sie poprzez
formowanie pordw toroidalnych lub beczkowatych. W przypadku tych pierwszych, przy
wyzszych stezeniach peptyddw, tancuchy uktadajg sie prostopadle do btony
komodrkowej, powoduje to uginanie sie lipidéw, a hydrofilowy region membrany zawija
sie do wnetrza poru, ktory otoczony jest peptydami wnikajgcymi do wnetrza komérki.
W przypadku poréow beczkowatych, CPP takze uktadajg sie prostopadle do zewnetrzne;j
powierzchni btony komoérkowe] (peptyd ma kontakt z hydrofobowg czescig
membrany). Hydrofobowe czesci peptyddéw znajdujg sie blisko taricuchow lipidowych,

natomiast regiony hydrofilowe CPP tworzg centralny por.

W modelu dywanowym CPP tworzg oddziatywania elektrostatyczne z zewnetrznag
warstwg btony. Zwigzki ukfadajg sie réwnolegle do membrany tworzgc na jej
powierzchni tak zwany ,dywan”, hydrofobowa cze$é peptydu jest odwracana przez
hydrofobowg cze$¢ dwuwarstwy lipidowej. Skutkuje to rozrzedzeniem btony

cytoplazmatycznej powodujgcym jej miejscowqg delokalizacje oraz w konsekwencji
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transportem zwigzkéw do wnetrza komorki. Sposéb wnikania zwigzkéw do wnetrza
komoérki za pomocg mechanizmu wykorzystujgcego model pocieniania btony
biologicznej rdéwniez zapoczatkowany jest przez wystepowanie oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy dodatnio natadowanymi resztami aminokwasowymi
peptydu, a ujemnymi strukturami bedgcymi na powierzchni membrany. Nastepnie
dochodzi do interakcji z fosfolipidami, ktére to prowadzg do zmniejszania grubosci

btony oraz transportem zwigzkdéw do wnetrza komaérki.

Mechanizm formowania odwrdconej miceli zaktada, iz poczatkowo dochodzi
do wigzania sie dodatnio natadowanych reszt CPP z ujemnymi fosfolipidami
wchodzgacymi w sktad btony komdrkowej. Peptyd gromadzi sie na jej powierzchni
powodujgc tworzenie pogtebiajacej sie w niej wklestosci. Skutkuje to zamknieciem
hydrofilowego peptydu w micele, ktéra przemieszcza sie w gtagb membrany. Nastepnie
w wyniku interakcji ze skfadnikami wewnetrznej btony komoérkowej micela jest
odksztatcana, zas$ bedacy w jej wnetrzu zwigzek zostaje uwolniony do cytoplazmy

[24, 29, 45, 46].

przestrzen pozakomaérkowa

przestrzen wewnatrzkomérkowa

Rysunek 6. Mechanizmy bezposredniego transportu przez btony komdrkowe wykorzystywane przez
CPP, gdzie: a — tworzenie poréw beczkowatych; b — pory toroidalne, ¢ — mechanizm dywanowy, d —
tworzenie odwréconej miceli, e — model pocieniania btony cytoplazmatycznej.

Rysunek wykonany na podstawie [46, 47].

3.2.2. Endocytoza

Wieksze czgsteczki czesciej przenikajg do wnetrza komorki wykorzystujac

endocytoze. W tym procesie materiat ze sSrodowiska zewnetrznego jest otaczany przez
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fragmenty btony cytoplazmatycznej, az do momentu zamkniecia go w utworzonym
pecherzyku, ktéry przemieszcza sie w gtgb cytoplazmy. Zespét takich pecherzykéw
okresla sie mianem endosoméw. Endosomy wczesne tworzg sie tuz po rozpoczeciu
endocytozy i zlokalizowane sg przy plazmolemmie, natomiast endosomy znajdujgce sie
w gtebi cytoplazmy, blisko jadra komérkowego okresla sie jako pdine. W kolejnym
etapie pecherzyki sg sortowane oraz transportowane do miejsc docelowych.
Ze wzgledu na sposdb powstawania oraz wielkos¢ pecherzykdw endocytarnych, a takze
rodzaj transportowanych czastek, CPP najczesciej wykorzystujg cztery dominujgce
szlaki endocytozy: makropinocytoze, endocytoze zalezng od klatryn i endocytoze

zalezng od kaweolin, a takze fagocytoze (rys. 7) [3, 46, 48].

Makropinocytoza moze zachodzi¢ dzieki ruchliwosci btony cytoplazmatycznej.
Proces ten polega na wchtanianiu przez komodrke czastek rozpuszczonych lub
zawieszonych w otaczajacym jg ptynie. Transportowane zwigzki poczatkowo oddziatujg
z proteoglikanami zwigzanymi z btong, co z kolei wptywa na aktywacje biatek z rodziny
Rho zaangazowanych w kontrole cytoszkieletu aktynowego. Cytoszkielet aktynowy
petni kluczowg role w formowaniu pecherzykdéw makropinocytarnych (ich $rednica
waha sie od 100 nm do 1 um), ktére nastepnie wraz z zawartoscig wchfaniane sg
do komérki. Makropinocytoze mozna wywota¢ w warunkach laboratoryjnych, w tym
celu stosuje sie takie zwigzki indukujace jak: peptydy, biatka, sole nieorganiczne czy
zasadowe aminokwasy. Mechanizm ten zalezy od rodzaju uzytej substancji, jej stezenia
oraz pH roztworu. Powyzsze czynniki zmieniajg strukture oraz wtasciwosci membrany
cytoplazmatycznej, co skutkuje zmiang jej przepuszczalnosci oraz formowania

pecherzykéw pinocytarnych [3, 48 — 50].

Rodzajem endocytozy receptorowej jest endocytoza zalezna od klatryn. Klatryna
jest biatkiem zbudowanym z taricuchéw ciezkich (180 kDa) oraz lekkich (33-35 kDa), jej
podjednostki przyjmujg ksztatt tréjramiennej swastyki. W pierwszym etapie transportu
dochodzi do zwigzania sie pobieranych substancji z receptorami btonowymi, ktdre
kumulujg sie w okreslonych fragmentach membrany cytoplazmatycznej. Nastepnie
klatryna przytagcza sie do dwuwarstwy fosfolipidowej od wewnetrznej strony
powodujgc utworzenie sie w niej zagtebienia. Kolejno dochodzi do usuniecia ptaszcza

klatrynowego z pecherzykéw, ktére wedrujg dalej w gtab cytoplazmy az do momentu
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potaczenia z wczesnymi endosomami. Czasteczki klatryny wracajg pod powierzchnie
btony komdrkowej i mogg by¢ uzyte powtérnie. W tym wypadku proces endocytozy
nie jest zalezny od energii, natomiast jest ona wymagana podczas transportu
pecherzykéw endocytarnych w gtab cytoplazmy [3, 48, 51, 52].

Kaweole s3 niewielkimi zagftebieniami o srednicy 50 mm, wystepujgcymi
na powierzchni btony. Kluczowe znaczenie w ich powstawaniu ma biatko kaweolina,
ktdra otacza wgtebienia od strony cytoplazmy. Endocytoza od niej zalezna powigzana
jest z przebudowg cytoszkieletu aktynowego oraz dziataniem GTP-azy. W tym etapie
powstajg niewielkie pecherzyki, ktére nastepnie taczg sie z wczesnym endosomem
[53].

Fagocytoza przebiega gtdwnie w wyspecjalizowanych komodrkach, takich jak
na przyktad makrofagi. Aby doszto do tego procesu, wnikajgca czgsteczka najpierw
powinna zosta¢ pokryta odpowiednimi przeciwciatami, ktére nastepnie wigzg sie
z receptorami btonowymi komoarki. Kolejno, przy pomocy filamentéw aktynowych
dochodzi do ruchu membrany cytoplazmatycznej, skutkujgcego we wczesnym etapie
zamknieciem transportowanej czgstki we wnetrzu fagocytu, ktéry nastepnie

przeksztatca sie w endosom [3, 46].

przestrzen pozakomorkowa

/;

|
N\
SV A

CPP l

wmesss filamenty aktynowe

>§ kaweolina

ptaszcz klatrynowy

przestrzen wewnatrzkomaérkowa

endosom
Rysunek 7. Schematyczne przedstawienie szlakdw endocytozy wykorzystywanych przez
CPP do penetracji bton komérkowych, gdzie: a — makropinocytoza, b — endocytoza zalezna
od klatryny, c — endocytoza kaweolo-zalezna, d — fagocytoza.
Rysunek wykonany na podstawie [46, 47].
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Podczas transportu endosomalnego wazne jest, aby peptyd wraz z przenoszonym
efektorem dotart do miejsca docelowego, w ktérym zdota wykazaé aktywnosé
biologiczng. Wyzwaniem zatem jest jego ucieczka z endosomu lub z lizosomu w celu
unikniecia degradacji. Przedmiotem badan naukowcéw wcigz pozostaje opracowanie
skutecznych metod pozwalajgcych uchroni¢ zwigzek aktywny biologicznie przed
rozktadem wewnatrz komorki. Zauwazono jednak, iz oddziatywanie btony endosomu
z dodatnio natadowanym CPP powoduje jej usztywnienie i szybszy rozpad.
Skoniugowanie  lub  bezposrednie  przytgczenie do  peptydu  Srodkéw
lizosomotropowych, takich jak np. chlorochina réwniez przyczynia sie do uwolnienia
zwigzku z wnetrza pecherzykéw, lecz moze powodowac zwiekszong cytotoksycznosc.
Obiecujgce okazujg sie badania dotyczgce wprowadzenia do sekwencji CPP reszt
histydyny. Wystepujgce we wnetrzu endosomu pKa jest zblizone do pKa histydyny,
co powoduje zmiany w ilosci protonowanych grup w pierscieniu imidazolowym oraz
wzrost cisnienia osmotycznego, co skutkuje szybszym peknieciem pecherzyka. Innym
przyktadem sg polimeryczne zwigzki kationowe zawierajgce w strukturze
drugorzedowe lub trzeciorzedowe grupy aminowe (ulegajgce protonacji), mogace
wykorzystywaé zjawisko ,gagbki protonowej’. Podczas transportu protondéw
z cytoplazmy do wnetrza pecherzyka endosomalnego, zawarte w nim zwigzki dzieki
wiasciwosciom buforujgcym, ulegajg protonowaniu. Powoduje to staty naptyw
protonéw do endosomu, nastepuje obnizenie jego pH, a nastepnie dyfuzja jonow
chlorkowych prowadzgcych do wzrostu cisnienia osmotycznego, co w konsekwencji
prowadzi do pekniecia pecherzyka i uwolnienia jego zawartosci do cytoplazmy [1, 54 —

58].

Stezenie zwigzkdéw ma wpltywa na mechanizm, wedtug ktérego przenikajg one
do wnetrza komorki. Przy wyzszym stezeniu czeSciej preferowany jest transport
bezposredni, zas przy nizszym — endocytoza. Kationowe CPP ze wzgledu na tworzenie
oddziatywan z ujemnymi strukturami na powierzchni komorki (np. siarczan heparyny,
kwas sialowy, fosfolipidy) przenikajg przez btone wykorzystujac nie tylko transport
bezposredni, ale sprawnie ulegajg tez wchtonieciu poprzez endocytoze. Zespdt
badawczy Jiangkang Xu wskazuje, iz CPP bogate w reszty argininy (koniugat TAT-

efektor) w celu penetracji komodrek czesciej wykorzystujg mikropinocytoze , zas
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naukowcy z grupy Jieru Yang sugeruja, iz ze wzgledu na ich wysoce dodatni tadunek
zazwyczaj ulegajg one endocytozie zaleznej od klatryn. Amfipatyczne CPP bogate
w reszty Pro chetniej przenikajg przez btone wykorzystujgc endocytoze zaleing
od kaweolin. Maiolo i wspdétpracownicy zbadali zdolno$é zwigzkéw zaliczanych do CPP
(R7, R7W) do przenikania przez btony cytoplazmatyczne komoérek linii A431 i U20S.
Uzyskane przez nich wyniki wskazaty, iz peptydy te podczas penetracji bton
cytoplazmatycznych w wiekszym stopniu wykorzystuja mechanizm endocytotyczny
wobec komorek linii A431 niz U20S. Podsumowujac, preferowany mechanizm
penetracji stosowany przez konkretny peptyd, zalezy od wielu czynnikdw. Wyrdznic¢
tutaj mozna: rodzaj linii komodrkowej, stezenie zwigzku oraz czas inkubacji
z komodrkami, a takze przytgczony do CPP rodzaj efektora i typ przytaczenia. [1, 29, 38,
46, 59, 60].

3.3. Sposdb przylaczenia efektora do CPP

Peptydy penetrujgce btony biologiczne mogg by¢ uzyte jako skuteczne wektory
transportujace réznego rodzaju zwigzki do wnetrza komérek. Sposéb potgczenia CPP
z przenoszonym przez siebie efektorem moze przebiegaé w sposéb kowalencyjny lub

niekowalencyjny (rys. 8).

Metoda kowalencyjna polega na wystepowaniu pomiedzy nimi wigzan
chemicznych — na przyktad estrowych, tioestrowych czy disulfidowych. Na skutecznos$é
i stabilnos¢ kompleksu wptywa rodzaj powstatego wigzania lub zastosowanego
tacznika. Badania Kim i wspdtpracownikéow wskazuja, iz wychwyt komoérkowy moze by¢
zwiekszony w przypadku potgczenia peptydu z efektorem przez grupe tiolowag lub
disulfidowg. Wigzanie kowalencyjne peptydow z obojetnymi indywiduami jest
stosunkowo proste do wykonania oraz stabilne w warunkach transportu. Jednak moze
ono powodowac zmiane aktywnosci biologicznej efektora, a nawet uniemozliwi¢ jego

uwolnienie z koniugatu po dotarciu do wnetrza komérki [26, 61 — 63].
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Rysunek 8. Sposoby potgczenia peptyddéw penetrujacych btony komdrkowe z transportowanymi
zwigzkami.
Rysunek wykonany na podstawie [64, 65].

Wigzanie  niekowalencyjne polega na  wystepowaniu oddziatywan
elektrostatycznych lub hydrofobowych pomiedzy CPP, a efektorem. Tak utworzony
kompleks jest chroniony przed dziataniem proteaz i nukleaz, co skutkuje wydtuzeniem
czasu jego poéttrwania w komodrce. Wystepowanie oddziatywan elektrostatycznych
mozna zaobserwowaé pomiedzy kationowymi CPP, a ujemnie natadowanymi czgstkami
przenoszonego fadunku, np. DNA. Istnieje mozliwo$¢ modulowania wigzan

niekowalencyjnych poprzez zmiane sekwencji aminokwasowe;j lub regulacje warunkow
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sSrodowiskowych. Jest to istotne, gdyz zmienione nowotworowo tkanki charakteryzujg
sie wystepowaniem réznic w poréwnaniu do srodowiska pomiedzy komdrkami
zdrowymi. Te rozbieznos¢ mozna wykorzystaé do terapii nowotworowych
z pominieciem tkanek chorobowo niezmienionych. Wykorzystanie niekowalencyjnych
interakcji w badaniach moze wigzac¢ sie z ryzykiem zwiekszonej cytotoksycznosci
ze wzgledu na wieksze stezenie peptydu wymagane czesto do utworzenia

oddziatywania [16, 26, 62, 66].

3.4. Zastosowanie CPP w badaniach

Peptydy penetrujgce btony komdrkowe sg w stanie transportowad szerokg game
zwigzkéw do komorki, jednoczesnie nie powodujgc jej uszkodzenia. Wykorzystywane
s w badaniach terapeutycznych do przenoszenia lekéw oraz zwigzkéw biologicznie
czynnych. CPP majg szereg zastosowan w medycynie. Zdolne sg do skutecznego
transportu pokaznej liczby zwigzkéw do wielu narzaddéw. Znaczacag role odgrywaja
rowniez w dostarczaniu terapeutykdéw do mozgu, przekraczajgc przy tym bariere krew-
mozg (ang. blood-brain barier, BBB), a takze w terapiach genowych, gdzie petnig

funkcje transporteréw kwaséw nukleinowych [24].

Jak  wspomniano  wczesniej, w badaniach dotyczacych terapii
antynowotworowych wyzwaniem wcigz pozostaje opracowanie metod selektywnego
transportu terapeutykédw do tkanek zmienionych chorobowo z jednoczesnym
pominieciem zdrowych. W celu utatwienia selektywnego przenoszenia zwigzkdéw
oraz poprawy skutecznosci leczenia mogg zosta¢ wykorzystane CPP. CPP zwiekszajg
przenikalno$¢ do wnetrza komérki takich makroczgsteczek, jak miedzy innymi polimery
i liposomy, ktére to zamykajagc w swoim wnetrzu Srodki przeciwnowotworowe
ostaniajg je przed rozpadem oraz szybkim usuwaniem z komdrek. W takiej postaci leki
przeznaczone do walki z nowotworem docierajg do miejsc chorobowych stosujgc efekt
»Zwiekszonej przepuszczalnosci i retencji” (ang. enhanced permeability and retention,
EPR). Polega to na wystepowaniu réznic anatomicznych pomiedzy tkankg zdrows,
a nowotworowg cechujgcg sie czesto nieszczelnoscia naczyn oraz zmiang

w funkcjonowaniu drenazu limfatycznego [45, 67].
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Zwigzkami posiadajgcymi zdolnos¢ rozpoznawania komorek nowotworowych sg
miedzy innymi przeciwciata, ktére mogg wigzac sie do okreslonych receptoréw lub
antygenow znajdujacych sie na powierzchni btony cytoplazmatycznej. Istnieje réwniez
mozliwos¢ przytgczenia zwigzkéw terapeutycznych do immunoglobulin. Przyktadem
takiego zastosowania moze by¢ pochodzgca z roslin toksyna biatkowa — gelonina
potgczona z fragmentem TAT, ktére wigze sie z koniugatem heparyny (Hep)
i z przeciwciatem monoklonalnym mysiego antygenu (anty-CEA mAb, T84.66) poprzez
oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy peptydem TAT, a heparyng. Powyiszy
kompleks dodany do linii komérkowe] z nadekspresjg CEA, jakg jest LS174T (ludzkie
komorki nowotworowe jelita grubego) uwalnia TAT-gelonine. Dodanie peptydu TAT
do geloniny powodowato zwiekszenie wychwytu komérkowego biatka oraz wzrost jego
cytotoksycznosci wobec nowotworowej linii  LS174T, natomiast potaczenie

z przeciwciatem umozliwito transport efektora do miejsca docelowego [45, 68].

Snyder i wspodtpracownicy poddali badaniom receptor chemokiny CXC 4 (CXCR4),
ktory ulega nadekspresji w wielu typach nowotworéw, miedzy innymi: prostaty, piersi
i ptuc. Potaczyli oni ligand receptora CXCR4, DV3 (fragment peptydowy o sekwencji
LGASWHRPDKG) z dwoma peptydami o wtasciwosciach przeciw-nowotworowych:
aktywujgcym p53 (DV3-TATp53C’) oraz antagonistg kinazy 2 (DV3-TAT-RxL). Wyniki
potwierdzajg, iz obecno$é CPP skutkuje zwiekszong cytotoksycznoscig zwigzkdw wobec

komodrek nowotworowych [69, 70].

Badania naukowe dowodzg, iz skoniugowanie doksorubicyny (Dox) z peptydami
penetrujgcymi btony komodrkowe, jakimi sg: TAT, penetratyna i maurokalcyna
umozliwia uwrazliwienie komodrek nowotworowych linii MDA-MB-231 iCHO na
doksorubicyne. Kompleksy te wykazujg dziatanie cytotoksyczne przy nizszych
stezeniach niz sama doksorubicyna, jest to zwigzane nie tylko z wiekszym jej
nagromadzeniem w komodrkach, ale takie z dodatkowg aktywacjg szlakow

apoptycznych inicjowanych w mitochondriach [71, 72].

Poza tym, iz CPP moga by¢ stosowane jako transportery zwigzkéw do wnetrza
komodrek, mogg wykazywa¢ rdéwniez dziatanie przeciwdrobnoustrojowe lub

przeciwgrzybicze. Peptydy te charakteryzujg sie zblizonym do posiadanych przez srodki
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bakteriobdjcze rozmiarem oraz dodatnim tadunkiem, ktéry wptywa na tworzenie
oddziatywan z ujemnie natadowanymi strukturami wchodzgcymi w sktad bfony. Jest to
zwigzane z wystepowaniem w sekwencji CPP reszt argininy, ktére zawierajg
ugrupowania guanidynowe wzmacniajgce ich aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Badano dziatanie antybakteryjne peptydu TAT (48 — 60) o sekwencji GRKKRRQRRRPPQ
oraz TAT (47 — 58) — YGRKKRRQRRRP wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych. Zwigzki te wykazywaty toksyczne dziatanie wobec badanych szczepéw przy
stezeniach odpowiednio: 2 — 8 uM oraz 5 — 20 uM. Udowodniono réwniez, iz zwigzek
zawierajgcy w sekwencji TAT (G3R6TAT skoniugowany z cholesterolem) dziata
hamujgco na wzrost hodowli szczepdéw wyizolowanych z Cryptococcus neoformans [24,

73, 74].

3.5. Peptydy penetrujace blony komorkowe zawierajace liczne reszty

argininy

CPP bogate w reszty argininy nalezg do grupy peptyddéw kationowych. Zasadnicza
role w skutecznym przenoszeniu tych zwigzkéw przez btony komdrkowe odgrywajg
taricuchy boczne zakoriczone ugrupowaniem guanidynowym, ktére utatwia wigzanie
z ujemnie natadowanymi strukturami na powierzchni komarki. Kation guanidynowy
(Gdm+) sktada sie z 3 grup aminowych potgczonych z centralnie ulokowanym atomem
wegla, zaliczany jest do ptaskich, Y-sprzezonych struktur quasi-aromatycznych (rys. 9).
W wodzie jego wartos¢ pKa réwna sie 13,6, przez co ulega protonowaniu w wiekszosci
Srodowisk biologicznych. Kation ten petni funkcje donora w trakcie tworzenia wigzania
wodorowego, oddziatuje z wodg poprzez grupy aminowych, podczas gdy jego centrum

pozostaje hydrofobowe, co czyni go czgsteczkg amfifilowg [29, 76-78].
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Rysunek 9. Struktury chemiczne obrazujgce kation guanidynowy oraz arginine w tancuchu
poliargininowym.
Rysunek wykonany na podstawie [76].

Vazdar oraz wspétpracownicy w swojej pracy udowodnili, iz pomimo
wystepowania oddziatywan elektrostatycznych, w wodzie dodatnio natadowane
kationy guanidynowe obecne w resztach argininy nie odpychajg sie wzajemnie,
w przeciwienstwie do zwigzkéw polilizynowych. Gdm+ wystepujace w peptydach
poliargininowych taczg sie ze sobg tworzac w ten sposdb pary jonowe, a nastepnie
agregaty na powierzchni bfon biologicznych, z ktérymi oddziatujg. Uwaza sie,
iz interakcja ta nie jest zbyt silna i dlatego potrzeba 6-12 reszt argininy w czasteczce,
by spowodowa¢ znaczne nagromadzenie sie peptydu na powierzchni btony

komodrkowej, a nastepnie zainicjowacd proces jego internalizacji [76, 79].

llos¢ ugrupowan guanidynowych w peptydzie nie pozostaje bez znaczenia,
przeprowadzono badania, w ktérych testowano wptyw réznej dtugosci taricucha (R4 -
R16) zwigzkéw poliargininowych na ich zdolnosci penetrujgce wobec linii komorek
mysich makrofagéow (RAW264.7). Zaobserwowano, iz peptydy zawierajace 4 reszty Arg
w znikomym stopniu przenikaty przez btone biologiczng, natomiast najskuteczniej
w komdrkach, a nawet w ich jadrach lokalizowaty sie zwigzki R6 oraz R8. Nastepnie
stopien internalizacji malat wraz ze wzrostem dtugosci tancucha. Natomiast Morishita
i wspotpracownicy badali wptyw niekowalencyjnie powigzanej insuliny z izomeramibi L
poliargininy o okres$lonej dtugosci faricucha (R6, R8, R10) na wchtanianie insuliny
w jelitach cienkich u szczuréw. Zaobserwowano wzrost jej wchtaniania w jelitach przy

uzycia kazdego z powyzszych peptydow w poréwnaniu do nieskoniugowanej insuliny,
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najskuteczniej za$ dziatat koniugat z D-R8. Oligomery L i D — argininy z podobng
efektywnoscig wnikajg do komorek, lecz ich zdolnosci zwiekszajgce wchtanianie przez
Sluzéwke znacznie sie réznity na korzysc tych o konfiguracji D. Spowodowane moze by¢
to tym, iz peptydy zawierajgce w swojej sekwencji reszty aminokwasowe w formie L sg
mniej stabilne proteolitycznie i mogg by¢ szybciej degradowane przez enzymy
proteolityczne aktywne w jelitach. Zastgpienie zatem reszt naturalnie wystepujacej L-
argininy resztami D-argininy powoduje wiekszg odpornos¢ proteolityczng peptydu [2,

29, 80, 81].

4. Zwiazki zawierajace liczne ugrupowania guanidynowe

Zrozumienie, w jaki sposdb ugrupowanie guanidynowe wptywa na wtasciwosci
penetrujgce CPP pozwolito naukowcom na zaprojektowanie nowych oraz modyfikacje
juz istniejacych peptyddéw, aby zoptymalizowac ich przenikanie przez membrany
biologiczne. Kolejne badania wykazaty, iz zwigzki niebedace peptydami, lecz
posiadajgce w swojej strukturze grupy guanidynowe réwniez zdolne s3

do przekraczania bton cytoplazmatycznych [38].

Do takich zwigzkéw zalicza sie miedzy innymi oligokarbaminiany, ktére sa
syntetycznymi biopolimerami zbudowanymi z innych indywidudw niz aminokwasy
(rys. 10a). Schultz i wspdtpracownicy wykazali odporno$é¢ tego rodzaju struktur
na degradacje proteolityczng. W 2002 roku zwigzki te zostaty zgtoszone jako nowa
klasa czgsteczkowych transporterow, tzw. oligokarbaminiany guanidynylowane. Grupa
naukowa Wendera w pracach opisuje serie oligokarbaminianéw, ktérych grupy
karbaminianowe potgczone sg szkieletem etylenowym z przytgczonym taricuchem
bocznym zakoriczonym ugrupowaniem guanidynowym. Wyniki wskazujg, iz 9-merowy
oligokarbaminian guanidynowy wnika do wnetrza komérek szybciej niz analogiczny
do niego polimer (D-Arg)s i peptyd TAT (49-57). Ta grupa zwigzkéw charakteryzuje sie
takze zdolnoscig do przenikania przez bariere skérng, ktéra jest znacznie trudniejsza
przeszkodg do pokonania niz btona cytoplazmatyczna. Wykonano doswiadczenie,

w ktérym wykazano, iz sama biotyna nie posiada wtasciwosci penetrujacych warstwe
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naskdérka myszy w przeciwienstwie do skoniugowanego z nig oligokarbaminianu
guanidynowego. Wyniki zobrazowano przy uzyciu znakowanej streptawidyny, ktérej
fluorescencje ogladano pod mikroskopem. Powyzisza wiasciwos¢ umozliwia lepsze
wchtanianie transportowanych zwigzkéw majgcych zastosowanie w dyscyplinach

dermatologicznych [82, 83].

Kolejng grupg zwigzkéw proponowang przez zespét Wendera sg oligoweglany
guanidynowe, gdzie poliguanidyny zostaly potgczone wigzaniem weglanowym

(rys. 10b) [84].

Peptoidy sg polimerami peptydomimetycznymi, ktérych tancuchy boczne
w przeciwienstwie do aminokwaséw nie sg przytgczone do wegla a, lecz
do amidowego atomu azotu (rys. 10c). Z tego tez powodu nie przyjmujg one struktur
drugorzedowych. Cechujg sie wiekszg elastycznoscig niz peptydy, gdyz pozbawione sg
wewnatrzczgsteczkowych wigzan wodorowych tworzacych sie pomiedzy —CO i HN-.
Wender i wspotpracownicy w kolejnej pracy opisali serie zwigzkéw poliguanidynowych,
ktdre pozbawione sg centréw stereogenicznych w tancuchu gtdwnym, a tancuchy
boczne, jakimi sg oligomery argininy zostaty przytagczone w pozycji 1, 4 — szkieletu
gtownego. Tak otrzymane peptoidy zdolne sg do penetracji komorek, przy czym nie
ulegajg degradacji enzymatycznej, a ich wieksza elastycznos$é prowadzi do szybszego

ich wchfaniania [38, 85, 86].

a b c
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Rysunek 10. Struktury przedstawiajgce: a — oligokarbaminiany, b — oligoweglany, ¢ — oligopeptoidy.
R —tancuch boczny.
Rysunek wykonany na podstawie [83—85].

Polidisulfidy penetrujgce btony komérkowe (CPD, ang. cell-penetrating
polydisulfides) to zwigzki bogate w grupy guanidynowe, ktérych szkielet peptydowy

zostat zamieniony przez polidisulfid. Biorg one udziat w kowalencyjnych
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oddziatywaniach z powierzchnig dwuwarstwy biologicznej, ktére umozliwiajg ich
transport do wnetrza komorki. Zwigzki przedstawione na rysunku 11 ulegajg
redukcyjnej depolimeryzacji przez glutation i nie pozostajg zablokowane
w endosomach. Podczas internalizacji btona komérkowa nie ulega uszkodzeniu

niezaleznie od przenoszonego przez nie efektora [38, 87].
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Rysunek 11. Struktury przyktadowych polidisulfidéw penetrujgcych btony komérkowe
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zawierajgcych ugrupowania guanidynowe.
Rysunek wykonany na podstawie [38].

W badaniach dotyczacych transportu zwigzkow do wnetrza komérki tworzy sie
rowniez struktury dendrymeryczne bogate w ugrupowania guanidynowe. Dendrymery
sg sferycznymi czgsteczkami podobnymi do polimeréw i cechujg sie symetryczng
budowa. Sktadajg sie z rézinych podjednostek tworzgcych jedna, wiekszg molekute.
Wender i wspdtpracownicy zsyntezowali serie takich zwigzkdw i badali ich skutecznosc
w przenikaniu przez btony biologiczne komdrek linii Jurkat. Eksperymenty wykazaty, iz
mimo, ze ilo$¢ grup guanidynowych odgrywa kluczowa role w internalizacji, to szkielet
rowniez nie pozostaje bez znaczenia. Najskuteczniej wnikaty transportery heksylo-

heksylowe (n=k=5) oraz heksylo-propylowe (n=5, k=2) (rys. 12) [85, 88].
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Rysunek 12. Struktura dendrymerycznego zwigzku zawierajgcego liczne ugrupowania
guanidynowe.
Rysunek wykonany na podstawie [85].

Innowacyjnym podejsciem  jest  przytagczenie  grup  guanidynowych
do oligonukleotydéw (ON) — pochodnych kwaséw nukleinowych. Dzieje sie to poprzez
insercje reszt argininy do fancucha kwasu nukleinowego. Taka modyfikacja moze
przyczynic¢ sie do zwiekszenia rozpuszczalnosci oligonukleotydéw (Gnd protonowane
w wiekszym zakresie pH ze wzgledu na znaczng zasadowo$¢) oraz poprawi¢ ich
wchtanianie przez btone komdrkowa. Badania prowadzone przez zespét Ly dowodzg, iz
przytgczenie 9 reszt Arg do oligonukleotydu powoduje podobng skutecznos¢ do 9-meru
peptydu TAT w przenikaniu przez membrane biologiczng komadrek linii Sao-2 oraz
HCT116 (wykorzystano mikroskopie konfokalng). Grupa badawcza dokonata syntezy
peptydowego kwasu nukleinowego (ang. Peptide nucleic acid, PNA), bedacego
syntetycznym analogiem DNA oraz RNA, w ktérym szkielet cukrowo-fosforowy
zastgpiono jednostkami N-(2-aminoetylo)glicyny. Zwigzek ten ulega hybrydyzacji
z komplementarng nicig DNA i RNA, tworzgc stabilng termicznie oraz proteolitycznie
strukture, ktéra jednak jest stabo wchtfaniana przez komérki. Naukowcy z zespotu Ly
w nastepnym kroku postanowili dokona¢ modyfikacji utworzonego analogu poprzez
przytgczenie do niego ugrupowan guanidynowych. Zmiana ta zwiekszyta wiasciwosci
penetrujgce btony cytoplazmatyczne oraz poprawita rozpuszczalnosé powstatego w ten
sposdb GPNA (rys. 13). Kolejng ciekawa witasciwoscig jest to, iz fragmenty kwasow
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nukleinowych oddzielone resztami argininy wykazujg podobne cechy do tych
pozbawionych  insercji, guanidynonukleotydy = wcigz  podlegaja  zasadom

komplementarnosci nici DNA [85, 89, 90].

A

HoN @ NH, H,N

Rysunek 13. Wzér strukturalny peptydowego kwasu nukleinowego zawierajgcego ugrupowania
guanidynowe (GPNA). Fl — fluoresceina.
Rysunek wykonany na podstawie [85].

Kolejng klasg transporterédw molekularnych sg oligofosfoestry bogate
w ugrupowania guanidynowe (rys. 14). Syntetyczne polifosforany mogg by¢
wykorzystywane jako biomateriaty, a takie jako mimetyki DNA. Proces syntezy
oligofosfoestrow moze skfada¢ sie z jednoetapowej reakcji polimeryzacji
organokatalitycznej z otwarciem pierscienia fosfolanu heksylo-guanidyniowego (jako
inicjator zastosowano ugrupowanie dansylowe lub tiolowe). Wychwyt komodrkowy
w przypadku lekéw skoniugowanych z guanidynowymi oligofosfoestrami zalezy
od dtugosci ich taricucha, najefektywniejszg penetracje zauwazono przy 10 jednostkach
monomeru. Wedtug doniesien zespotu naukowego Paula A. Wender, przeno$niki te sg
skuteczniejsze niz wczesniej zbadane przez nich ukfady oligoargininowe
oraz oligoweglanowe. Ze wzgledu na wysokie wtasciwosci penetrujace
oligofosfoestrow guanidynowych oraz stabilno$s¢ hydrolityczng naukowcy weciaz

prowadzg badania, ktére umozliwityby ich zastosowanie w medycynie [91].
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Rysunek 14. Struktura ogdlna oligofosfoestru zawierajgcego ugrupowania guanidynowe. Rysunek
wykonany na podstawie [91].

5. Zwiazki zdolne do tworzenia oddziatywan z DNA

DNA stanowi podstawe materiatu genetycznego wszystkich organizméw.
Odgrywa wazng role w procesach biologicznych, gdyz dostarcza informacji
niezbednych do syntezy biatek oraz enzyméw, a takze kontroluje budowe
i funkcjonowanie catej komoérki. Badanie oddziatywania lekéw z DNA odgrywa
zasadnicza role podczas projektowania oraz syntezy nowych farmaceutykéw. Srodki te
poprzez interakcje z DNA ingerujg réwniez w wiele proceséw zachodzgcych wewnatrz

komarki, hamujgc tym samym jej wzrost lub uniemozliwiajgc podziaty [92—-95].

Wiasciwosci fizykochemiczne czgsteczek wptywajg na sity miedzyczasteczkowe
iich zdolno$¢ do wigzania sie z kwasami nukleinowymi. Interakcje pomiedzy
zwigzkami, a DNA zachodzg najczesciej wedtug 2 gtdwnych typow, ktére dodatkowo
stabilizujg utworzony kompleks: kowalencyjnie i niekowalencyjnie, te drugie dzielg sie
dodatkowo na oddziatywania elektrostatyczne, wigzanie sie do mniejszego i wiekszego
rowka oraz wigzanie interkalacyjne (rys. 15). Oddziatywania elektrostatyczne tworzg
sie pomiedzy ujemnie natadowanymi resztami fosforanowymi, a dodatnimi grupami
wystepujgcymi w badanych zwigzkach. Wigzania wodorowe oraz oddziatywania van
der Waalsa umozliwiajg przytaczanie sie niewielkich czgstek do rowkow w strukturze
DNA. Interkalacja zachodzi najczesciej poprzez wigzanie sie zwigzkdéw pomiedzy parami

zasad kwaséw nukleinowych [92].
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Rysunek 15. Oddziatywania zwigzkéw z DNA, A — interkalacja, B — wigzanie do rowkoéw,
C — oddziatywania elektrostatyczne.
Rysunek wykonany na podstawie [96].

Czasteczki moga wigzac sie do DNA w nastepstwie reakcji chemicznych, ktdére
skutkujg alkilowaniem kwaséw nukleinowych lub mogg prowadzi¢ do rozszczepienia
DNA. Niewielkie czgsteczki posiadajg zdolnos¢ wigzania sie do rowkdéw DNA. Takie
zwigzki zbudowane sg najczesciej z licznych heterocyklicznych lub aromatycznych
pierscieni weglowodorowych charakteryzujgcych sie mozliwoscig rotacji, ktora
umozliwia dopasowanie sie czgsteczki do wgtebien w helisie DNA. Najbardziej
pozgdanym ksztattem, jaki s3 w stanie utworzy¢ zwigzki, jest pdtksiezyc uzupetniajacy
wneke powstatg przez skret helisy. Leki takie, jak netropsyna, berenil, dystamycyna
oraz mitramycyna sg najczestszymi, ktore wigzg sie do mniejszego rowka DNA.
Netropsyna oraz dystamycyna to naturalne zwigzki posiadajagce w swoim sktadzie
grupy amidowe oraz pierscienie N-metylopirolowe (rys. 16). taczenie do mniejszej
bruzdy DNA odbywa sie dzieki mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych
oraz oddziatywan van der Waalsa, kompleks dodatkowo stabilizowany jest przez
oddziatywania elektrostatyczne tworzace sie miedzy ujemnymi resztami
fosforanowymi DNA, a dodatnio natadowanym koricem leku. Obie powyzsze czgsteczki
wigzg sie selektywnie do regiondw DNA zawierajgcych pary A — T. Wystepowanie
zawady sterycznej przy guaninie powoduje, iz fgczenie sie leku do regiondw

zawierajgcych komplementarne pary zasad G — C jest niemozliwe [93, 97].
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dystamycyna netropsyna

Rysunek 16. Wzory strukturalne zwigzkow wigzgcych sie do mniejszego rowka DNA — dystamycyny
oraz netropsyny.
Rysunek wykonany na podstawie [93].

Do interkalacji dochodzi najczesciej wtedy, kiedy czgsteczka aromatyczna
o ptaskiej strukturze wnika pomiedzy pary zasad w podwdjnej helisie tworzac
oddziatywania niekowalencyjne. Interkalatory nie rozrywaja wigzan wodorowych
pomiedzy zasadami, przez co nie wptywajg na ich komplementarnos¢. Do stabilizacji
kompleksu zwigzek — DNA przyczyniajg sie oddziatywania van der Waalsa
i hydrofobowe, wigzania wodorowe oraz sity przeniesienia tadunku. Zjawisko
interkalacji powoduje zaburzenia struktury DNA, dochodzi do modyfikacji kata
skrecenia helisy i odlegtosci pomiedzy komplementarnymi zasadami. Interkalatory
oddziatujagc z DNA wptywajg na dziatanie topoizomerazy zapobiegajgc tym samym
replikacji oraz transkrypcji. Tak utworzony kompleks czesto jest $miertelny dla
proliferujgcych komérek. Do tej grupy zwigzkdw zalicza sie pochodne akrydyny, takie
jak: akryflawina, aminakryna oraz proflawina (rys. 17), ktorych reszty aminokwasowe
oddziatujg elektrostatycznie z grupami fosforanowymi DNA, a ukfad pierscieni
aromatycznych rozpoczyna interkalacje. Aktynomycyna (rys. 17) zaliczana jest
do polipeptydowych antybiotykéw, jej dziatanie polega na hamowaniu syntezy DNA
oraz RNA. Dzieje sie to poprzez utworzenie wigzan wodorowych i oddziatywan
hydrofobowych peptydu z mniejszym rowkiem DNA, a takie poprzez interkalacje
do podwadjnej nici pierscienia fenoksazonu. Kolejnym zwigzkiem, ktéry interkaluje
pomiedzy pary zasad w kwasach nukleinowych oraz hamuje wzrost komérek poprzez
blokowanie topoizomerazy Il jest doksorubicyna (rys. 17). Zalicza sie jg do antracyklin

stosowanych w terapiach przeciwnowotworowych [93, 97 — 100].
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Rysunek 17. Wzory strukturalne zwigzkédw oddziatujgcych z DNA.
Rysunek wykonany na podstawie [93].

Metale i zwigzki metali réwniez mogg oddziatywac z DNA. Atomy lub jony metali
zdolne sg do selektywnego wigzania sie do kwaséw nukleinowych oraz innych struktur
biologicznych. Kompleks metal — DNA moze tworzy¢ sie poprzez potaczenie
odwracalne (niekowalencyjne) oraz nieodwracalne (kowalencyjne). Podczas wigzan
koordynacyjnych centrum metalu wigze atomy azotu w zasadach nukleinowych lub
atomy tlenu w szkielecie cukrowo — fosforanowym. Przyktadem zwigzku wigzgcego sie
kowalencyjnie do kwaséw nukleinowych jest cisplatyna (cis-diaminadichloroplatyna
(1), ktéra znalazta zastosowanie w terapiach przeciwnowotworowych, wyrdznia sie
szczegdblng skutecznos$cig wobec nowotwordw jajnika, pecherza moczowego oraz szyjki
macicy. Obojetna czgsteczka cisplatyny w warunkach biologicznych jest hydrolizowana
do bardziej reaktywnych form: cis-[Pt(NH3)2CI(H20)* i cis-[Pt(NH3)2(H20)2]%*. Oddziatuje
ona z licznymi strukturami wewnatrzkomérkowymi, lecz gtédwnym jej celem
terapeutycznym jest DNA (rys. 18). Dodatni tadunek koordynacyjnej czasteczki
zwieksza do niego powinowactwo. Utworzenie adduktéw cisplatyna — DNA mozliwe
jest poprzez powstanie wigzan koordynacyjnych z wolng parg elektronowg pochodzaca
od azotu N7 reszt purynowych. Cisplatyna taczy sie z parami zasad bedgcymi w obrebie
jednej nici DNA lub w dwoch réinych tworzgc w ten sposéb wigzania krzyzowe.
W wyniku interakcji tego zwigzku dochodzi do zaburzenia struktury DNA, co prowadzi

do zahamowania syntezy oraz replikacji kwaséw nukleinowych [94, 101 — [104].
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Rysunek 18. Aktywacja cis-platyny oraz jej wtgczanie pomiedzy zasady azotowe wewnatrz nici DNA.
Rysunek wykonany na podstawie [103, 105].

Przyktadem kolejnego zwigzku oddziatujgcego z DNA jest kwercetyna, zaliczana
do grupy flawonoidéw. Te interakcje w swojej pracy opisali Chen i wspdtpracownicy,
ktdrzy do badan wykorzystali DNA pochodzgce z grasicy cielecej. Przeprowadzone
przez nich eksperymenty dowodzg, iz kwercetyna oddziatuje z kwasami nukleinowymi
poprzez przycigganie elektrostatyczne oraz przytgczanie sie do rowkdw DNA, gtéwnie

tworzgc wigzania wodorowe z tyming [96].

Co oczywiste, kwasy nukleinowe oddziatujg réwniez z licznymi biatkami. Jedne
z pierwszych takich struktur zaobserwowanych podczas badan krystalograficznych
dotyczg interakcji pomiedzy DNA, a biatkiem aktywatora katabolicznego (ang.
catabolite activator protein, CAP). W bazie danych PDB (ang. Protein Data Bank)
aktualnie istnieje okoto czterech tysiecy zarejestrowanych i zbadanych struktur biatek
oddziatujgcych z DNA. Interakcje te mozna podzieli¢ na specyficzne, gdzie okreslone
fragmenty biatka (ang. sequence-specific) oddziatujg z konkretnymi elementami
wchodzgcymi w sktad kwaséw nukleinowych oraz niespecyficzne, cechujgce sie
brakiem sprecyzowanego miejsca wigzania (ang. non-sequence-specific manner).
Podczas tworzenia sie wigzania specyficznego dochodzi do zmian nie tylko w strukturze

DNA, ale takze w strukturze oddziatujgcego z nim biatka. Te dwa wielkoczgsteczkowe
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zwigzki w celu utworzenia interakcji, muszg przyjgé odpowiednig konformacje.
Po wzajemnym dopasowaniu kompleks uzyskuje stabilnos¢ dzieki osiggnieciu
optymalnego poziomu energetycznego. Proces wzajemnego rozpoznawania miejsca
wigzania biatko — DNA jest dos¢ ztozony. Po rozpoznaniu przez biatko odpowiedniej
sekwencji w DNA tworzg sie wigzania wodorowe, a takie oddziatywania

elektrostatyczne oraz van der Waalsa utrzymujgce powstaty kompleks [106 — 108].

Biatka, jakimi sg czynniki transkrypcyjne t3czg sie z okreslong sekwencjg kwasdow
nukleinowych poprzez wigzania wodorowe oraz oddziatywania hydrofobowe
wystepujgce pomiedzy taricuchami bocznymi reszt aminokwasowych oraz grupami
funkcyjnymi zasad azotowych nukleotydéw. Do tworzenia oddziatywan z DNA biatka
wykorzystujg szeroka game motywoéw strukturalnych, z tego wzgledu wigzania te
zostaty podzielone na ponad 70 réznych kategorii. Biatkami tworzgcymi niespecyficznie
potaczenia z DNA oraz posiadajgcymi wiele domen wigzacych sg biatka histonowe.
W sktad ich sekwencji wchodzg liczne reszty aminokwasowe zawierajgce w faricuchu
bocznym grupy funkcyjne natadowane dodatnio, takie jak arginina i lizyna, przez
co tworzg oddziatywania elektrostatyczne z kwasami nukleinowymi, skutkujgce

kondensacjg DNA [107, 109 — 111].

6. Zwiazki posiadajace zdolno$¢ do kondensacji DNA

W ciggu ostatnich lat rodnie zainteresowanie stosowaniem terapii genowych
w leczeniu lub zapobieganiu réznych chordb. Polega ona na wprowadzeniu materiatu
genetycznego w postaci DNA lub RNA do wnetrza komorek i tkanek w celu osiggniecia
okreslonego efektu terapeutycznego. Kwasy nukleinowe w swojej strukturze zawierajg
liczne grupy z tadunkiem ujemnym, przez co ich przenikalnos¢ przez btony komérkowe
jest ograniczona. Z tego tez powodu w celu ich wewnatrzkomérkowej dystrybucji
stosuje sie réznego rodzaju wektory. W badaniach wykorzystywane sg naturalne
przenosniki, jakimi s3 miedzy innymi wirusy, ktore ze wzgledu na przebieg ich cyklu
zyciowego pozwalajg na wprowadzenie oraz uwolnienie materiatu genetycznego.
Jednak zwazywszy na immunogennos¢, ograniczenia w produkcji na wiekszg skale oraz

bezpieczenstwo zastosowania wektorow wirusowych, naukowcy wcigz poszukujg
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lepszych rozwigzan. Potencjalnymi nosnikami DNA w terapiach genowych mogg by¢
zwigzki, takie jak: nanoczastki, peptydy, biatka oraz lipidy. Opisane wyzej przenosniki
powinny cechowac sie niskg cytotoksycznoscia, zdolnoscig do przenikania przez btony
biologiczne, muszg zapewnic¢ transport DNA oraz jego stabilng ekspresje. Transportery
te sg bezpieczniejsze niz ich odpowiedniki wirusowe i z tego powodu podlegaja ciggtej

optymalizacji [112 — 116].

Zwigzki transportujace powinny powodowac upakowanie helikalnej struktury
DNA w zwarte, uporzadkowane uktady umozliwiajace jej przeniesienie. Szczegdlnie
wazng grupg zwigzkow umozliwiajgcych kondensacje kwaséw nukleinowych poprzez
oddziatywania elektrostatyczne z ujemnymi grupami fosforanowymi sg dodatnio
natadowane peptydy kationowe. Zwigzki te umozliwiajg upakowanie DNA do struktur
o zmiennym ksztatcie toroidalnym, sferycznym lub innym, zaleznym od jej wielkosci.
Peptydy kationowe poprzez swoje wiasciwosci penetrujgce btony biologiczne
pozwalajg réwniez na transport kwasow nukleinowych do wnetrza komorki
oraz ekspresje gendéw jadrowych. Peptydy posiadajgce zdolnos¢ do kondensacji
kwasow nukleinowych zapobiegajg ich degradacji przez nukleazy cytozolowe
oraz przedtuzajg czas ich péttrwania. Naukowcy z zespotu badawczego Zhou podajg, iz
do kondensacji DNA dochodzi wtedy, gdy okoto 90% ujemnie natadowanych reszt jest
neutralizowanych przez czagsteczki o tadunku dodatnim +3 lub wiekszym [113, 117 —

120].

Poli-L-lizyny sg jednymi z czesciej stosowanych zwigzkéw kondensujgcych
i przenoszacych DNA. W latach 80-tych byty pierwszym wektorem niewirusowym
stosowanym w badaniach dotyczacych terapii genowych. Liczba monomeréw lizyny
w takim biatku wynosi od 90 do 450, jest ono biodegradowalne, dzieki czemu polimer
moze by¢ stosowany in vivo. Dtuiszy fancuch polipeptydowy zawiera wiekszy
sumaryczny fadunek dodatni i jest zdolny do silniejszego wigzania z DNA, ale ulega tez
dtuzszemu rozktadowi proteolitycznemu, co sprawia, ze jest bardziej toksyczny dla
komodrek. Aby zmniejszy¢ efekt cytotoksycznosci stosuje sie taczenie peptydu
z glikolem polietylenowym (PEG) lub grupami imidazolowymi zas w celu zwiekszenia

wychwytu receptorowego przytgcza sie okreslone ligandy [118, 121].
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Alternatywg moga okaza¢ sie rdowniez zwigzki bogate w reszty argininy.
Najczesciej stosowanym jest biatko TAT wirusa HIV oraz penetratyna, ktéra dzieki
obecnosci reszt lizyny i argininy w swojej sekwencji powoduje kondensacje DNA oraz
whika do wnetrza komodrek. Kumar i wspétpracownicy utworzyli chimeryczny peptyd
sktadajacy sie z 9 reszt arginin potaczonych z glikoproteing wirusa wscieklizny (RVG).
Tak powstaty zwigzek byt w stanie wigzaé¢ oraz transdukowaé siRNA do komodrek
neuronalnych, kondensujgc RNA oraz eksponujgc tadunek dodatni na zewnatrz w celu

przekroczenia bariery krew — mozg [122].

Czynnikami powodujacymi kondensacje kwaséw nukleinowych s3g takze
amfifilowe lipidy kationowe. Ich struktura jest zblizona do wystepujacych naturalnie
fosfolipidéw, gdyz w swojej budowie zawierajg zarowno regiony hydrofilowe, jak
i hydrofobowe. Zwigzki te poprzez tworzenie oddziatywan w roztworach wodnych
ulegajg samoorganizacji przyjmujac takie struktury, jak miedzy innymi micele
i liposomy, co ufatwia kondensacje DNA. Lipidy charakteryzujag sie znikoma
cytotoksycznoscia oraz tatwoscia w otrzymywaniu, jednak ich zastosowanie
do wewnatrzkomérkowego transportu kwaséw nukleinowych jest ograniczone

z powodu niskiej stabilnosci w roztworach biologicznych [120, 123].

Kolejng grupg zwigzkéw posiadajgcych wiasciwosci kondensujagce DNA sg
polimery kationowe oraz dendrymery. Pierwsze z nich charakteryzujg sie dodatnim
tadunkiem czasteczki, zdolnoscig selektywnego transportu zwigzkéw do miejsca
docelowego oraz ochrong DNA przed dziataniem enzyméw hydrolitycznych.
Przyktadem tego typu zwigzkéw jest polietyloimina, ktéra jest dobrym srodkiem
kondensujagcym oraz posiada zdolno$é do penetracji bton cytoplazmatycznych,
jednakze ograniczeniem w jej stosowaniu jest toksyczny wptyw na komorki
powodowany jej stabg biodegradowalnoscia. Zastepstwem dla polietyloiminy moze by¢
zastosowanie polimerdw cyklodekstranowych oraz chitozanu. Ze wzgledu na dodatni
fadunek, zdolno$é¢ do transportowania DNA posiadajg rowniez dendrymery. Sg to
zwigzki organiczne charakteryzujgce sie rozgateziong strukturg przypominajgca
ksztattem kule. Zbudowane sg one z centralnego rdzenia, do ktérego promieniscie
przytgczone sg tancuchy boczne posiadajgce na koricu okreslone grupy funkcyjne [120,

124].
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Nanoczgstki ztota sg grupa zwigzkédw kondensujgcych oraz transportujgcych DNA,
ktora wyrdznia sie tym, ze jest bierna chemicznie, w skutek czego we wnetrzu komérek
jest stabilna oraz nie powoduje cytotoksycznosci. Powierzchnie nanoczastek ztota
mozna modyfikowaé poprzez przytgczenie do nich okreslonych grup funkcyjnych.
W przypadku kondensacji oraz transportu DNA najskuteczniej zwigzki te dziatajg, gdy
ich powierzchnia pokryta jest grupami o tadunku dodatnim. Wtedy tez kondensujg
DNA w podobny sposéb, jak pozostate czynniki kationowe (na przyktad lipidy).
Niewielki rozmiar nanoczgstek umozliwia im penetracje bton cytoplazmatycznych

[127].

Ostatnig opisywang przeze mnie grupy czasteczek, ktére upakowujag DNA s3
nanorurki weglowe (ang. carbon nanotubes, CNT), bedgce odmiang alotropowg wegla
i zbudowane sg ze zwinietych arkuszy grafenu. CNT sg obojetne chemicznie i dlatego
aby doszto do kondensacji kwaséw nukleinowych nalezy przyfaczy¢ do ich powierzchni
okreslone grupy funkcyjne. Moze sie to odbywaé kowalencyjnie (poprzez 1,3-dipolarng
cykloaddycje) lub niekowalencyjnie. Funkcjonalizowane nanorurki weglowe mogg by¢

wykorzystywane jako $rodki transfekujace [120].

7. Pochodzenie zwiazkéw zawierajacych sfunkcjonalizowane reszty
kwasu 1.-2,3-diaminopropionowego

W 2016 roku nasza grupa badawcza opublikowata prace przedstawiajgcy synteze
nowej klasy peptydomimetykdw skfadajacych sie z reszt kwasu L-2,3-
diaminopropionowego (Dap), ktérych grupy aminowe zostaty podstawione szeregiem
funkcjonalizowanych oksakwaséw (PEG) (rys. 19). Przeprowadzono synteze biblioteki
zawierajgcej wspomniane wyzej zmodyfikowane reszty w pozycjach P2 - P4
peptydomimetyku, podczas gdy w pozycji Pl znajdowata sie reszta argininy.
Dodatkowo biblioteka zawierata na N-koncu sekwencji donor fluorescencji, jakim jest
kwas 2-aminobenzoesowy (ABZ), a na C-koncu akceptor — kwas 5-amino-2-
nitrobenzoesowy (ANB). Wystepowanie w sekwencji zsyntezowanej biblioteki (ABZ-Xs-
X3-X2-Arg-ANB-NH;) dwdéch powyzszych grup umozliwito jednoczesne monitorowanie

absorbancji i fluorescencji [125].
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Rysunek 19. Nomenklatura sfunkcjonalizowanych reszt kwasu Dap.
Rysunek wykonany na podstawie [125].

Zwigzki wchodzgce w skfad biblioteki cechujg sie zmienng dtugoscig oraz
zréznicowanym charakterem chemicznym tancuchéw bocznych w okreslonych
pozycjach. Spowodowane jest to obecnoscig nastepujgcych grup przytaczonych do
funkcjonalizowanych pochodnych PEG, takich jak: aminowe, guanidynowe,
karboksylowe, metoksylowe, hydroksylowe oraz benzyloksykarbonylowe (rys. 20).
Poprzez dodatek reszt PEG, powstate peptydomimetyki wyrdzniajg sie lepsza
rozpuszczalnoscig w wodzie. Wyzej opisana biblioteka, w sktad ktérej wchodzito okoto
6000 zwigzkdéw zostata zsyntezowana metodg chemii kombinatorycznej mieszania
i dzielenia (ang. mix and split) z zastosowaniem chemii Fmoc na nosniku statym.
Selekcja substratu najwydajniej ulegajgcego hydrolizie wobec hNSP4 (neutrofilowa,
ludzka proteaza serynowa 4) przeprowadzona zostata metodg iteracyjng w roztworze
i przyczynita sie do otrzymania peptydomimetyku jakim jest ABZ-Dap(02(Cbz))-
Dap(Cbz)-Dap(GO1)-Arg-ANB-NH,. Powyisza proteaza podobnie jak, HNE (ludzka
elastaza neutrofilowa), katepsyna G oraz PR3 uwalniana jest do przestrzeni

miedzykomarkowych w wyniku aktywacji neutrofili [125, 126].
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Rysunek 20. Przeglad biblioteki oraz jej komponentéw.
Rysunek wykonany na podstawie [125].

Dodatkowo, w roku 2020 wyselekcjonowalismy z biblioteki peptydowej
najefektywniej hydrolizowany przez proteasom 20S substrat o sekwencji: ABZ-
Dap(02(Cbz))-Dap(GO1)-Dap(02(Cbz))-Arg-ANB-NH,. Podwyzszona aktywnos¢ enzymu
zostata zaobserwowana podczas wystepowania chordb reumatoidalnych, czy
nowotworéw  ztosliwych. Zsyntezowany zwigzek moze mieé zastosowanie
w diagnostyce nowotworodw, gdyz dzieki niemu wykrylismy aktywnos¢ proteasomu 20S

w prébkach moczu pacjentdw cierpigcych na nowotwor pecherza moczowego [126].
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8. Wybrane metody analityczne wykorzystywane w pracy

8.1. Mikroskopia sit atomowych

Mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM) zalicza sie
do rodzaju mikroskopii ze skanujacg sondg (SPM, ang. scanning probe microscopy).
Technika ta stuzy do tréojwymiarowego obrazowania powierzchni préobki w skali
atomowej. Zasada jej funkcjonowania oparta jest na mechanice kwantowej oraz
efekcie pizoelektrycznym, analizowang wartoscig jest natezenie pradu tunelowego
ptyngcego pomiedzy powierzchnig badanego materiatu, a ostrzem sondy pomiarowej.
Pierwszy mikroskop sit atomowych zostat skonstruowany w 1986 roku, a w 1989 stat
sie dostepny komercyjnie. Pozwalat on réwniez, w przeciwienstwie do skaningowego
mikroskopu tunelowego (STM), na badanie materiatéw izoelektrycznych. Pomiary
z wykorzystaniem AFM mozna prowadzi¢ w powietrzu, w fazie gazowej, ciektej oraz w
prézni. Jest to istotne w przypadku badan uktadéw biologicznych, ktére czesto
wymagajg srodowiska wodnego oraz temperatury zblizonej do fizjologicznej [127 —

131].

8.1.1. Zasada dzialania

W mikroskopii sit atomowych badanie dotyczy ugiecia wspornika, na ktérej
znajduje sie ostrze pomiarowe. Dzieje sie to na skutek sit oddziatywan wystepujgcych
pomiedzy atomami sondy, a atomami wchodzacymi w sktad powierzchni analizowanej
prébki, bedgcymi miarg odlegtosci miedzy nimi. Wigzka lasera stuzgca do pomiaru
wygiecia dzwigni skupiona jest na tylnej stronie wspornika. Sprawia to, iz odbite
Swiatto trafia do fotodiody, ktéra wykrywa zmiany w pofozeniu wigzki. Nastepnie
sygnaty bedace skutkiem wygiecia dzwigni ulegajg przeksztatceniu na impulsy
elektryczne, ktore kolejno sg modyfikowane i przesytane do komputera w celu

wytworzenia obrazu proébki (rys. 21) [128 — 130, 132, 133].
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Rysunek 21. Schematyczne przedstawienie zasady dziatania mikroskopii sit atomowych.
Rysunek wykonany na podstawie [133].

Mechanizm dziatania AFM opiera sie na dziataniu sity miedzy ostrzem,
a powierzchnig prébki, ktéra zmienia sie wraz z dzielgcg ich odlegtoscia. Interakcje te
sg zgodne z potencjatem Lennarda — Jonesa, ktéry w tym wypadku jest sumg
oddziatywan pomiedzy atomami na powierzchni testowanego materiatu, a ostrzem
pomiarowym. Gdy sonda znajduje sie w duzej odlegtosci od powierzchni proébki,
wowczas nie dochodzi do powstania interakcji. Natomiast jezeli ostrze pomiarowe jest
blisko powierzchni badanego materiatu wtedy dziatajg sity przyciggania, jakimi sg np.
van der Waalsa. Zas$ jezeli zblizy sie ono do probki jeszcze bardziej to dominowaé beda

sity odpychajgce wynikajgce z naktadania sie orbitali [128 — 130, 133].

8.1.2. Tryby pracy AFM

Mikroskop sit atomowych moze pracowac w kilku trybach. Jednym z nich jest tryb
kontaktowy, w ktéorym sonda jest w bezposrednim kontakcie z powierzchnig badanej
probki. Ze wzgledu na bliskie odlegtosci atoméw wchodzacych w sktad ostrza
pomiarowego i atoméw badanej probki dziatajg tutaj sity odpychania (rys. 22). Zaletg
trybu kontaktowego, ze wzgledu na bezustanne stykanie sie sondy z prdbkg, jest
uzyskanie wynikdw o wysokiej rozdzielczosci. Jednak z tego samego powodu istnieje

tez prawdopodobienstwo uszkodzenia powierzchni badanej probki [133, 134].
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Aby zminimalizowa¢ kontakt ostrza z prébka wprowadzone zostaty tryby pracy
oparte na drganiach dZwigni, okreslane jako dynamiczne. W tym wypadku wspornik
dziata z czestotliwoscig rezonansowa lub jej bliskg. Ostrze pomiarowe wprowadzone
jest w drgania, nie styka sie stale z powierzchnig prébki, co przektada sie
na zmniejszenie sity bocznej podczas skanowania. Sita dziatajgca pomiedzy sondg,
a powierzchnig badanego materiatu wptywa na czestotliwo$¢ oscylacji wspornika.
Zmiany te rejestruje ukfad kontroli sprzezenia zwrotnego, ktéry nastepnie
zaangazowany jest w ich korekcje. Ze wzgledu na warto$¢ odchylenia w ruchach
dzwigni, tryb pracy oscylacyjnej moze sie jeszcze dzieli¢ dodatkowo na dwa typy.
W pierwszym z nich, bedacym ,trybem bliskiego kontaktu” (okreslanym réwniez jako
bezkontaktowy), ustawiona wartos¢ amplitudy jest stosunkowo mata i wynosi
maksymalnie 20 nm, a praca odbywa sie w rezimie sit przyciggania. Ten tryb AFM
cechuje sie mniejszym ryzykiem uszkodzenia badanej probki niz w przypadku pracy
kontaktowej. Drugim typem jest ,tryb styku przerywanego”, gdzie amplituda ruchu
dzwigni wynosi¢ moze do 100 nm. Oscylujgcy wspornik przechodzi przez 3 rodzaje sit,
mogg sie tutaj tworzy¢ takie oddziatywania z powierzchnig prébki, jak: odpychajace,

przyciggajace oraz zaniedbywalne [133 — 135].
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Rysunek 22. Schematyczne przedstawienie oddziatujgcych sit oraz odlegtosci pomiedzy sondg
pomiarowa, a probka w zaleznosci od trybu pracy.
Rysunek wykonany na podstawie [133].
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Mikroskopia sit atomowych ze wzgledu na duze mozliwosci analityczne jest coraz
czesciej wykorzystywana w badaniach biologicznych oraz biofizycznych. Stosowana jest
w celu uzyskania informacji o morfologii biatek, kwasach nukleinowych, budowie bton
oraz organelli komérkowych. Umozliwia obrazowanie molekularne takich struktur, jak
np.: DNA, RNA, chromosomy, wtdkna kolagenu oraz wiele innych. Moze by¢ takze
narzedziem do analizowania aktywnosci enzymatycznej. Ten rodzaj mikroskopii
umozliwia analize oddziatywan miedzyczgsteczkowych, takich jak miedzy innymi:
biatko — biatko, biatko — ligand, DNA — peptyd, a takze receptorow wchodzgcych
w interakcje z okreslonymi przeciwciatami, hormonami i innymi czgsteczkami. Badanie
topografii oraz wtasciwosci mechanicznych danego materiatu umozliwia zastosowanie
mikroskopii sit atomowych w analizie nanostruktur polimerowych oraz metalicznych
wykorzystywanych w medycynie regeneracyjnej i w strukturach wszczepialnych [129,

136, 137].

8.1. Termoforeza w mikroskali

Termoforeza w mikroskali (ang. microscale thermophoresis, MST) jest technika
stuzacg do ilosciowego badania oddziatywan miedzy dwiema molekutami na podstawie
zmian w sygnale fluorescencji. Metoda ta opiera sie na zjawisku termoforezy, ktora jest
procesem termodynamicznym polegajagcym na przemieszczaniu sie  czastek
w gradiencie temperatur, najczesciej z regionu cieplejszego do chtodniejszego. Po raz
pierwszy w cieczach zostata ona zaobserwowane w 1856 roku przez niemieckiego

naukoweca Carla Ludwiga, zas$ w badaniach wykorzystano jg w 1897 roku [138].

8.2.1. Zasada dzialania

Technika MST do charakterystyki wigzania wykorzystuje zmiany fluorescenciji,
zatem jedna z dwdch badanych czgsteczek musi by¢ znakowana fluorescencyjnie.
Podczas pomiaru w probce przez laser IR, generowany jest miejscowy gradient
temperatur, ktéry powoduje ukierunkowany ruch czgsteczek. Na ruch ten wptywaja

miedzy innymi takie wfasciwosci, jak: tadunek, wielkos¢ molekut, konformacja oraz
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powfoka hydratacyjna. W praktyce chociaz jeden z wymienionych powyzej parametrow
ulega modyfikacji podczas wigzania sie czgsteczki z ligandem, co w rezultacie powoduje

zmienng fluorescencje przed i po zwigzaniu [138, 139].

Sygnat MST zalezy od dwdch efektéw, ktdre zmieniajg sie pod wptywem wigzania
liganda do znakowanej czgsteczki. Pierwszym z nich jest TRIC (ang. Temperature
Related Intensity Change), gdzie intensywnos¢ fluorescencji zalezy od temperatury, zas

drugim czynnikiem jest zjawisko termoforezy.

Eksperymenty MST moga by¢é wykonywane przy rdéznych intensywnosciach,
a warunkuje to moc lasera IR. Sygnat, ktéry powstaje podczas skanowania kapilar ulega
zmianie zgodnie z ruchem czgstek generowanym przez zmiane temperatury. Gdy
zaczyna sie pomiar, laser IR jest wytgczony, a czasteczki zawieszone w roztworze
rozmieszczone sg rGwnomiernie, przez co poczatkowo fluorescencja jest stata, ten stan
okresla sie mianem inicjacji i trwa 3 sekundy. Kolejno dochodzi do uruchomienia
lasera, ktéry precyzyjnie ogrzewa konkretny obszar w badanej kapilarze, po kilku
sekundach dochodzi do skoku temperatury powodujgcego zwiekszone wygaszanie
fluorofora, a przez to nagty spadek fluorescencji. W nastepnym etapie dochodzi
do termoforezy, skutkujgcej przemieszczaniem sie czgstek z dala od ogrzewanego
miejsca, prowadzi to do powolnego spadku fluorescencji, ktéry mierzony jest przez
okoto 30 sekund i konczy sie stanem stabilizacji. Kolejno po wytgczeniu grzania,
roztwoér ulega ochtodzeniu, obserwuje sie odwrdcony skok temperatury. Podczas
dyfuzji wstecznej czasteczki wracajg do potozenia poczgtkowego, co powoduje wzrost

sygnatu fluorescencji (rys. 23) [138 — 141].

Wyniki analizowane s3 na podstawie stosunku miedzy fluorescencjg
po okreslonym czasie pomiaru oraz fluorescencjg przed aktywacjg lasera IR. Warunki
pracy w MST mogg by¢ zblizone do tych wystepujgcych naturalnie, pomiary
wykonywane sg bez unieruchomienia czgstek, zas dowolnos¢ w stosowanych buforach
umozliwia uzycie surowicy, lizatdw komérkowych oraz wielu innych. Ponadto metoda
cechuje sie prostotg w przygotowaniu probek oraz niewielkim zuzyciem reagentow,
to jest 4 ul na prdbke przy jej stezeniu okre$lanym w nM. Najczesciej wykorzystywana

jest do badania interakcji oraz wyznaczania statych powinowactwa biatko — biatko,
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biatko — ligand, ale moze by¢ tez wykorzystywana do okres$lenia oddziatywan z DNA

oraz wielu innych [138, 140, 141].
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Rysunek 23. Schematyczne przedstawienie typowego sygnatu otrzymywanego podczas skanowania
pojedynczej kapilary.
Rysunek wykonany na podstawie [138].

8.3. Powierzchniowy rezonans plazmonowy

Powierzchniowy rezonans plazmonowy (ang. Surface Plasmon Resonance, SPR)
jest metodg stuzgcg do badania oddziatywan miedzyczgsteczkowych. Technika ta

charakteryzuje sie wysokg czutoscig oraz pomiarem w czasie rzeczywistym [142, 143].

Metoda SPR pozwala na pomiar kinetyki oraz termodynamiki oddziatywan
wystepujacych miedzy czgsteczkami, wykorzystujgc przy tym niewielkie ilosci badanych
materiatdw bez koniecznosci stosowania znacznikéw fluorescencyjnych. Jednak
wymagany jest element (ligand), ktéry zostaje unieruchomiony na powierzchni
sensora, a jego funkcjg jest wytapywanie czgsteczek analitu. Immobilizacja molekut

na powierzchni sensora SPR moze odbywac sie poprzez: oddziatywania hydrofobowe
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oraz elektrostatyczne, wigzania kowalencyjne oraz tworzenie specyficznych interakcji

[142 —144].

8.3.1. Zasada dzialania

Pomiary wykorzystujgce metode SPR rozpoczynajg sie, gdy fotony z wigzki
padajgcego pod okreslonym katem Swiatta spolaryzowanego uderzajg w metalowg
powierzchnie, wykonang najczesciej ze zfota (ze wzgledu na wysokg stabilnos¢
chemiczng), ktéra ulokowana jest na szklanej ptytce. W tych warunkach czes$¢ energii
Swietlnej przenika przez metalowg powtoke i oddziatuje z elektronami w warstwie
powierzchniowej, wprowadzajac je w ruch w wyniku wzbudzenia. Gdy wigzka $wiatta
pada pod wiekszym katem niz krytyczny kat odbicia, ped fotonéw zmierzajgcych
do ptytki odpowiada pedowi plazmondéw powierzchniowych, powodujgc przeniesienie
energii oraz zachodzenie SPR, zamiast catkowitego odbicia $wiatta. Aby mogto dojs¢
do zjawiska rezonansu plazmondw energia pochodzgca z fotondw wigzki padajgcego
na powierzchnie metalu Swiatta powinna by¢ réwna energii drgan oscylacyjnych
plazmonoéw. Plazmony rozchodzga sie rdwnolegle do powierzchni metalu i tworzg pole
elektryczne w obszarze do okoto 300 nm od granicy dzielgcej powierzchnie metalu
i roztwoér probki. Wiekszos¢ urzagdzen SPR wykorzystuje konfiguracje, w ktorej fala
Swietlna przechodzi przez pryzmat o wysokim wspodtczynniku zatamania Swiatta
i wywotuje zjawisko catkowitego wewnetrznego odbicia. Odbite od powierzchni metalu
Swiatto, z powodu efektu rezonansu plazmonowego, charakteryzuje sie spadkiem
intensywnosci pod okreslonym katem i jest mierzone przez fotodetektor (rys. 24) [142,

143, 145].
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Rysunek 24. Zasada dziatania powierzchniowego rezonansu plazmonowego.
Rysunek wykonany na podstawie [146].

Eksperymenty przeprowadzane z wykorzystaniem techniki SPR rozpoczynajg sie
od unieruchomienia liganda na powierzchni sensora, a pozostate miejsca wigzania s3
odpowiednio blokowane. Nastepnie wstrzykiwany jest bufor regeneracyjny, ktéry
powoduje utworzenie odnosnikowej linii bazowej (rys. 25). Nastepnie przez
powierzchnie przeptywa roztwdr zawierajgcy analit, jego wigzanie sie z ligandem
powoduje wzrost sygnatu, ktéry nastepnie, gdy dochodzi do réwnoczesnej asocjacji
oraz dysocjacji przeptywajgcej molekuty, przechodzi w linie prostg. Maksymalna
odpowiedz dla wigzania okreslana jest jako RUmax, okresla sie jg na podstawie
wysycenia miejsc wigzgcych unieruchomionej czgstki. Na koniec nastepuje odtaczenie
analitu od ligandu poprzez ponowny przeptyw buforu poczgtkowego, co przedstawione
jest na wykresie jako spadek sygnatu do momentu osiggniecia wartosci referencyjnej.
Po catkowitym zregenerowaniu powierzchni sensora mozliwe jest nastrzykniecie
kolejnej prébki zawierajacej inne stezenie badanego analitu, co powtdrnie generuje
sensogram. Seria sensogramoéw umozliwia okreslenie kinetyki wigzania oraz statej

rownowagi [143, 147, 1438].
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Rysunek 25. Sensogram bedacy wynikiem pojedynczego eksperymentu SPR.
Rysunek na podstawie [149].

Technika SPR nie wymaga koniecznosci stosowania fluorescencyjnych
znacznikéw, cechuje sie wysoky czutoscia pomiaréw oraz minimalnym zuzyciem
badanych materiatéw. Istotne jest to, iz pomiary kinetyczne wykonywane sg w czasie
rzeczywistym. Metoda powierzchniowego rezonansu plazmonowego wykorzystywana
jest do analizy powinowactwa réznych czgstek, miedzy innymi takich jak: antygen —
przeciwciato, ligand — receptor, substrat — enzym. Metode SPR stosuje sie takze
do wykrywania markeréw nowotworowych (m. in. nowotwér piersi, jajnika, trzustki)
oraz chordéb o podfozu kardiologicznym i neurologicznym. SPR wykorzystuje sie jako

badanie uzupetniajgce do potwierdzenia zmian konformacyjnych [143, 150 — 152].
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II. Cel pracy

Gtéwnym celem mojej rozprawy doktorskiej byto projektowanie oraz synteza
nowej klasy peptydomimetykéw zdolnej do penetracji bton komdrkowych. Zwigzki te
zbudowane zostalty z reszt kwasu L-2,3-diaminopropionowego lub D-2,3-
diaminopropionowego (Dap) potgczonych wigzaniem peptydowym. Grupy aminowe w
pozycji 3 Dap zmodyfikowatam poprzez przytgczenie okreslonego oksakwasu
zawierajgcego ugrupowania guanidynowe, aminowe lub hydroksylowe (tab. 2).
Znakowanie peptydomimetykdow 5/6-karboksyfluoresceing lub 5/6-karboksytetra-
metylorodaming umozliwito przeprowadzenie badan biologicznych. Na tej podstawie

wyodrebnitam nastepujace cele szczegdtowe:

1. Wptyw charakteru chemicznego peptydomimetykdw na penetracie bton

komdrkowych.

Poddatam ocenie zdolnosci do migracji* przez btone komodrkowa szereg
peptyddw i peptydomimetykéw sktadajacych sie z szesciu reszt lub blokow
budulcowych w czgsteczce. Otrzymatam 18 zwigzkdéw zmodyfikowanych w farcuchu
bocznym (rys. 26). Kazdy z nich na N-koricu zawierat fluorofor. Wszystkie zwigzki
inkubowatam z liniami komérkowymi zdrowymi oraz nowotworowymi.

* Przed wykonywaniem badan biologicznych, peptydomimetyki poddatam ocenie

cytotoksycznosci wobec linii komdérkowych w hodowlach in vitro.
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[ Zwigzek 15a 5/6-FAM-O20c-[Dap(02)]e-O20c-NH: ]

Rysunek 26. Wzory strukturalne zsyntezowanych zwigzkéw numer 1 —4b, 10 — 10b, 12a—15a *.

2. Proba okreslenia mechanizmu penetracji bton biologicznych przez

peptydomimetyki.

Podjetam prébe okreslenia mechanizmu wykorzystywanego podczas wnikania
peptydomimetykéw do wnetrza komodrek. W tym celu zastosowatam 3 inhibitory
endocytozy: cytochalazyne D — hamujgcg makropinocytoze, chloropromazyne — bedaca

inhibitorem endocytozy klatryno — zaleznej oraz metylo-B-cyklodekstryne blokujaca
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endocytoze kaweolo — zalezng. Badania prowadzitam na dwéch liniach komérkowych

piersi: zdrowych — HB2 oraz zmienionych nowotworowo — MDA-MB-231.

3. Ocena wptywu liczby ugrupowan guanidynowych w fancuchu bocznym

czasteczki na penetracje bton komoérkowych.

Otrzymatam 14 zwigzkédw rdznigcych sie iloscig blokéw budulcowych
w czgsteczce, ktdrych wzdr ogélny przedstawitam na rysunku 27. Dla kazdego z nich
zsyntezowatam analog znakowany fluorescencyjnie na N-koricowej grupie aminowej.
Zwigzki te poddatam ocenie stopnia wnikania do komérek zdrowych — HB2 oraz

zmienionych nowotworowo — MDA-MB-231.
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[ Zwigzek 5a n=28 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO1)]s-O20c-NH2 ]
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Zwigzek 7a n=3 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)]3-0O20c-NH:
Zwigzek 8a n=4 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)]s-O20c-NH:
Zwigzek 9a n=5 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)]s-O20c-NH:
Zwigzek 11a n=28 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)]s-O20c-NH:
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[ Zwiagzek 11b n=28 5/6-TAMRA-O20c-[Dap(GO2)]s-O20c-NH2 ]

Rysunek 27. Wzory strukturalne zsyntezowanych peptydomimetykéw numer 5 -5b, 6 = 9a, 11a,
11b *.

4. Zbadanie wptywu zsyntezowanych zwigzkdéw na przebieg oraz regulacje cyklu

komorkowego.

Poddatam ocenie wptyw zwigzkdéw zawierajgcych 4, 6 oraz 8 grup guanidynowych
w sekwencji (numer 8, 10, 11) na przebieg, a takze regulacje cyklu komorkowego linii
HB2 i MDA-MB-231. W ramach tego zadania postuzytam sie metodg cytomerii

przeptywowe;.

5. Ocena witasciwosci penetrujacych zwigzkédw zawierajacych w fancuchu

gtdwnym peptydomimetykow reszt powodujacych zmiane jego utozenia w

przestrzeni.

Otrzymatam zwigzki zbudowane z 8 reszt Dap zmodyfikowanych glikolem
polietylenowym zawierajgcym ugrupowania guanidynowe. Ponadto zsyntezowatam
peptydomimetyki zmodyfikowane w 7 pozycji przez reszty O1Pen lub Pro (rys. 28).
Dodatkowo otrzymatam analog zwigzku nr 11 zawierajagcy kwas D-2,3-
diaminopropionowy w czgsteczce. Nastepnie zbadatam zdolno$é uzyskanych zwigzkéw

do przenikania przez btone komorkowa.
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[ Zwigzek 17a 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO1)]s-Pro-[Dap(GO1)]s-O20c-NH: ]

N NH, N NH, N _NH, N _NH;
[ Zwigzek 18a 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)]s-O1Pen-[Dap(GO2)]s-O20c-NH2 ]
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NH, A

NH, NH,

[ Zwigzek 19a 5/6-FAM-0O20c¢-[Dap(GO2)]s-Pro-[Dap(GO2)]s-O20c-NH: ]

Rysunek 28. Wzory strukturalne peptydomimetykéw 16a — 19a *.

6. Ocena oddziatywan pomiedzy peptydomimetykami, a DNA.

Zweryfikowatam za pomoca szeregu metod mozliwos¢ tworzenia kompleksu

peptydomimetyk : liniowe DNA.

7. Zastosowanie zsyntezowanych zwigzkdow jako czynnikdw transfekcyjnych

Poddatam ocenie zdolnos¢ peptydomimetykdw do wprowadzania materiatu
genetycznego do wybranych linii komérkowych piersi (HB2 i MDA-MB-231).
Sprawdzitam efektywnosé¢ tworzenia kompleksu zwigzek : plazmidowe DNA oraz

wydajnos¢ ich transfekcji.

8. Woykorzystanie peptydomimetykow jako mediatordow transportujgcych biatka

do wnetrza komorek.

W ramach tego zadania zostaty zsyntezowane zwigzki zawierajgce odpowiednio
sze$¢ oraz osiem grup guanidynowych w sekwencji. Na N-konicu kazdego z nich
dotgczono biotyne (rys. 29). Otrzymane zwigzki poddatam inkubacji z dwiema formami
streptawidyny: () FAM-streptawidyna, (Il) streptawidyna skoniugowana z P-
galaktozydazg, w celu utworzenia niekowalencyjnych komplekséw i oceny ich
przenikalnosci przez btone komdrkowa. Ponadto okreslitam wewnatrzkomorkowa

aktywno$¢ B-galaktozydazy.
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Rysunek 29. Wzory strukturalne zwigzkdw numer 22, 23 *.

* Dap kwas (-2,3-diaminopropionowy
o1 kwas 5-amino-3-oksapentanowy
02 kwas 8-amino-3,6-dioksaoktanowy
GO1 kwas 5-guanidyno-3-oksapentanowy
GO2 kwas 8-guanidyno-3,6-dioksaoktanowy
HO1 kwas 5-hydroksy-3-oksapentanowy
HO2 kwas 8-hydroksy-3,6-dioksaoktanowy
5/6-FAM 5/6-karboksyfluoresceina
5/6-TAMRA 5/6-karboksytetrametylorodamina

9. Zbadanie wptywu wybranych peptydomimetykdw na cytotoksycznosc

i wiasciwosci penetrujace wobec linii  komodrkowych skéry, pecherza

moczowego, makrofagdw mysich oraz komorek pierwotnych.

Przetestowatam zdolnos$¢ otrzymanych zwigzkédw do przenikania przez btony
cytoplazmatyczne wybranych linii komodrkowych skéry, pecherza moczowego,
makrofagéw mysich, a takze komdrek pierwotnych (podocyty szczurze). Okreslitam
stopien przezywalnosci powyzszych linii komdrkowych w obecnosci wybranych

zwigzkow.

69



Tabela 2. Sekwencje zsyntezowanych peptydomimetykdw.

Nr Sekwencja
1 020c-(Arg)s-O20c-NH;
1a* 5/6-FAM-O20c-(Arg)s-O20c-NH;
2 020c-(D-arg)s-O20c-NH;
2a* 5/6-FAM-O20Oc-(D-arg)s-O20c-NH;
3 0O20c-(Har)s-O20c-NH;
3a* 5/6-FAM-O20c-(Har)s-O20c¢-NH;
4 020c¢-[Dap(GO1)]s-O20c-NH;

4a* 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO1)]s-O20c-NH:

4b 5/6-TAMRA-O20c-[Dap(GO1)]e-O20c-NH>

5 O20c-[Dap(GO1)]s-O20c-NH>

5a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO1)]s-O20c-NH;

5b 5/6-TAMRA-O20c-[Dap(GO1)]s-O20c-NH,

6 020c¢-[Dap(GO2)],-O20c-NH;
6a 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)]»-O20c-NH;
7 020c¢-[Dap(GO2)]5-0O20c-NH;
7a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO2)]5-O20c-NH;
8 020c¢-[Dap(GO2)]s-O20c-NH;
8a 5/6-FAM-O20c-[Dap(G0O2)]s--O20c-NH;
9 020c¢-[Dap(G0O2)]s-0O20c-NH;

9a 5/6-FAM-0O20c¢-[Dap(GO2)]s-O20c-NH;

10 020c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH;

10a* | 5/6-FAM-O20c-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH:

10b* | 5/6-TAMRA-O20c-[Dap(GO2)]s-O20c-NH:

11 020c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH;

11a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO2)]s-O20c-NH:

11b 5/6-TAMRA-O20c-[Dap(GO2)]s-O20c-NH>

12a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(HO1)]:-O20c¢-NH,

13a 5/6-FAM-0O20c-[Dap(O1)]s-O20c-NH;

14 020c¢-[Dap(HO2)]-O20c-NH;

14a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(HO2)],-O20c¢-NH,

15 020c¢-[Dap(02)]¢-0O20c-NH;

15a 5/6-FAM-0O20c-[Dap(02)]s-O20c-NH;

16a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO1)]s-O1Pen-[Dap(GO1)]--O20c¢-NH,

17a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO1)]s-Pro-[Dap(GO1)]s-O20c-NH;

18a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO2)].-O1Pen-[Dap(GO2)]--O20c¢-NH,

19a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO2)]s-Pro-[Dap(GO2)],-O20c-NH;

20a 5/6-FAM-O20c¢-[D-Dap(GO1)]s-O20c¢-NH,*

21a 5/6-FAM-020c¢-[D-Dap(GO2)]s-O20c-NH.*

22+ Bt-O20c¢-[Dap(GO2)]s-O20c-NH;

23* Bt-O20c-[Dap(GO2)Js-O20c-NH;
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24 ] 5/6-FAM

25 | 5/6-TAMRA

# Wszystkie zsyntezowane peptydomimetyki w swojej sekwencji zawierajq kwas 2,3-diaminopropionowy
w konfiguracji L, jedynie zwigzki nr 20a oraz 21a zbudowane sq z izomeru o konfiguracji D.

* Zwigzki o numerach 1a, 2a, 3a, 4a, 10a, i 10b zostaty przeze mnie zsyntezowane w ramach
pracy magisterskiej realizowanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdariskiego pod opiekg
dr hab. Magdaleny Wysockiej, prof. UG.

&  Zwiqgzki numer 22 oraz 23 zostaty zsyntezowane pod mojq opiekq przez mgr Aleksandre Gnatek
w ramach pracy magisterskiej realizowanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdarskiego,
opiekunem naukowym pracy byta dr hab. Magdalena Wysocka, prof. UG.

5/6-FAM — przed sekwencjq oznacza, iz zwigzek jest znakowany fluoresceing
5/6-TAMRA — przed sekwencjq oznacza, iz zwigzek jest znakowany tamrq
Bt — przed sekwencjq oznacza, iz zwiqzek na N-koricu zawiera przytqczonq czgsteczke biotyny
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III. Metodologia przeprowadzonych badan

1. Synteza chemiczna peptydomimetykow

Zwigzki przedstawione w niniejszej rozprawie zsyntezowatam metody chemii
Fmoc/tBu na nosniku statym. W tym celu uzytam zywicy amidowej TentaGel S Ram
cechujacej sie maksymalnym osadzeniem na poziomie 0,24 mmola/g oraz wielkosScig

ziaren réwna 90 um (Rapp Polymer, Tubingen, Niemcy).

1.1 Automatyczna synteza mikrofalowa

Proces syntezy zwigzkdow przebiegat dwuetapowo. tancuch gtéwny
peptydomimetykéw zsyntezowatam z wykorzystaniem automatycznego syntezatora
mikrofalowego LibertyBlue firmy CEM (Matthews, Nowy Jork, Stany Zjednoczone).
Synteze wykonatam w skali 0,1 mmola (uzytam 0,417g zywicy). Tabele numer 3 i 4
przedstawiajg warunki stosowane podczas sprzegania oraz uzywane odczynniki.
W kolejnym etapie synteze wykonywatam manualnie wprowadzajgc modyfikacje
w obrebie tancuchéw bocznych peptydomimetykéw. W tym celu jako reaktory
do syntezy zastosowatam strzykawki polipropylenowe z umieszczonym wewnatrz

filtrem.

Tabela 3. Warunki sprzegania stosowane podczas standardowego cyklu syntezy prowadzonej
w skali 0,1 mmola.

Objetosc naczynka reakcyjnego 30 ml
Objetos$c odczynnika deprotekeyjnego 3ml
Warunki deprotekcji 65 sekund (90° C)
Ptukanie po deprotekcji 2ml+2ml+3ml
Objetos$¢ pochodnej aminokwasowej lub 25 ml
PEGylowanej '

Objetosc aktywatora 1 ml
Objetosc¢ zasady 0,5 ml
Catkowita objetosé mieszaniny sprzegajgcej 4 ml
Metoda sprzegania 4 min (90° C)
Ptukanie po sprzeganiu 2ml+2ml+3ml
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Tabela 4. Reagenty stosowane podczas automatycznej syntezy mikrofalowe;j.

Rozpuszczalnik DMF
Mieszanina deprotekcyjna 20 % piperydyna w DMF
Ii’lcEeGijlnoijvap:;Chhodnych aminokwasowych i 0,2 M w DMF
Aktywator 0,5 M DIC w DMF
Zasada 1,0 M oxyma w DMF

DMF —dimetyloformamid
DIC — N,N’-diizopropylokarbodiimid
OXYMA — heksafluorofosforan-(1-cyjano-2-etoksy-2-oksoetylidenoaminooksy)-dimetyloamino-morfoliny

1.2 Synteza zwigzkow numer 1a, 2a, 3a

Syntezy zwigzkéw 1a, 2a oraz 3a wykonatam w roku 2018, w ramach pracy
magisterskiej pod tytutem: ,Projektowanie i synteza peptydéw i peptydomimetykow
potencjalnie penetrujgcych btone komodrkowa”, ktérej promotorem byta dr hab.
Magdalena Woysocka, prof. UG. Natomiast analogiczne zwigzki nieznakowane
fluorescencyjnie (1 — 3) zsyntezowatam w ramach wykonywania niniejszej rozprawy
doktorskiej. Syntezy peptydomimetykdw 1 — 3a przeprowadzitam przy uzyciu
automatycznego syntezatora mikrofalowego. W tym celu wykorzystatam ponizsze
pochodne aminokwasowe (wszystkie pochodne stosowane do  syntezy
peptydomimetykdw opisanych w rozprawie doktorskiej zostaty zakupione w firmie Iris

Biotech Gmbh (Niemcy)):

Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH
*  Fmoc-p-Arg(Pbf)-OH

Fmoc-L-Har(Pbf)-OH

Fmoc-020c-OH
020c-0OH - kwas 5-amino-3-oksapentanowy

W przypadku zwigzkéw 1a, 2a, 3a do wolnego N-konca przytgczytam znacznik
fluorescencyjny — fluoresceine (5/6-FAM) (opis procedury przedstawitam w punkcie 1.
5. 1. C). Ostatecznie zsyntezowane peptydomimetyki poddatam procedurze odtgczenia

od zywicy, postepujgc wedtug instrukcji opisanej w punkcie 1. 3. 1. D.
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Fmoc — ostona 9-fluorenylometoksykarbonylowa
Pbf — osfona 2,2,4,6,7-pentametylodihydrobenzfurano-5-sulfonowa

1.3. Synteza zwiazkow nieznakowanych fluorescencyjnie numer 4 - 11

Syntezy zwigzkéw 4 — 11 wykonatam z uzyciem kwasu L-2,3-diaminopropiono-

wego, ktérego grupa -NHz w pozycji 3 chroniona byta ostong ivDde.

Do przeprowadzenia syntezy automatycznej wykorzystywatam dwie ponizsze
pochodne aminokwasowe:

*  Fmoc-020c-OH

*  Fmoc-L-Dap(ivDde)-OH.

ivDde - 1-(4,4-dimetylo-2,6-dioksocykloheks-1-ylideno)izowalery!

W pierwszym etapie syntezy otrzymatam zwigzki przedstawione na rysunku 30
o wzorze ogoélnym: Fmoc-020c-[Dap(ivDde)],-020c-P (tab. 5), ktére nastepnie

poddatam modyfikacji metodg manualng w celu otrzymania zwigzkéw numer: 4 — 11.

Tabela 5. Liczba reszt L-Dap(ivDde) (n) zawartych w sekwencji peptydomimetyku.

Numer zwiazku n Fmoc-L-Dap(ivDde)
4,10 6
5,11 8
6 2
7 3
8 4
9 5

o

SV SIS S

Rysunek 30. Ogdlny wzdér zwigzkédw otrzymywanych w wyniku syntezy automatycznej, gdzie: n —
ilos¢ reszt kwasu L-2,3-diaminopropionowego z ostong ivDde, P — linker przytgczony do zywicy.
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1.3.1. Synteza manualna

A) Usuwanie ostony ivDde

Pierwszg czynnoscia, wykonang po przeprowadzeniu syntezy automatycznej byto
umieszczenie peptydylozywicy w strzykawkach polipropylenowych, a nastepnie
usuniecie ostony ivDde z faicuchdow bocznych powyzszego zwigzku. W tym celu
uzytam:

* 2 % roztwdér uwodnionej hydrazyny (N2Hs 50-60%, Sigma Aldrich, numer

katalogowy 225819) w DMF

Zawarto$¢ kazdej ze strzykawek przemywatam powyzszg mieszaning poprzez
delikatne 15 minutowe wytrzgsanie (Laboratory shaker type 358A, Elpin Plus, Polska),
po ktérym zywice przemytam chlorkiem metylenu (DCM). Czynnosci te powtdrzytam 6-
krotnie. Po usunieciu ostony ivDde zawartos¢ strzykawek przemytam wedtug
nastepujacego cyklu ptukan:

* 3 XDMF

* 3 X izopropanol

e 3 XDCM.

Reakcje deprotekcji ostony ivDde potwierdzitam przeprowadzajgc test Kaisera

oraz test chloranilowy (tab. 6).

Tabela 6. Warunki przebiegu testu Kaisera oraz chloranilowego.

Warunki testu Test Kaisera Test chloranilowy
- 50 pl 80% fenolu w etanolu
. - 50 pl KCN w H20/pirydyna - 100 pl acetaldehydu

W k

ymagane odczynniki - 50 pl 6% ninhydryny w - 50 pl chloranilu w toluenie

etanolu

Temperatura reakg;ji 100°C pokojowa
Czas reakcji 7 minut 7 minut
B —

anwa zywicy przy bezbarwna bezbarwna
osadzonych grupach - NH>
Barwa zywicy przy
nieosadzonych grupach granatowa zielona
- NH2
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B) Przytqczanie pochodnych do taricuchéw bocznych zwiqzku

Po usunieciu ostony ivDde z grup aminowych tancuchédw bocznych reszt Dap
przystgpitam do przytgczenia do nich ponizszych pochodnych:
* Boc,Pbf-guanidyno-O1Pen-OH (w pracy bede stosowata skrot GO1)
* Boc,Pbf-guanidyno-020c-OH (w pracy bede stosowata skrét GO2).

Warunki przytgczania pochodnych do kazdego ze zwigzkédw przedstawitam w tabeli
numer 7. Pomiedzy poszczegdlnymi acylowaniami peptydylozywice przemyfam wedtug
ponizszego cyklu ptukan:

* 3 X DMF

* 3 X izopropanol

e 3 XDCM,
skutecznos$é przytaczania pochodnych GO1 i GO2 do wolnych grup aminowych
bocznych tancuchéw reszt Dap potwierdzitam stosujgc test chloranilowy oraz test
Kaisera.

Tabela 7. Warunki przytgczania pochodnych: Boc,Pbf-guanidyno-020c-OH (GO2) , Boc,Pbf-
guanidyno-O1Pen-OH (GO1).

Zwiazek
Warunki reakgji
4'5 61718 9'10’11
1,5*XGO1 1,5*)(602
o ) 1,5 x TBTU 1,5 x TBTU
reakcja sprzegania 1,5 x OXYMA 1,5 x OXYMA
3 x DIPEA 3 x DIPEA
1,5 x GO1 1,5 x GO2
| eake ) 1,5 x HBTU 1,5 x TBTU
reakcja sprzegania 1.5 x OXYMA 1,5 x OXYMA
3 x DIPEA 3 x DIPEA
Il reakcj r ni 3 x GO oo
eakcja sprzegania 1,5 x DIC 1,5 x DIC
v k. . 2 x GO1 2 x GO2
reakcja sprzegania 1 % DIC . 1 x DIC
Czas trwania reakg;ji 24h
Rozpuszczalniki NMP/DMF/DCM (1:1:1, v/v/v) + Triton X-100

* nadmiar odczynnika w stosunku do osadzenia uzywanej zywicy



Boc — ostona tert-butyloksykarbonylowa

TBTU - tetrafluoroboran-O-benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetraetylouronianu
DIPEA - diizopropyloetyloamina

HBTU — heksafluorofosforan-O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetrametylouroniowy
DCM — dichlorometan

NMP — N-metylopirolidon

C) Usuwanie ostony Fmoc z N-korica peptydomimetykéw

W kolejnym etapie, po przytagczeniu pochodnych GO1 i GO2 do bocznych grup
aminowych zwigzkéw, usunetam ostony Fmoc z ich N-konca. W tym celu
przygotowatam nastepujgcg mieszanine $ciggajaca:

* 2%DBU
*  2,3% piperydyna
* 6% Triton X-100 w NMP.

Peptydylozywice umieszczong w strzykawkach przemywatam powyzszym roztworem
przez 15 minut, po czym zawartos¢ reaktoréw ptukatam DMF. Czynnosci te
powtdrzytam 6-krotnie. Skutecznos¢ metody odfgczania grupy Fmoc sprawdzatam

poprzez wykonanie testu Kaisera oraz chloranilowego.

D) Odtqczanie peptydomimetykéw od Zywicy

Po przeprowadzonej syntezie przystgpitam do etapu odczepienia utworzonych
zwigzkdw od nosnika statego z jednoczesnym usunieciem oston z bocznych grup
aminokwasowych. Kazdg peptydylozywice przeniostam do kolb okragtodennych,
dodatam mieszanine $ciggajgcq i umiescitam na mieszadle magnetycznym. Reakcje
prowadzitam przez 4 godziny. Na 1 g zywicy przygotowatam roztwor zawierajgcy:

«  TFA (82,5 % v/v)

* fenol (5% v/v)

* H0(5%vV/v)

* tioanizol (5 % v/v)

* EDT(2,5%vV/v)
DBU — 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en

TFA — kwas trifluorooctowy
EDT — etano-1,2-ditiol
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W dalszym etapie zawarto$é kolb przeniostam na lejek Schotta i pod zmniejszonym
cisnieniem oddzielitam 2zywice od odczepionego peptydomimetyku, nastepnie
peptydylozywice przemytam 1 ml TFA. Do roztworu zawierajgcego zwigzek dodatam 15
ml schtodzonego eteru dietylowego. Wytragcone peptydomimetyki przeniostam
do wiréwki (Centrifuge 5430 R, Eppendorf, Niemcy) i wirowatam przez 15 minut przy
6000 RPM, a nastepnie rozpuscitam w wodzie i zliofilizowatam. Zwigzki poddawane
badaniom biologicznym dodatkowo liofilizowatam rozpuszczajac je w roztworze HCI

o0 C=103M.

1.4. Synteza zwigzkéw numer 22 i 23

Zwigzki numer 22 oraz 23 zostaty zsyntezowane pod mojg opieka przez mgr
Aleksandre Gnatek w ramach pracowni magisterskiej realizowanej na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego, opiekunem naukowym pracy byta dr hab. Magdalena
Wysocka, prof. UG.

Synteze automatyczng wykonano z wykorzystaniem dwdch ponizszych
pochodnych aminokwasowych:

*  Fmoc-020c-OH
*  Fmoc-L-Dap(ivDde)-OH.

W pierwszym etapie syntezy otrzymane zostaly zwigzki przedstawione
narysunku 31 o wzorze ogdélnym: 020c-[Dap(ivDde)],-020c-P (gdzie n = 6 dla
peptydomimetyku numer 22, n = 8 dla peptydomimetyku numer 23), ktére w kolejnym

etapie modyfikowane byt metodg manualna.

o)
H
o N o P
HzN/\/\/\O/ﬁ‘/|; ”/\/\/\O/Y
O
n o]
NH

o

(0]

Rysunek 31. Ogdlny wzdr zwigzkdw otrzymanych w wyniku syntezy automatycznej, gdzie: n —ilosé
reszt kwasu L-2,3-diaminopropionowego z ostong ivDde (n=6 dla zwigzku 22, n=8 dla zwigzku 23), P
— linker przytaczony do zywicy.
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1.4.1 Synteza manualna

A) Przytqczenie biotyny do N-kornica peptydomimetyku

Po umieszczeniu peptydylozywicy w polipropylenowych reaktorach przystgpiono
do procedury przytgczenia biotyny do wolnego N-korica peptydomimetyku. Uzyto
pochodnej powyzszej witaminy B7 w postaci estru N-hydroksysukcynimidowego:

* Biotyna-NHS.

Stosunek molowy reagentéw w odniesieniu do osadzenia zywicy wynosit: DIPEA :
Biotyna-NHS — 3 : 1,5. Reakcje sprzegania przeprowadzono w roztworze NMP
z dodatkiem Tritonu X-100. Czas trwania to 24 godziny, po czym peptydylozywice
przemywano 3 X DMF, 3 X izopropanolem oraz 3 X DCM. Powyiszg procedure
powtdrzono 3-krotnie, az uzyskano negatywny wynik testéw chloranilowego i Kaisera.
Nastepnie wykonano usuniecie oston ivDde z taricuchow bocznych peptydomimetyku,
kolejno  przystgpiono do przytagczenia pochodnej Boc,Pbf-guanidyno-020c,
a w kofncowym etapie do odszczepienia zwigzku z zywicy z jednoczesnym sciggnieciem
oston bocznych. Powyisze kroki wykonano wedtug opisu przedstawionego

odpowiednio w punktach: 1. 3. 1. A-C.

1.5 Synteza zwigzkow znakowanych fluorescencyjnie numer 4a - 21a

Syntezy zwigzkdw 4a — 21a wykonatam z uzyciem kwasu L-2,3-diaminopropiono-

wego, ktérego grupa -NHz z pozycji 3 chroniona byta ostong Mtt.

Do przeprowadzenia syntezy automatycznej wykorzystatam dwie ponizsze
pochodne aminokwasowe:

e Fmoc-020c-OH

e Fmoc-L-Dap(Mtt)-OH.
W pierwszym etapie syntezy otrzymatam zwigzki o wzorze ogdlnym: Fmoc-020c-
(Dap(Mtt))n-020c-P (rys. 32). W tabeli 8 przedstawitam liczbe monomerdéw reszt

Dap(Mtt) wystepujgcych w sekwencji poszczegdlnych zwigzkéw.

Mtt — ostona 4-metylotrytylowa
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Rysunek 32. Ogdlny wzdr zwigzkdw, gdzie: n — zmienna ilo$¢ reszt kwasu L- lub p-2,3-

diaminopropionowego z ostong Mtt, P — linker przytaczony do zywicy.

Tabela 8. Liczba reszt Dap(Mtt) zawartych w sekwencji peptydomimetykdw.

Numer zwiazku n Fmoc-L-Dap(Mtt)
ba 2
7a 3
8a 4
9a 5
4a,4b, 10a, 10b, 12a, 13a, 14, 14a, 15, 15a 6
11a, 11b, 5a, 5b 8
16a, 173, 18a, 19a 4-4
Numer zwiazku n Fmoc-D-Dap(Mtt)
20a, 21a 8

Pochodne aminokwasowe zastosowane do syntezy zwigzkéw 16a — 21a przedstawitam

w tabeli nr 9.

Tabela 9. Pochodne uzyte podczas syntezy automatycznej zwigzkow
numer 16a — 21a.

Numer zwiazku Pochodne

e Fmoc-O20c-OH
16a, 18a o Fmoc-L-Dap(Mtt)-OH
e Fmoc-O1Pen-OH

e Fmoc-O20c-OH
17a, 19a e  Fmoc-L-Dap(Mtt)-OH
e Fmoc-Pro-OH

e Fmoc-O20c-OH

20a, 21
@ @ e Fmoc-D-Dap(Mtt)-OH
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1.5.1 Synteza manualna

A) Usuwanie ostony Mtt

Zywice z osadzonymi peptydomimetykami przeniostam do strzykawek
polipropylenowych oraz przystgpitam do usuniecia ostony Mtt. W tym celu
przygotowatam:

* 1 %roztwér TFA w DCM zawierajacy 2 % EDT.

Zawartos$¢ kazdej ze strzykawek przemywatam powyzszg mieszaning poprzez delikatne
15 minutowe wytrzgsanie, po ktérym zywice przeptukatam chlorkiem metylenu (DCM).
Czynnosci te powtdrzytam 15-krotnie. Po usunieciu ostony Mtt zawartos¢ strzykawek
przemytam wedtug nastepujgcego cyklu:

* 3 XDMF

* 3 X izopropanol

e 3 XDCM.

Obecnos¢ wolnych grup aminowych w sekwencji peptydomimetykéw potwierdzitam
przeprowadzajac testy Kaisera oraz chloranilowy. Dodatkowo wykonatam réwniez
probe z TFA*. Odtaczenie ostony Mtt w warunkach kwasnych pozostawia grupy
aminowe w formie kationu - NH3*. Aby pozbawic je tadunku dodatniego i przeksztatci¢
do postaci — NH,, zywice w reaktorach przemytam 3-krotnie ponizszg mieszaning;

e 1% roztwor DIPEA w DMF.

Kazde przemywanie trwato 15 minut. Po tym etapie znéw wykonatam standardowy
cykl ptukan (3 X DMF, 3 X izopropanol, 3 X DCM).

* Karbokation 4-metylotritylowy w obecnosci stezonego kwasu trifluorooctowego powoduje
Z0fte zabarwienie roztworu oraz pomarariczowy kolor ziaren Zywicy, do ktdrych jest

przytgczony. Brak zabarwienia roztworu oraz ziaren zywicy Swiadczy o catkowitej deprotekcji
osfony Mtt.

B) Acylowanie pochodnych do taricucha bocznego zwiqzkéw

Po usunieciu ostony Mtt z grup aminowych faicuchéw bocznych reszt Dap

przystagpitam do ich osadzania wykorzystujgc ponizsze pochodne:
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* Boc,Pbf-guanidyno-O1Pen-OH (GO1)

* Boc,Pbf-guanidyno-020c-OH (GO2).

* Boc-O1Pen-OH*DCHA (w pracy bede stosowata skrét 01) #

*  Boc-020c-OH*DCHA (w pracy bede stosowata skrét 02) #

* Kwas 5-hydroksy-3-oksapentanowy (w pracy bede stosowata skrét HO1)

* Kwas 8-hydroksy-3,6-dioksaoktanowy (w pracy bede stosowata skrét HO2)

# Pochodne uzyte do syntezy zwigzkéw numer 13a, 15, 15a wystepowaty w postaci soli DCHA,
przed zastosowaniem ich w reakcji sprzegania, konieczne byto ich przeksztatcenie do formy
wolnego kwasu.

Procedura przeksztatcenia soli DCHA (dicykloheksyloamoniowej) do wolnego kwasu

1. 1 gram pochodnej przeniostam do kolby okragtodennej, rozpuscitam w 50 ml
schtodzonego (do - 20°C) octanu etylu.

2. Powoli dodawatam 10 ml schtodzonego 10 % HsPOs mieszajac do momentu
catkowitego rozpuszczenia sie soli i do wytworzenia sie dwdéch oddzielnych warstw
w mieszaninie (pH dolnej, wodnej warstwy powinno wynosic 2-3).

3. Zawartos¢ kolby przeniostam do rozdzielacza, usunetam warstwe wodng, organiczng
za$ przemytam 120 ml 10 % H3POa.

4. Ponownie usunetam warstwe wodng, a organiczng przemytam 3-krotnie 120 ml
solanki.

5. Pozostaly w rozdzielaczu roztwdér odparowatam z uzyciem wyparki prdézniowej
do osiggniecia gestego oleju. Pochodng uzyskang w tej formie wykorzystatam
do acylowania.

Warunki przyfagczania pochodnych do poszczegdlnych zwigzkdw przedstawitam
w tabelach numer 10 11.
Pomiedzy kazdym sprzeganiem stosowatam standardowy cykl ptukan
peptydylozywicy:
* 3 XDMF
* 3 X izopropanol

e 3 X DCM.

Reakcje sprzegania monitorowatam za pomocg testu Kaisera oraz chloranilowego.

Usuwanie ostony Fmoc z N-korica peptydomimetykéw opisatam w punkcie 1.3.1. C.
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Tabela 10. Warunki przytgczania pochodnych Boc,Pbf-guanidyno-020c-OH (GO2) oraz Boc,Pbf-
guanidyno-O1Pen-OH (GO1).

Zwiazek
Warunki reakgcji 9a, 10a, 10b, 11a,
4a, 4b, 5a, 5b 6a, 7a, 8a 11b, 16a, 17a, 18a,
19a, 2043, 21a
1,5 x GO1 1,5* x GO2
| reakcja 1,5x TBTU 1,5xTBTU
sprzegania 1,5 x OXYMA 1,5 x OXYMA
3 x DIPEA 3 x DIPEA
1,5 x GO1 1,5x GO2
Il reakcja 1,5 x HBTU 1,5 x HBTU
sprzegania 1,5 x OXYMA 1,5 x OXYMA
3 x DIPEA 3 x DIPEA
Il reakcja 3 x GO1 3xGO2
sprzegania 1,5x DIC 1,5x DIC
IV reakcja 2 x GO1 2 x GO2
sprzegania 1 x DIC 1 x DIC
Czas trwania 24h

reakcji

Rozpuszczalniki

NMP/DMF/DCM (1:1:1, v/v/v) + Triton X-100

Tabela 11. Warunki przytaczania pochodnych Boc-O1Pen (01), Boc-020c-OH (02), kwasu
5-hydroksy-3-oksapentanowego (HO1) oraz kwasu 8-hydroksy-3,6-dioksaoktanowego (HO2).

Zwiazek
Warunki reakcji
12a 13a 14, 14a 15, 15a
1,5%* x HO1 1,5%* x HO2
| reakcja 1,5x TBTU 3* x O1 1,5x TBTU 3*x O2
sprzegania 1,5 x OXYMA 1,5 x DIC 1,5 x OXYMA 1,5x DIC
3 x DIPEA 3 x DIPEA
1,5 x HO1 1,5 x HO2
Il reakcja 1,5 x HBTU 3x O1 1,5 x HBTU 3x 02
sprzegania 1,5 x OXYMA 1,5 x DIC 1,5 x OXYMA 1,5 x DIC
3 x DIPEA 3 x DIPEA
Il reakcja 3 x HO1 3x0O1 3 x HO1 3x 02
sprzegania 1,5 x DIC 1,5 x DIC 1,5 x DIC 1,5 x DIC
IV reakcja 2 x HO1 2 x O1 2 x HO1 2x 02
sprzegania 1 x DIC 1 x DIC 1 xDIC 1 x DIC
Czas 'F.rwama 2ah
reakgcji
Rozpuszczalniki NMP/DMF/DCM (v/v/v) + TRITON X-100

* nadmiar odczynnika w stosunku do osadzenia uzywanej zywicy.
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C) Przytgczanie fluoroforéw do N-korica peptydomimetykow

Dalszym krokiem syntezy manualnej byto przytaczenie do wolnego N-korca
peptydomimetykdw pochodnych fluorescencyjnych (tab. 12). Wykorzystatam estry N-
hydroksysukcynimidowe  5/6-karboksyfluoresceiny  (5/6-FAM-NHS) oraz 5/6-
karboksytetrametylorodaminy (5/6-TAMRA-NHS) (rys. 33). Przytaczenie kazdego z nich
wykonatam w analogiczny sposdb, przygotowujac ponizszg mieszanine sprzegajaca:

2* X fluorofor
Sktadowe rozpuscitam w NMP z dodatkiem Tritonu X-100
6 X DIPEA

* nadmiar odczynnika w stosunku do osadzenia uzywanej zywicy
Reakcje sprzegania prowadzitam przez 24 godziny chronigc peptydylozywice przed
dostepem swiatta. Po tym czasie zawarto$é reaktoréw ptukatam standardowym cyklem

ptukan (3 X DMF, 3 X izopropanol, 3 X DCM). Wykonane testy Kaisera i chloranilowy

potwierdzity brak wolnych grup aminowych.

Tabela 12. Pochodne fluorescencyjne przytagczone do peptydomimetykow.

Peptydomimetyk Pochodna fluorescencyjna
la-21a 5/6-FAM-NHS
4b, 5b, 10b, 11b 5/6-TAMRA-NHS

Rysunek 33. Wzory strukturalne stosowanych pochodnych fluorescencyjnych, od lewej: 5/6-FAM-
NHS; 5/6-TAMRA-NHS.

Usuwanie peptydomimetykdéw z zywicy opisatam w punkcie 1.3.1. C.
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Ponizszy rysunek przedstawia schemat przebiegu syntezy na przyktadzie zwigzku

numer 8a (rys. 34).
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1. 1M OXYMA + 0,5M DIC + 0,2M O20c¢ 5. a)1,5x GO2+1,5xTBU + 1,5 x OXYMA + 3 x DIPEA
2.  a)20% piperydyna w DMF b) 1,5 x GO2 + 1,5 x HBTU + 1,5 x OXYMA + 3 x DIPEA

b) 1M OXYMA + 0,5M DIC + 0,2M L-Dap(Mtt) c)3 x GO2 + 1,5 x DIC
(punkty a) i b) wykonane 4-krotnie) 2% DBU + 2,3% piperydyna + 6% TRITON X-100 w DMF
3. 2)20% piperydyna w DMF 2 x 5/6-FAM + 6 x DIPEA
b) 1M OXYMA + 0,5M DIC + 0,2M 020« 82,5% TFA + 5% fenol + 5% H,O + 5% tioanizol + 2,5 % EDT
4., 1% TFA + 2% EDT w DCM
(przemywanie wykonane 15-krotnie) Punkty 1, 2, 3 — synteza automatyczna
'l
Punkty 4, 5, 6, 7, 8 — synteza manualna

®No

Rysunek 34. Schemat syntezy peptydomimetyku numer 8a.
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2. Analiza MS MALDI-TOF utworzonych peptydomimetykow

Masy czasteczkowe zsyntezowanych zwigzkéw zostaty potwierdzone poprzez
analize widm mas przy uzyciu spektrometru typu Autoflex MAX, Briker, Niemcy
wykorzystujgcego technike laserowej jonizacji prébki MALDI — TOF. Pomiary byty
prowadzono z zastosowaniem jako matrycy CCA (kwas a-cyjano-4-

hydroksycynamonowy) lub DHB (kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy).

3. Analiza UPLC zsyntezowanych zwigzkéw

Peptydomimetyki poddatam analizie metodg ultrasprawnej chromatografii
cieczowe] (ang. ultra performance liquid chromatography, UPLC) przy uzyciu
chromatografu Nexera X2 LC-30AD, firmy Schimadzu (Japonia). Rozdziatu dokonatam
na kolumnie Phenomenex (150 X 2,1 mm) o wielko$ci ziaren 1,7 um (Peptide XB-C18)

oraz z zastosowaniem parametrow podanych w tabeli numer 13.

Tabela 13. Parametry stosowane podczas analizy UPLC.

(A) -0,1% TFA w H20

Uktad rozpuszczalnikéw (B) - 80 % acetonitryl w (A)

Liniowy gradient 3-50 % B,
w czasie 20 minut

Metoda

Szybkos¢ przeptywu 0,3 ml/min
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4. Badania biologiczne

4.1. Hodowla komorkowa

Prawie wszystkie linie komoérkowe inkubowatam w 37 °C oraz w atmosferze 5 %
CO;. Wyjatkowo hodowla linii CRL-2169 wymagata zmniejszonej zawartosci dwutlenku
wegla, co znaczy, iz jego stezenie byto takie samo, jak w powietrzu. Sterylne warunki
pracy zapewnito mi uzycie komory laminarnej Maxi Safe 2020 |l klasy bezpieczenstwa
mikrobiologicznego firmy Thermo Fischer Scientific (Massachusetts, Stany
Zjednoczone). W celu przechowywania linii komérkowych byty one mrozone
w odpowiedniej pozywce z dodatkiem 5 % DMSO lub w roztworze FBS zawierajgcym
5% DMSO. Krioprobdwki z zawiesing komérkowa umieszczatam na 24 godziny
w zamrazarce, gdzie temperatura wynosita — 80 °C, nastepnie zas przechowywatam je

w ciektym azocie. Rozcienczenia trypsyny wykonywatam w sterylnym PBS.

4.1.1. Test stosowany do oceny cytotoksycznos$é: MTT

Toksyczno$é otrzymanych zwigzkéw wobec badanych linii komérkowych
analizowatam przy uzyciu testu MTT. W pierwszym etapie wysiatam odpowiednie ilosci
komoérek (tab. 14) na przezroczyste ptytki 96-dotkowe w 200 ul petnowartosciowe;j
pozywki i pozostawiatam na 48 godzin w inkubatorze. Po tym czasie usuwatam
medium, studzienki przemywatam PBS oraz dodawatam do nich ponownie
petnowartosciowg pozywke (100 pl) zawierajagcg okresSlone stezenie zwigzkow,
a nastepnie pozostawiatam na kolejne 24 godziny. Komérki pozbawione dodatku

badanych peptydomimetykéw/komplekséw w medium stanowity prébe kontrolna.

Po 24-godzinnej inkubacji pozywke wraz z zawartymi w niej zwigzkami usuwatam
ze studzienek ptytki, przemywatam roztworem PBS oraz dodawatam do nich 225 ul
Swiezego medium z dodatkiem 25 pl MTT (bromek (3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-
difenylotetrazoliowy), ¢ = 5 mg/ml przygotowany w buforze PBS). Tak przygotowane
ptytki umieszczatam w inkubatorze na 4 godziny, nastepnie usuwatam roztwdr znad
komorek, a wytrgcone krysztaty formazanu rozpuszczatam w 150 pul DMSO przez okoto

15 godzin chronigc ptytke przed swiattem. Analize wynikéw przeprowadzatam
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wykonujgc pomiar absorbancji przy dtugosci fali 570 nm oraz 690 nm z wykorzystaniem

czytnika ptytek SPECTROstar Nano (BMG LABTECH, Ortenberg, Niemcy).

4.1.2. Mikroskopia fluorescencyjna - ocena penetracji bton komérkowych przez
peptydomimetyki

W celu oceny zdolnosci przechodzenia przez btone komérkowg zsyntezowanych
peptydomimetykdw, wszystkie badane linie komdrkowe wysiewatam w iloSciach
podanych w tabeli numer 15 na ptytki 24-dotkowe w 0,5 ml petnowartosciowej
pozywki i inkubowatam przez 48 godzin. Po tym czasie usunetam medium
i przemywatam komorki roztworem PBS. Nastepnie dodatam do nich 0,5 ml nowej
pozywki zawierajacej badane peptydomimetyki o stezeniu koncowym 10 uM.
Inkubacje ze zwigzkami prowadzitam odpowiednio przez 2 lub 24 godziny. Po tym
czasie usuwatam pozywke, a komoérki przemywatam 3-krotnie PBS oraz dodawatam
do nich 0,5 ml pozywki pozbawionej czerwieni fenolowej - Gibco FluoroBrite. Stopien
penetracji peptydomimetykéw przez btone komérkowg byt oceniany przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego Olympus IX51 (Olympus, Tokio, Japonia) przy uzyciu
odpowiednich filtrow: dla fluoresceiny (Awz = 497 nm/ Aem = 514 nm) oraz dla tamry
(Awz= 558 nm/ Aem = 575 nm). Komoérki obrazowano réwniez pod mikroskopem
fluorescencyjnym Nikon Ti-e z modutem konfokalno-superrozdzielczym RCM (Tokio,
Japonia). Nastepnie wykonatam lize komodrek stosujgc 0,5 M wodny roztwér NaOH, w
celu zbadania wewngtrzkomérkowej intensywnosci fluorescencji pochodzacej
od poszczegdlnych  peptydomimetykdw. Pomiar intensywnosci  fluorescencji
wykonatam przy dtugosci fali wzbudzenia oraz emisji odpowiednio dla tamry oraz

fluoresceiny.
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Wszystkie opisane ponizej odczynniki zostaty zakupione w firmie Sigma Aldrich
(Missouri, Stany Zjednoczone) oraz stuzyty do hodowli komdérkowej (w nawiasach

umieszczone zostaty ich numery katalogowe).

Pozywki do hodowli komdrkowych:

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose, DMEM (D6429)
e RPMI - 1640 Medium (R8758)

e | —15 medium (Leibovitz) (L1518)

e McCoy’s 5a medium (M9309)

e GIBCO FluoroBrite, DMEM firmy ThermoFisher (A1896701)

* Kazda pozywka dodatkowo suplementowana byta FBS (10%) oraz antybiotykami (5%).

Inne:

e Antybiotyki — penicylina (100 jednostek) i streptomycyna (100 pg/ml) (P4333)

e Trypsyna — EDTA roztwdr (Cp trypsyna = 0,5%, Cpepta = 0,2%) (59418C)

e Ptodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum, FBS) (F7524)

e Roztwér soli fizjologicznej zbuforowany fosforanami (ang. Phosphate Buffered
Saline, PBS) (D8537)

e Ludzka insulina (19278)

e Hydrokortyzon, c = 10 mg/ml etanolu (HO888)

e Akutaza (A6964)

* FBS — przed suplementacjq pozywki poddany byt dezaktywacji poprzez umieszczenie
go w tazni wodnej o temperaturze 56° C na 30 minut.
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Zestawienie wykorzystywanych linii komérkowych (tab. 14, 15):

Komorki piersi:

HB2 — ludzkie komdrki nabtonkowe piersi (ang. human breast epithelial cells)
MDA-MB-231 - komorki nabtonkowe ludzkiego nowotworu piersi,
gruczolakorak piersi (ang. human breast cancer epithelial cells)

SKBr3 — ludzkie komorki nowotworu piersi (ang. human breast cancer cell line)
T47D — komérki nabtonkowe ludzkiego nowotworu piersi (ang. human breast

epithelial cells)

Komorki skoéry:

HDFa — ludzkie pierwotne fibroblasty skérne (ang. human primary dermal
fibroblast)

HaCaT — keratynocyty ludzkie (ang. human epidermal keratinocyte line)
MEL-CLS-2 — ludzkie komdrki czerniaka (ang. human melanoma cell line)

MEWO - ludzkie komarki czerniaka (ang. human melanoma cell line)

HS-695T — ludzkie komdrki czerniaka amelanotycznego (ang. human amelanotic

melanoma cell line)

Komorki pecherza moczowego:

CRL-2169 - ludzkie komérki nowotworowe nabtonka pecherza moczowego,
przerzutowe (ang. human epithelial urinary bladder cell line, transitional)
CRL-1749 - ludzkie komorki nowotworowe nabtonka pecherza moczowego,
przerzutowe (ang. human epithelial urinary bladder cell line, transitional)
CRL-1472 - ludzkie komérki nowotworowe nabtonka pecherza moczowego, Il
stopien (ang. human epithelial urinary bladder cell line, Il grade)

RT4 - ludzkie komodrki nowotworowe nabtonka pecherza moczowego,
nawracajacy guz brodawkowaty pecherza moczowego (ang. human epithelial
urinary bladder cell line, recurring papillary tumor)

HTB-9 — ludzkie komédrki nowotworowe nabtonka pecherza moczowego, I

stopien (ang. human epithelial urinary bladder cell line, Il grade)
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e RAW 264.7 — makrofagi biataczki mysiej (ang.murine leukemia macrophage cell

line)

e Podocyty szczurze — (ang. rat podocytes)

Tabela 14. Podstawowe informacje dotyczgce wykorzystywanych linii komérkowych/komorek

pierwotnych.

kon':-;'::(aowa Pozywka Trypsynizacja | Pasaz* | Pochodzenie | Wirowanie***
HB2 DMEM * 0,25% trypsyna 35 MERCK 5min, 200 x G
MDA-MB-231 DMEM 48 ATCC 5 min, 200 x G
SKBr3 DMEM akutaza*** 39 CLS 3 min, 300 x G
T47D DMEM 45 CLS 5 min, 300 x G
HDFa DMEM 0,25% trypsyna 13 CLS 3min, 150 x G
HaCaT DMEM 0,25% trypsyna 31 CLS 3 min, 300 x G
MEL-CLS-2 DMEM 30 CLS 5min, 300 x G
MEWO DMEM akutaza 28 CLS 5min, 300 x G
HS-695T DMEM 48 CLS 5min, 300 x G
CRL-2169 Leibovitz's 57 ATCC 3 min, 300 x G
CRL-1749 DMEM 62 ATCC 3 min, 300 x G
CRL-1472 DMEM 43 ATCC 3 min, 300 x G
RT4 McCoy's 5a ks A ECACC | 3min, 300 x G
HTB-4 McCoy's 5a 182 ATCC 3 min, 300 x G
HTB-9 RPMI 1640 51 ATCC 3 min, 300 x G
RAW 264.7 RPMI 1640 akutaza 36 CLS 3 min, 300 x G
::l::::y RPMI 1640 | 0,25% trypsyna it 8 min,(;OOO %
* Hodowla linii HB2 wymaga dodatkowej suplementacji pozywki DMEM 5 ug/ml

hydrokortyzonem oraz 10 ug/ml insuling.

** Hodowla linii RT4 wymaga dodatkowej suplementacji poZzywki McCoy’s 2 mM glutaming.
HkE Wiréwka typu 5702 (Eppendorf, Hamburg, Niemcy).
# Numer pasazu zakupionych linii komdérkowych.
#H Komorki wyizolowane przez dr hab. Agnieszke Piwkowskg, prof. IMDIK.

HitH Akutaza zawiera enzymy proteolityczne i kolagenolityczne do odklejania komdrek od podfoza.

e MERCK (Hamburg, Niemcy)
e CLS —Cell Lines Service GmbH (Eppelheim, Niemcy)
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e ECACC - European Collection of Authenticated Cell Cultures (Salisbury, Anglia)
e ATCC - American Type Culture Collection (Manassas, Wirginia, Stany
Zjednoczone)

Tabela 15. llosci komdrek wysiewanych na okreslone naczynka hodowlane.

Linia PG Plytka 24-dotkowa | Plytka 96-dotkowa
hodowlane
komérkowa (75 cm?)* (2 cm?)* (0,32 cm?)*
HB2 4x10° 2,5x 104 5x%x 103
MDA-MB-231 7 x10° 4 x 10* 7 x 103
SKBr3 7 x10° 3x 104 8x 103
T47D 1x 106 4 x 104 1,3 x 104
HDFa 3,5x10° 9 x 108 3x 103
HaCaT 7 x 105 3x 104 7 x 103
MEL-CLS-2 7,5 x10° 3x 104 6x 103
MEWO 8,5 x 10° 4 x 10% 8 x 103
HS-695T 1x10¢ 45 x 104 9 x 103
CRL-2169 7 % 10° 2x 104 5x 103
CRL-1749 7 x10° 3x 104 7 %103
CRL-1472 1x 10° 3,5 x 104 8 x 103
RT4 7,5 x 10 4 x 104 7 x 103
HTB-4 55x 10° 1,5 x 104 5x 103
HTB-9 5x%x10° 1,8 x 104 55 x 103
RAW 264.7 7 x10° 2 x 104 7 x 103
A 1% 10 3,5 x 10/
szczurze

* Powierzchnia hodowlana

Wszystkie komorki zostaty wysiane wedfug danych zawartych w tabeli, chyba ze
w tekscie podano inaczej.
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4.2. Ocena oddzialywan miedzyczasteczkowych oraz badania biologiczne
wykonane z wykorzystaniem linii komoérkowych piersi: HB2 i MDA-
MB-231

4.2.1. Test Cell Counting Kit-8 stosowany do oceny cytotoksycznosci

Toksyczno$¢ otrzymanych zwigzkéw wobec badanych linii komdrkowych
analizowatam réwniez przy uzyciu testu Cell Counting Kit-8 (CCK8) firmy Sigma Aldrich.
Podstawowg cechg odrdzniajgcg go od testu MTT jest to, iz powstajagcy w wyniku
bioredukcji barwnik formazanowy jest rozpuszczalny w wodzie i nie jest toksyczny
wobec komérek. W pierwszym etapie wysiatam odpowiednie ilosci komérek (tab. 14)
na przezroczyste plytki 96-dotkowe w 200 pl petnowartosciowej pozywki
i pozostawiatam na 48 godzin w inkubatorze. Po tym czasie usuwatam medium,
studzienki przemywatam PBS oraz dodawatam do nich ponownie petnowartosciowg
pozywke (100 ul) zawierajgca okreslone stezenie zwigzkdw, a nastepnie pozostawiatam
na 24 godziny. Komérki pozbawione dodatku badanych peptydomimetykéw w medium
stanowity prébe kontrolng. Po uptywie okreslonego czasu inkubacji, do 100 ul pozywki
zawierajgcej okreslone stezenie badanych zwigzkéw, dodatam 10 pl soli WST-8 (c = 0,7
mM) (sél sodowa 2-(2-metoksy-4-nitrofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)-
2H- tetrazoliowa) i pozostawitam w inkubatorze na 4 godziny. Nastepnie wykonatam

pomiar absorbancji przy dtugosci fali 450 nm (czytnik ptytek SPECTROstar Nano).

4.2.2. Test oceny proliferacji komérek

Test oceny proliferacji komoérek wykonywatam na ptytkach 48-dotkowych.
Komérki poddane badaniom wysiewatam w petnowartosciowej pozywce w ilosci: HB2
- 1,5 x 10%, MDA-MB-231 — 2,5 X 10* oraz umiescitam w inkubatorze na 24 godziny.
Po tym czasie wymienitam medium na pozbawione dodatku FBS (w celu synchronizacji
cyklu komérkowego do fazy GO), a nastepnie ptytki przeniostam do inkubatora
na kolejne 24 godziny. W kolejnym etapie do kazdego dotka dodatam 300 upl
petnowartosciowej pozywki zawierajgcej okreslone stezenie badanych zwigzkow

(1 uM, 10 uM, 20 pM, 50 uM) oraz 30 pl odczynnika EdU (C = 0,1 mM) (tab. 17)
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i poddatam inkubacji. Po 24 godzinach usunetam medium ze wszystkich studni
i dodatam do nich 150 pl 3,7 % roztworu formaldehydu w PBS na 15 minut (skutkuje
to utrwaleniem komadrek adherentnych), nastepnie go usunetam i dodatam 150 ul 0,5
% TRITONU w PBS na kolejny kwadrans (dochodzi do permabilizacji bfon
cytoplazmatycznych). Po tym czasie komorki przemytam 2% roztworem BSA w PBS,
po czym dodatam do nich 150 pl mieszaniny reakcyjnej, ktérej sktad podatam w tabeli
numer 16 i pozostawitam w temperaturze pokojowej na 25 minut. Nastepnie komadrki
przemyfam 2-krotnie 2% BSA w PBS i obserwowatam je pod mikroskopem
fluorescencyjnym. Nastepnie wykonatam lize stosujac 0,5 M wodny roztwdér NaOH.
Pomiar intensywnosci fluorescencji wykonatam przy dtugosci fali wzbudzenia oraz

emisji odpowiednio 495 nm i 519 nm.

EdU jest analogiem nukleozydu jakim jest tymidyna. Podczas replikacji DNA
komorek, z ktorymi jest inkubowany, ulega inkorporacji do czgsteczek powstajgcego
kwasu nukleinowego. Nastepnie dochodzi do katalizowanej jonami miedzi reakcji
cykloaddycji azydkowo-alkilowe] (reakcja klik) pomiedzy czgsteczky azydku znakowang
fluorescencyjnie, a analogiem nukleozydowym — EdU (rys. 35). W ten sposdb
znakowane jest tylko nowo zsyntezowane DNA, ktdérego co najmniej jedna ni¢ zawiera

modyfikowany nukleotyd [153].
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Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej.

Odczynnik Objgltoéé * EdU (5-etynylo-2’-deoksyurydyna) — 10 mM
[pl] w H,0 i DMSO (1:1, v/v), przed dodaniem
Tris-HCI 117

rozciericzony w pozywce do stezenia 0,1 mM

CuSOq4 3 * Tris-HCl — 100mM w H,0 pH 8,5

*C -1 MwH
6-azydo-FAM 0,75 uS04— 100 mM w H-0

* 6-azydo-FAM —4 mM w DMSO

Kwas L-askorbinowy 30 * Kwas L-askorbinowy — 110 mM w H;0

0, 0 OH —
o LY
9 N
HN)E,C:CH 0 OH
04]\ HN i o Cul)
—_—
HO e Inkorporacja Reakeja klik
do DNA
N3

Rysunek 35. Przebieg reakcji inkorporacji EdU.
Rysunek wykonany na podstawie [153].
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4.2.3. Test oceny stabilnosci zwiazké6w numer 8, 10 oraz 11 w lizatach
komoérkowych

Badania dotyczgce stabilnosci peptydomimetykéw w lizatach komérkowych
zostaty przeprowadzone przez mgr Katarzyne Adrych w ramach pracowni dyplomowej
realizowanej na Wydziale Chemii pod opieka dr hab. Magdaleny Wysockiej, prof. UG.
Doswiadczenie zostato przeprowadzone na lizatach linii komoérkowych piersi: HB2 oraz
MDA-MB-231, ktoére hodowane byty przez 96 godzin w naczynkach o powierzchni 25
cm?, Komorki po osiggnieciu 90 % konfluencji zostaty przemyte roztworem PBS,
kolejno dodano do nich na 20 minut 300 ul buforu lizujgcego (50 mM Tris-HCl pH 7,5;
150 mM NaCl oraz 0,5 % NP-40) schtodzonego do 4°C, a nastepnie poddano wirowaniu
(14000 RPM, 10 min). Stabilnos¢ zwigzkédw numer 8, 10 i 11 okreslono przy uzyciu
chromatografii UPLC przy zastosowaniu metody 3 — 50 % B w czasie 25 minut, gdzie
przeptyw wynosit 0,3 ml/min. Ze wzgledu na odmienne srodowisko panujgce wewnatrz
komorki (pH = 7) oraz w lizosomach (pH = 4-5), podczas przygotowania materiatu do
analizy wykorzystano dwa bufory: 1 — 50 mM Tris/HCl o pH 7,6 oraz 50 mM MES o pH
5,5. Prébki nanoszone na kolumne sktadaty sie z 150 ul okreslonego buforu, 150 pl
lizatu oraz 20 pl peptydomimetyku (c = 1 mg/ml). W celu potwierdzenia aktywnosci
proteolitycznej uzyskanych lizatédw komodrkowych zbadano ich wptyw na hydrolize
wigzan peptydowych w sekwencji biatka - znakowanej fluorescencyjnie (FAM) kazeiny.
Na jeden dotek ptytki 96-dotkowej dodano 100 pl buforu (50 mM Tris/HCl, pH 7,62 lub
MES o pH 5,5), 100 ul lizatu oraz 30 ul FAM-kazeiny (c = 5 mg/ml H,0). Przyrost
intensywnosci fluorescencji mierzono za pomocg czytnika mikroptytek FLUOstar

Omega firmy BMG LABTECH (Niemcy).

NP-40 — nonylofenoksypolietoksyletanol
MES — kwas 2-(N-morfolino)etanosulfonowy

4.2.4. Cytometria przeplywowa — badania dotyczace cyklu komérkowego

W celu okreslenia wptywu peptydomimetykéw 8a, 10a oraz 11a na przebieg
cyklu komérkowego linii HB2 i MDA-MB-231, komadrki wysiatam na ptytke 6 — dotkowa
w iloSci:

e MDA-MB-231-2,1 X 10*/cm?
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e HB2-1,0 X 10*/cm?
w 2 ml pozywki i pozostawitam do 48 — godzinnej inkubacji. Po tym czasie usunetam
medium i dodatam swieze wraz z dodatkiem badanych zwigzkéw numer 8a, 10a oraz
11a, ktérych stezenie w dotku wynosito 10 uM. Ponadto uzytam réwniez nastepujgce
inhibitory: paklitaksel (powodujgcy zatrzymanie komérek w fazie G2/M) oraz
afidokolina (powodujgca zahamowanie komédrek w fazie GO/G1), ktérych stezenia
korcowe wynosity odpowiednio 100 nM oraz 10 pM. Prdba kontrolna zawierata
komorki pozbawione dodatku peptydomimetykdw oraz inhibitoréw. Po 24 godzinach
inkubacji usunetam pozywke znad komorek, przemytam je roztworem PBS, a nastepnie

postepowatam wedtug ponizszego opisu:

1. Komorki odszczepitam od podtoza z wykorzystaniem akutazy, zwirowatam,
a kolejno znéw przemytam PBS i powtdrnie poddatam wirowaniu.

2. W kolejnym etapie przeprowadzitam procedure utrwalania komérek. W tym
celu zawieszone w 150 pl roztworu PBS komérki kroplami dodatam do 500 pl 70
% etanolu i chtodzitam je przez 3 godziny w 4°C.

3. Komoérki ponownie zwirowatam, usunetam supernatant, nastepnie zndéw
zawiesitam je w roztworze PBS i poddatam kolejnemu wirowaniu usuwajgc
nastepnie roztwor.

4. Nastepnie komoérki zawiesitam w 200 pl odczynnika GUAVA (Guava Cell Cycle
Reagent, (Merck Milipore, Darmstadt, Germany)). Mieszanine przeniostam
do nowych 1,5 ml probdéwek firmy Eppendorf i pozostawitam w ciemnym
miejscu na 30 minut.

5. Prébki badane byty przez dr Magdalene Zdrowowicz-Zamoj¢ z Katedry Chemii
Fizycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego (Guava easyCyte 12, Merck Millipore, Darmstadt,
Niemcy). Celem eliminacji agregatow oraz resztek komodrkowych, komorki
bramkowano na kropkowym wykresie dwuwymiarowym (zawarto$é DNA vs FSC
(Forward Scatter)) w funkcji zawartosci DNA w prébce. Poszczegdlne fazy cyklu

komodrkowego analizowane byty za pomocg oprogramowania Incyte 3.1.
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4.2.5. Inhibitory endocytozy

W celu okreslenia mechanizmu wykorzystywanego przez zsyntezowane

peptydomimetyki do penetracji bton biologicznych komérki inkubowatam w 0,5 ml

petnowartosciowej pozywki w 37 °C przez noc. Nastepnie zamienitam medium na

Swieze, ktére pozbawione byto FBS i pozostawitam na kolejne 24 godziny. Kolejno w

zaleznosci od celu eksperymentu postepowatam wedtug ponizszego opisu.

Doswiadczenie umozliwiajace ocene, czy peptydomimetyki podczas penetracji

bton komdorkowych wykorzystuja mechanizm zalezny od energii.

W pierwszym etapie dodatam do komdrek swiezg pozywke z dodatkiem zwigzku nr
4b, ktérego stezenie koncowe wynosito 10 uM. Przygotowane ptytki nastepnie
pozostawitam na 2 godziny w 4°C w celu oceny mechanizmu penetracji (zaleznos¢
od energii). Nastepnie kazdy z dotkéw przemytam 3-krotnie schtodzonym do 4°C
roztworem PBS. Kolejno dodatam do komodrek pozywke FluoroBrite (0,5 ml /

dotek) i poddatam obserwacjom mikroskopowym (rozdziat 4.1.2).

Badanie mechanizméw endocytotycznych wykorzystywanych przez zsyntezowane

peptydomietyki podczas penetracji bton komérkowych.

Po uptywie 24h inkubacji komérek w medium pozbawionym FBS dodatam do
komodrek sSwiezg pozywke zawierajgcg okresSlone inhibitory endocytozy:
cytochalazyne D, chloropromazyne (ich stezenie koricowe wynosito: 1, 2, 5, 10, 20,
30 uM) oraz metylo-B-cyklodekstryne (stezenie koncowe wynosito: 1; 2,5; 5; 7,5
mM). Po 30 minutach inkubacji komérek z inhibitorami dodawatam zwigzek nr 4b i
pozostawiatam je w 37 °C na 2 godziny. Proba kontrolna przygotowywana byta w
analogiczny sposdb i zawierata peptydomimetyki bez dodatku inhibitoréw.
Nastepnie przeprowadzatam procedure opisang w punkcie nr 4.1.2. Mikroskopia
fluorescencyjna — ocena penetracji peptydomimetykéw, umozliwiajgcg wizualng
ocene wnikania zwigzkéw do wnetrza komérek w obecnosci oraz bez inhibitoréw.
W kolejnym etapie komorki poddatam lizie wykorzystujgc w tym celu 0,5 M NaOH
(500 pl/dotek). Nastepnie wykonywatam pomiar intensywnosci fluorescencji
pochodzgcej od TAMRY osadzonej na N-koricu peptydomimetyku, ktérej dtugosci

fal wzbudzenia oraz emisji wynosity odpowiednio: 558 nm oraz 575 nm.

98



4.3. Zel poliakrylamidowy wykonany dla komplekséw utworzonych z DNA

Zdolnos¢ do  tworzenia  kompleksow  pomiedzy  zsyntezowanymi
peptydomimetykami, a DNA zbadatam za pomoca testu przesuniecia ruchliwosci
elektroforetycznej. Wykorzystatam fragment podwadjnej nici DNA (dsDNA) zawierajacej
76 par zasad* (oligo.pl, Polska), ktéry nastepnie inkubowatam ze zwigzkami numer 1,
2, 3,8, 10, 14 i 15 w dwodch stosunkach N/P (dodatni tadunek peptydomimetyku
zlokalizowany na atomach azotu/ujemny tadunek DNA zlokalizowany na grupach
fosforanowych) — 0,2:1 oraz 1,5:1 i pozostawitam do 30-minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie do kazdego z utworzonych komplekséw
dodatam 2 pl buforu fadujacego (50 % glicerol w buforze TBE (1,08 % Tris, 0,55 %
kwasu borowego, 0,37 % EDTA) z dodatkiem 0,005 % btekitu bromofenolowego)
otrzymujgc tgcznie objetos¢ 10 ul. Tak przygotowane prébki nanositam na 8 % zel
poliakrylamidowy (tab. 17) zawierajacy dodatek barwnika fluorescencyjnego — Midori
Green (abo, Gdansk, Polska) umozliwiajgcego rejestracje migracji DNA za pomoca
zestawu do detekcji zeli Fusion FX-7. Rozdziat elektroforetyczny prowadzitam
w buforze TBE zawierajgcym 1,08 % Tris, 0,55 % kwasu borowego, 0,37 % EDTA

wykorzystujgc state napiecie pragdu 70 V.

* fragment sekwencji kodujgcej 3-aktyne (Homo sapiens)

Tabela 17. Sktad 8 % zelu poliakrylamidowego.

Woda 6,4 ml
30 % roztwér akrylamidu/bisakrylamidu 3,2 ml
Bufor TBE* 2,4 ml
10 % APS (w H20) 200 pl
TEMED 10 l
Midori Green 5l

* Bufor TBE sktada sie z: 5,4 % Tris, 2,75 % kwasu borowego, 1,85 % EDTA.

4.4. Termoforeza w mikroskali (MST)

W celu wyznaczenia statej powinowactwa zsyntezowanych peptydomimetykow

do kwaséw nukleinowych wykorzystatam zwigzki zawierajagce w sekwencji fluorofor
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na N-koncu (peptydomimetyki numer: 1a, 4a, 8a, 10a, 11a oraz 16a — 21a). Do badan
uzytam fragment pojedynczej nici DNA (ssDNA) zawierajacej 76 nukleotyddw, a takze
odcinek podwadjnej nici DNA (dsDNA) zbudowanej z 76 par zasad nukleotydowych,
zarowno ssDNA jak i dsDNA zostato zsyntezowane komercyjnie (oligo.pl, Polska).
Doswiadczenie rozpoczetam od przygotowania 16-krotniej serii rozciericzen DNA,
ktorego poczgtkowe stezenie wynosito 400 uM i w kazde] kolejnej préobce malato 2-
krotnie w stosunku do poprzedniej (stata wigzania mierzona byta wobec rosngcego
stezenia wynoszgcego 6,1 nm — 200 pM). Wszystkie rozcienczenia wykonatam
w buforze EDBS, ktory zawierat: 25 mM Tris-HCl pH 8, 4 % (w/v) sacharozy, 4 mM DTT
oraz 80 pg/ml BSA. Do 10 pl roztworu liganda dodatam po 10 pl znakowanych
peptydomimetykdow, osiggajac w ten sposéb 0,437 uM stezenie zwigzkdw. Nastepnie
probki inkubowatam przez godzine w 32 °C, po czym wirowatam przy 14000 RPM
(Centrifuge 5430 R, Eppendorf, Hamburg, Niemcy) przez 10 min, a nastepnie
umiescitam je w kapilarach pomiarowych. Jako prdbe kontrolng zastosowatam
znacznik 5/6-FAM. W kolejnym kroku, wspoétpracujac z dr Katarzyng Wegrzyn z Zaktadu
Biologii Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed,
wykonatam pomiary przy uzyciu urzadzenia Monolith NT.115 (NanoTemper
Technologies GmbH, Monachium, Niemcy), ktére skanowato kapilary w 25 °C (20%
LED, medium MST power). Dla kazdego zwigzku wykonatam 3 niezalezne pomiary.
Oprogramowanie MO Affinity Analysis zostatlo wykorzystane przez dr Katarzyne

Wegrzyn do opracowania wynikow.

4.5. Powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR)

Pomiary z wykorzystaniem powierzchniowego rezonansu plazmonowego
zostaty wykonane dla zwigzkéw numer l1a — 4a, 6a, 8a, 10a, 14a oraz 15a, przez dr
Katarzyne Wegrzyn z Zaktadu Biologii Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed z wykorzystaniem sprzetu Biacore T200 (GE Healthcare,
Warszawa, Polska). Powierzchnia sensora zostata pokryta streptawidyng (GE
Healthcare, Warszawa, Polska), zas role unieruchomionego liganda we wszystkich
pomiarach petnito 5’-biotynylowane ssDNA zawierajgce 76 nukleotydéw lub

zbudowane z 76 par zasad dsDNA. Wykorzystane oligonukleotydy zostaty zakupione
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w firmie oligo.pl (Polska). Ligandy unieruchomiono na powierzchni czujnika osiggajac
warto$¢ ~ 50 RU lub ~ 100 RU. Pomiary przeprowadzano w 25 °C, jako bufor
zastosowano HBS-EP (150 mM NacCl, 10 mM HEPES pH 7,4, 3 mM EDTA oraz 0,05 %
surfaktant P20). W trakcie pomiaru szybkos¢ przeptywu buforu wynosita 15 ul/min, zas
w trakcie badan kinetycznych 30 pl/min. Otrzymane dane zostaty poddane analizie
dzieki zastosowaniu oprogramowania Biacore T200 (GE, Warszawa, Polska), wyniki za$
przedstawiono w formie sensogramoéw uzyskanych po odjeciu sygnatu pochodzacego
od tta z referencyjnej kuwety przeptywowej, a takze z doswiadczenia kontrolnego

z nastrzyknieciem buforu.

4.6. Elektroforeza w Zelu agarozowym

4.6.1. Tworzenie komplekséw pomiedzy peptydomimetykami, a plazmidowym
DNA

Wykonanatam réwniez eksperyment pozwalajgcy oceni¢ mozliwosé tworzenia sie
komplekséw peptydomimetykéw z plazmidowym DNA. Wykorzystatam plazmid
pmaxGFP (Lonza, Szwajcaria) zbudowany z 3486 par zasad, ktéry poddatam 30
minutowej inkubacji ze zwigzkami numer 8, 10 oraz 11 w czterech réznych stosunkach
N/P (dodatni fadunek peptydomimetyku zlokalizowany na atomie azotu/ujemny
tadunek plazmidu zlokalizowany na grupach fosforanowych): 0,2:1; 1:1; 1,5:1 i 3:1.
Po tym czasie dodatam do probek 4 ul buforu obcigzajgcego 6 X (A&A Biotechnology,
Gdansk, Polska) uzyskujac tgcznie 20 pl mieszaniny, ktérg kolejno nanositam na 0,7 %
zel agarozowy zawierajgcy dodatek barwnika fluorescencyjnego, jakim jest Midori
Green, dzieki ktéremu zaobserwowaé mozna migracje plazmidowego DNA za pomoca
zestawu do detekcji zeli Fusion FX-7. Rozdziat elektroforetyczny prowadzitam
w buforze TBE zawierajagcym 1,08 % Tris, 0,55 % kwasu borowego, 0,37 % EDTA

wykorzystujgc state napiecie pradu 70 V.
4.7. Mikroskopia sit atomowych (AFM)

Pomiary z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych przeprowadzone zostaty
przez dr Katarzyne Bury z Zaktadu Biologii Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu

Biotechnologii UG i GUMed. W celu utworzenia komplekséw uzyto peptydomimetyki
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8a, 10a i 11a oraz plazmid pmaxGFP w stosunkach N/P — 0,2 : 1. Prébki przygotowano w
8 mM MgCl,; w temperaturze pokojowej. Do obrazowania kompleksu utworzonego
pomiedzy DNA, a peptydomimetykami zastosowano mikroskop sit atomowych
BioScope Resolve AFM (Bruker, Bremen, Niemcy) wyposazony w sonde ScanAsyst-
Fluid+. Sensor wysokosci sygnatu umozliwit wyswietlenie obrazu zwigzkéw przy uzyciu

oprogramowania NanoScope Analysis v1.9 (Bruker, Bremen, Niemcy).

4.8. Transfekcja

Na podstawie wynikdw otrzymanych z zastosowaniem techniki AFM
dowodzgcych, ze peptydomimetyki wigzg sie z DNA na trzy rdine sposoby,
postanowitam przetestowa¢ potencjat zwigzkéw 8, 10 i 11 jako sSrodkéw
transfekcyjnych do wprowadzenia plazmidu pmaxGFP. W celu okreslenia odpowiedniej
ilosci peptydomimetyku tworzgacego kompleks z plazmidem na podstawie oddziatywan
elektrostatycznych, wykorzystatam stosunek ilosci dodatnio natadowanych ugrupowan
guanidynowych zsyntezowanych zwigzkéw do liczby ujemnie natadowanych reszt
fosforanowych plazmidu. W swoich badaniach wykorzystatam peptydomimetyk
i plazmid w proporcjach tadunku odpowiednio (N/P): 1,5:1 oraz 3:1. Tworzenie
kompleksu transfekcyjnego polegato na zmieszaniu sktadowych w srodowisku wodnym
oraz ich 30 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej. Jako probe kontrolng
zastosowatam komercyjny odczynnik do transfekcji ViaFect firmy Promega (Walldorf,
Niemcy). Eksperyment rozpoczetam od wysiania komérek HB2 oraz MDA-MB-231
na ptytki 96-dotkowe w 0,5 ml petnowartosciowej pozywki. Po dobie inkubaciji,
gdy konfluencja wynosita 60 — 70%, komorki przemytam 3-krotnie pozywka
pozbawiong FBS oraz antybiotykéw. Nastepnie do kazdego dotka dodatam 90 pl
pozywki bez suplementéw lecz z dodatkiem 4 mM CaCl, oraz 10 pl kompleksu
transfekcyjnego (zawierajgcego 200 ng DNA) i pozostawitam do 5-godzinnej inkubacji.
Dodatkowo do komdrek dodawatam sam plazmid, ktérego zawartos¢ w studni
wynosita 200 ng. Po tym czasie pozywke wymienitam na medium petnowartosciowe
i ptytke z komdrkami umiescitam w inkubatorze. Rezultaty transfekcji obserwowatam

pod mikroskopem fluorescencyjnym po kolejnych 24, 48 oraz 72 godzinach. Ponadto
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komérki po 5-godzinnej inkubacji z utworzonymi kompleksami transfekujgcymi
poddatam testowi MTT na cytotoksycznos¢ (procedura opisana w punkcie 4.2.3).

Rysunek 36 obrazuje schematycznie przedstawiony proces transfekc;ji.

PrmaxGFP
peptvdomlmetyk

@En GFP:: ‘@en GFP :

endosom ® o )

kompleks
PmaxGFP : peptydomimetyk
@ tworzenie kompleksu
@ whnikanie do komérek
@ ucieczka z endosomu
@ whnikanie do jadra
® ekspresja biatka GFP

Rysunek 36. Schemat przebiegu procesu transfekcji.

4.9. Modelowanie teoretyczne - symulacje samoorganizacji atomow

Oddziatywania zwigzkéw numer 8 i 11 z DNA zostaty zbadane przez dr hab.
Emilie Sikorska, prof. UG, pracujacg w Katedrze Chemii Organicznej Wydziatu Chemii
UG, z wykorzystaniem petnoatomowych symulacji dynamikg molekularng (MD)
w pakiecie AMBER 16 [154]. Niestandardowe reszty wymodelowano za pomocg
modutu XLEAP z pakietu AMBER 16. Zgodnie z zaleceniami protokotu RESP [155],
fadunki  punktowe zostaly zoptymalizowane poprzez dopasowanie ich
do molekularnego potencjatu elektrostatycznego ab initio (baza funkcyjna 6-31G*,
program GAMESS 2013) [156] dla dwdch réznych konformacji, a nastepnie usrednione.
Uktady startowe do symulacji zawieraty losowo rozmieszczone cztery czgsteczki
podwadjnej helisy DNA o sekwencji 5'-ATTGGCAATGAGCGGTTCCG-3' w formie B, bez

dodatku i z dodatkiem o$miu czgsteczek zwigzku 8 lub czterech czgsteczek zwigzku 11.
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W uktadach zawierajgcych peptydomimetyki stosunek tadunku peptydomimetyku
do DNA wynosit 0,2 : 1. Kazdy z uktadéw byt solwatowany oraz neutralizowany przez
dodatek jonéw sodu i chloru. Stezenie wolnych jondw soli wynosito w przyblizeniu 100
mM. Symulacje dynamika molekularng (315-475 ns) zostaty przeprowadzone
w temperaturze 300 K, pod cisnieniem 1 Bar z izotropowag regulacjg cisnienia i krokiem
czasowym 2 fs. Temperatura i ci$nienie utrzymywane byty na zadanym poziomie
z wykorzystaniem odpowiednio termostatu Langevina oraz barostatu Berendsena.
Symulacje prowadzono w okresowych warunkéw brzegowych. Energie oddziatywan
elektrostatycznych szacowano z wykorzystaniem metody sumowania Ewalda (PME).
Promien odciecia dla oddziatywar niewigzacych wynosit 10 A. Algorytm SHAKE zostat
wykorzystany do ograniczenia dtugosci wigzan chemicznych, w ktére zaangazowane
byty atomy wodoru. Analize przeprowadzono za pomocg modutu CPPTRAJ z pakietu
AmberTool v16 (San Francisco, CA, USA). Proces agregacji zostat zbadany
z wykorzystaniem standardowych narzedzi pakietu GROMACS 2019.4 (Groningen,
Holandia) [157]. Do wizualizacji struktur wykorzystano oprogramowanie UCSF Chimera

v1.15 (San Francisco, CA, USA) [158].

4.10. Zastosowanie peptydomimetykéw do wewnatrzkomorkowego
transportu biatek (badania z wykorzystaniem komorek piersi linii: HB2,
MDA-MB-231, SK-Br-3 i T47D)

4.10.1. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych

A) Tworzenie kompleksow pomiedzy biotynylowanymi peptydomimetykami, a FAM-
streptawidynq

Wiedzac, iz biotyna tworzy niespecyficzne oddziatywania ze streptawidyng,
postanowitam utworzy¢ kompleksy pomiedzy peptydomimetykami numer 22 i 23,
a FAM-streptawidyng (Sigma Aldrich, Niemcy). W celu utworzenia kompleksu,
znakowane fluorescencyjnie biatko poddatam godzinnej inkubacji w temperaturze
pokojowej z biotynylowanym zwigzkiem (numer 22 i 23) lub ze zwigzkiem
nieznakowanym fluorescencyjnie (numer 10 i 11). Kompleksy tworzytam w stosunku
molowym FAM-streptawidyna : peptydomimetyk rownym: 1:1, 1:2 oraz 1:4. Nastepnie

obecno$¢ utworzonych kompleksow lub ich brak potwierdzitam, wykonujgc
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elektroforeze w zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych wykorzystujac zel
NativePAGE 4 - 16%, Bis-Tris, 1,0 mm, (ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Stany Zjednoczone). Tak przygotowane prébki nanositam do
studzienek zelu, a stezenie biatka w studni wynosito 0,1 ug lub 0,2 pg. Kontrolg byta
$ciezka z samg FAM-Strp, ktorej zawartos$é w studni rowniez wynosita 0,1 ug lub 0,2 ug.
W przypadku studni zawierajgcych wytgcznie peptydomimetyki na $ciezke nanositam
taka samg ilos¢ zwigzku, jaka zawarta byta w kompleksie utworzonym w stosunkach
molowych 1: 4.
o Rozdziat elektroforetyczny prowadzitam w buforze: 50 mM BisTris, 50 mM
Trycyna, pH 6,8
e Bufor fadujacy probki: 200 mM BisTris, 6 N HCl, 200 mM NaCl, 40 % w/v
glicerol, 0,004 % btekit bromofenolowy, pH 7,2
e Bufor katodowy: 10 ml 0,4 % Coomassie G-250 w H;0 oraz 190 ml buforu

elektroforetycznego o pH 6,8.

Rozdziat elektroforetyczny prowadzitam przez 2 godziny w temperaturze pokojowej
przy statym napieciu 150 V. Nastepnie Zzel odbarwiatam w 100 ml mieszaniny
zawierajacej 40 % MeOH oraz 10 % CH3COOH w wodzie i wstawitam go do reaktora
mikrofalowego na 45 sekund (950-1100 W). Nastepnie zel w powyzszym roztworze
umiescitam na 30 minut na wytrzgsarce orbitalnej (Laboratory shaker type 358A, Elpin
Plus, Polska). Czynnosci te wykonatam 2-krotnie. Migracje biatka wizualizowatam za

pomocg zestawu do detekcji zeli Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Francja).

4.10.2. Tworzenie kompleksu FAM-Streptawidyna z biotynylowanym
peptydomimetykiem - inkubacja z liniami komérkowymi

Kompleksy FAM-streptawidyna z biotynylowanym peptydomimetykiem (zwigzki
numer 22 i 23) lub z peptydomimetykiem posiadajgcym wolny N-koniec — 10, 11
(kontrola)  utworzytam w  stosunkach  molowych: FAM-streptawidyna

peptydomimetyk 1:2 lub 1:4.
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Wszystkie linie komorkowe wysiatam na ptytki 24-dotkowe w ilosci: HB2 — 1,5 x
10*, MDA-MB-231 - 4 x 10%, SK-Br-3 - 4 x 10% T47D - 5 x 10* i inkubowatam w 0,5 ml
petnowartosciowej pozywki przez 24 godziny. Po tym czasie komorki 3-krotnie
przemywatam roztworem soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS), nastepnie
do kazdego dotka dodatam 0,5 ml sSwiezej pozywki z dodatkiem utworzonego
kompleksu, gdzie stezenie peptydomimetyku w studni wynosito 10 uM w przypadku
kompleksu 1:2 oraz 20 uM w przypadku kompleksu 1:4. Dodatkowo, komorki
wszystkich zastosowanych linii inkubowatam z sama FAM-streptawidyng (2h, 4h i 24h).
Po okreslonym czasie inkubacji (2h, 4h, 24h) komoérki 3-krotnie przemywatam
roztworem PBS, kolejno za$ do kazdego dotka dodatam 0,5 ml pozywki pozbawionej
czerwieni fenolowej (FluoroBrite DMEM). Wnikanie komplekséw do wnetrza komoérek
zostato zbadane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Ti-e z modutem

konfokalno-superrozdzielczym RCM (Tokio, Japonia).

4.10.3. Test oceny cytotoksycznosci zwiazkéw i ich komplekséw z FAM-
streptawidyna i streptawidyna skoniugowana z 3-galaktozydaza

W celu okreslenia cytotoksycznosci kompleksdw FAM-streptawidyna
peptydomimetyk wybrane linie komérkowe wysiatam w ilosci podanej w tabeli numer
16 na ptytki 96-dotkowe i inkubowatam w 100 pl petnowartosciowej pozywki przez 48
godzin. Nastepnie wymienitam medium na swieze (100 ul), zawierajagce odpowiednie
stezenia badanych zwigzkdéw:

e 10, 11 oraz 22, 23 — koncowe stezenie zwigzku wynosito: 1, 5, 10, 20, 50, 100
HM;

e Kompleksy FAM-streptawidyna : 22 / 23 oraz mieszanina FAM-streptawidyna :
10 / 11 w stosunku molowym 1:2 i 1:4 — stezenie koncowe: 1, 10, 20, 30 uM
(stezenie kompleksu obliczytam na podstawie stezenia peptydomimetyku w
dotku);

e Kompleksy streptawidyna-B-galaktozydaza : 22 / 23 oraz mieszanina

streptawidyna-B-galaktozydaza : 10 / 11 w stosunku molowym 1:2 i 1:4 -
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stezenie koncowe: 1, 10, 20, 30 uM (stezenie kompleksu obliczytam na

podstawie stezenia peptydomimetyku w dotku);

a nastepnie inkubowatam przez 24 godziny. Komoérki pozbawione dodatku badanych
zwigzkdw postuzyty za prébe kontrolng. Po tym czasie usunetam medium znad
komérek i postepowatam zgodnie z wczesniej opisang procedurg dotyczaca

wykonywania testu MTT.

4.10.4. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych dla
biatek o charakterze zasadowym

A) Tworzenie kompleksow pomiedzy biotynylowanymi peptydomimetykami,
a streptawidynq skoniugowangq z 6-galaktozydazg

Tworzenie kompleksu Streptawidyna-B-galaktozydaza z peptydomimetykiem
biotynylowanym (zwigzki 22 i 23) lub peptydomimetykiem z wolnym N-koricem
(zwigzki 10 i 11) wykonatam w w stosunkach molowych: 1:1; 1:2; 1:4. Prébki
inkubowatam przez godzine w temperaturze pokojowej, a nastepnie nanositam do zel
tak, by stezenie biatka wynosito 7,5 pg na S$ciezke. Aby potwierdzi¢ skutecznosé
tworzenia kompleksdw wykorzystatam elektroforeze natywng dla biatek o charakterze

zasadowym.

e Bufor do zelu zageszczajgcego: 0,22 M CH3COOH, pH 5,0

e Bufor do Zelu rozdzielajacego: 0,075 M CH3COOH, pH 4,0

e Rozdziat elektroforetyczny prowadzitam w buforze: 0,355 % B-alanina, pH 4,0

e Probki obcigzatam buforem tadujgcym, w sktad ktérego wchodzi: 50 % glicerol
w buforze zageszczajagcym (0,22 M CH3COOH, pH 5,0) z dodatkiem 0,005 %
fioletu krystalicznego

e Sktad Zzelu zageszczajgcego oraz rozdzielajgcego podatam w tabeli 18.

Podczas prowadzenia elektroforezy zastosowatam odwrécong polaryzacje komory.
Poczatkowo rozdziat prowadzitam przy statym natezeniu pragdu rownym 5mA (zel

zageszczajacy), a nastepnie 20 mA i prowadzitam do momentu elucji z zelu
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rozdzielajgcego prazka odpowiadajgcego zabarwieniu fioletu krystalicznego. Po tym
czasie biatka obrazowatam w roztworze BlueSafe (nzytech, Lizbona, Portugalia),
a nastepnie wykonywatam zdjecia za pomocg systemu do dokumentacji

elektroforegramoéw Fusion FX-7.

Tabela 18. Sktad 4 % zelu zageszczajgcego oraz 8 % zelu rozdzielajgcego.

Zel zageszczajacy 4 %

Woda 1,48 ml
0,22 M CH3COOH pH 5,0 250
30 % roztwér akrylamidu/bisakrylamidu 266 pl
10 % APS (w H20) 20 pl
TEMED 4l

Zel rozdzielajacy 8 %

Woda 2,42 ml
0,075 M CHsCOOH o pH 4,0 500 pl
30 % roztwér akrylamidu/bisakrylamidu 1,07 ml
10 % APS (w H20) 40
TEMED 8l

TEMED - N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina
APS - peroksodisiarczan amonu

4.10.5. Tworzenie kompleksu streptawidyna-[3-galaktozydaza z biotynylowanym
peptydomimetykiem - inkubacja z liniami komérkowymi

Kompleksy streptawidyna--galaktozydaza z biotynylowanym
peptydomimetykiem (zwigzki numer 22 i 23) lub z peptydomimetykiem posiadajacym
wolny N-koniec — 10, 11 (kontrola) utworzytam w stosunkach molowych: biatko :
peptydomimetyk rownych 1:2 lub 1:4. Prébki inkubowatam przez godzine

w temperaturze pokojowej zabezpieczajac je od Swiatta.
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A) Badanie aktywnosci enzymatycznej 8-galaktozydazy w lizatach komdrkowych

Badane linie komérkowe (HB2, MDA-MB-231, SKBr3, T47D) wysiatam na ptytki
96-dotkowe w ilosciach podanych w tabeli numer 15 i inkubowatam w 100 pl
petnowartosciowej pozywki przez 48 godzin. Po tym czasie komérki 3-krotnie
przemytam roztworem PBS, a nastepnie do kazdej studni dodatam 50 pl Swiezej
pozywki z dodatkiem utworzonego kompleksu, gdzie koncowe stezenie
peptydomimetyku wynosito 10 uM (kompleks 1:2) oraz 20 uM (kompleks 1:4). W
doswiadczeniu zastosowatam 2 préby kontrolne, jedng z nich byty same komorki bez
dodatku zwigzkdw, w drugiej zas byty one inkubowane ze Strp-B-gal w takim samym
stezeniu, jak to zastosowane do utworzenia komplekséw. Dodatkowo sprawdzitam
aktywnos¢ B-galaktozydazy w komoarkach inkubowanych z samymi
peptydomimetykami (C = 10 pM). Komoérki z kompleksami streptawidyna-p-
galaktozydaza : peptydomimetyk inkubowatam przez 24 godziny. Nastepnie
przemytam je 2-krotnie roztworem PBS i wykonywatam lize komérek (natychmiast po
przemyciu PBS ; po 2 godzinach i po 24 godzinach od przemycia komérek PBS) przy
uzyciu buforu lizujgcego — Reporter Lysis 5 x Buffer - RLB (Promega, Wisconsin, Stany
Zjednoczone) rozcieiczonego 5-krotnie wodg (rys. 37). Tak przygotowane lizaty, do

momentu wykonywania badan, przechowywatam w temperaturze - 80°C.

FAM-STRP : peptydomimetyk przemywanie
PBS

- 24h inkubacja

5L tas
T liza komorkowa
e 24h inkubacja —— . 2hinkubacja
C " P . ) 2442
& .h’) E‘ .‘ 'j liza komérkowa
E"{"'j 24h inkubacja E"{"'ﬂ 24h inkubacja Yy

liza komérkowa

Rysunek 37. Schemat otrzymywania lizatéw komérkowych.

Aktywnos$¢ enzymatyczng B-galaktozydazy zawartej w lizatach komodrkowych
ocenitam przy uzyciu substratu B-p-galaktopiranozydu rezorurfiny (ThermoFisher

Scientific, Massachusetts, Stany Zjednoczone) o stezeniu 5 mg/ml DMSO, przed
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pomiarem rozcienczonego 2-krotnie w buforze fosforanowym pH 7,0. Pomiar
wykonywatam w czarnych ptytkach 96 - dotkowych, do pojedynczej studni
dodawatam: 2,5 pl lizatu, 5 pl substratu oraz 100 pl buforu fosforanowego. Przyrost
intensywnosci fluorescencji produktu mierzytam za pomocg czytnika mikroptytek
FluoroStar OMEGA, gdzie dtugosci fal wzbudzenia oraz emisji wynosity odpowiednio
541 nm i 585 nm. W trakcie pomiaru przyrostu fluorescencji B-galaktozydaza
dostarczona przez peptydomimetyk do wnetrza komoérek hydrolizuje substrat B-b-

galaktopiranozyd rezorurfiny do p-galaktozy oraz rezorurfiny (rys. 38).

OH

e
OH Q OH
H
OH H
OH
M b
OH o H OH
H B-galaktozydaza
OH H Q D-galaktoza
H
H OH
) e
o o 0
Na=—
=
0 N
rezorurfina

B-D-galaktopiranozyd rezorurfiny

hee=541 nm, A =585 nm

Rysunek 38. Enzymatyczny rozpad B-D-galaktopiranozydu rezorurfiny.

B) Test na obecnos¢ B-galaktozydazy w liniach komérkowych

Nastepnie dokonatam kolorymetrycznej detekcji B-galaktozydazy obecnej
w badanych liniach komdrkowych. W tym celu wysiatam komorki oraz sporzadzitam
kompleksy analogicznie do punktu: 4.10.5. — Tworzenie kompleksu streptawidyna-B-
galaktozydaza z biotynylowanym peptydomimetykiem - inkubacja z liniami
komodrkowymi. W doswiadczeniu zastosowatam 3 préby kontrolne, jedng z nich byty

same komorki bez dodatku zwigzkédw, w drugiej zas byty one inkubowane ze Strp-B-gal
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w takim samym stezeniu, jak to zastosowane do utworzenia komplekséw. Dodatkowo
sprawdzitam aktywnos¢ B-galaktozydazy w komodrkach inkubowanych z samymi

peptydomimetykami (C = 10 uM).

Komodrki z utworzonymi kompleksami streptawidyna-B-galaktozydaza
peptydomimetyk inkubowatam przez 24 godziny. Nastepnie przemytam je 2-krotnie
roztworem PBS i utrwalitam (15 minut) stosujac 3,7 % roztwér formaldehydu w PBS
(natychmiast po przemyciu PBS; po 2 godzinach i po 24 godzinach od przemycia
komorek PBS (rys. 35)). Po czym powtdrnie przemytam je PBS i dodatam do nich 125 pl
mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej w swoim skfadzie: 40 mM kwas cytrynowy, 40 mM
NazPOa4, 300 mM NaCl, 10 mM merkaptoetanol, 4 mM MgCl, oraz 2 mM X-gal, pH 6,0
[159]. Nastepnie ptytke inkubowatam przez 2 godziny w 37 °C. Pojawiajace sie
wewnatrz komoérek zabarwienie obserwowatam przy uzyciu mikroskopu swietlnego
Olympus IX51 (Olympus, Tokio, Japonia). Odczynnik X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolilo-
D-galaktopiranozyd) pod wptywem obecnej we wnetrzu komérek B-galaktozydazy
ulega hydrolizie do galaktozydazy i 5-bromo-4-chloro-3-hydroksyindolu, ktéry kolejno

dimeryzuje i tworzy niebieski, nierozpuszczalny w wodzie zwigzek (rys. 39).

H H
CHQOH B-galaktozydaza N Br- N
T ST <10
Cl ﬂ Br
(0]

Cl

5-bromo-4-chlore-3-indolilo-D- 5,5"-dibromo-4,4"-dichloro- indygo
galaktopiranozyd (niebieski)

Rysunek 39. Hydroliza substratu X-gal w obecnosci 3-galaktozydazy.

4.11. Badanie wlasciwosci penetrujacych peptydomimetykow wobec bton
cytoplazmatycznych pozostatych linii komdérkowych

Pozostate linie komdrkowe przedstawione w tabeli 14 wykorzystatam do:

* Testu oceny cytotoksycznosci MTT (rozdziat 4.1.1.).
* Oceny penetracji bton komérkowych przez wybrane peptydomimetyki (rozdziat

4.1.2.).
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4.11.1. Wplvw zsyntezowanych zwiazkdow na proliferacje komoérek

Zbadatam wptyw zsyntezowanych peptydomimetykdéw na proliferacje komoérek.
W tym celu postepowatam zgodnie z opisem zawartym w punkcie 4.2.2. Komoérki
wysiatam na ptytki 48-dotkowe w nastepujgcych iloéciach: HDFa — 5,5 x 103, MEL -
1,5 X 10% HS-695T - 1,7 X 10%, RAW264.7 - 1,5 X 10%

4.11.2. Test na obecno$¢ kaspazy-3 w liniach komérkowych

Kaspazy w najwiekszym stopniu odpowiadajg za zniszczenie komorki podczas
pierwszych etapow apoptozy. W zwigzku z tym postanowitam okresli¢ czy pod
wptywem zsyntezowanych peptydomimetykdw wzrasta ich poziom w wybranych
liniach komérkowych. W tym celu komérki umiescitam w naczynkach hodowlanych
o powierzchni 25 cm? w odpowiednio suplementowanej pozywce. Do badan
wykorzystatam nastepujgce linie komérkowe: HS-695T (5 x 10°), MEL-CLS-2 (3,5 X
10°), HDFa (1,2 X 10°), HaCaT (5 X 10°) — w nawiasach podatam ilo$ci komdrek
pasazowanych do naczynka. Po 24 godzinach do komérek dodawatam zwigzki nr 8, 10
oraz 11, ktérych stezenie w butelce hodowlanej wynosito 10 uM. Nastepnie linie
komodrkowe inkubowatam z peptydomimetykami przez 6 lub 24 godziny. Prdba
kontrolng byly komorki bez dodatku zwigzkéw. Po tym czasie komérki poddatam
trypsynizacji, a nastepnie policzytam ich ilo$¢ przy uzyciu licznika CASY Model TT
(Innovatis AG, Reutlingen, Niemcy). Nastepnie dodatam do nich bufor lizujgcy
(stosowatam 50 pl buforu / 3 X 10° komérek) Reporter Lysis Buffer 5Xx (rozciericzony 5-
krotnie w wodzie) i pozostawitam go na 10 minut. Lizaty komdrkowe poddatam
wirowaniu (1400 rpm, 10 min), a w uzyskanym supernatancie oznaczytam zawartosci
biatka metoda Bradforda. Wybrane lizaty rozcienczytam powyzszym buforem w celu
wyréwnania/osiggniecia tego samego stezenia biatka. W tak otrzymanych prdbkach
oznaczytam aktywnos¢ enzymatyczng kaspazy-3. Pomiar aktywnosci kaspazy-3
wykonatam w buforze 25 mM HEPES pH 7,5, 0,1 % CHAPS, 10 mM DTT wykorzystujac
substrat Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AFC (¢ = 1ImM w DMSO, gdzie AFC: 7-amino-4-
trifluorometylokumaryna). Jako kontrole ujemng uzytam lizaty inkubowane

z inhibitorem kaspazy 3: Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CMK (c koricowe = 2,82 X 10°). Pomiar

112



przyrostu fluorescencji w czasie (przy dtugosci fali wzbudzenia i emisji odpowiednio:
400 nm i 505 nm) wykonatam na czytniku mikroptytek FLUOstar Omega.

HEPES — kwas hydroksyetylopiperazynoetanosulfonowy

CHAPS — 3-[(3-cholamidopropylo)dimetyloamonio]-1-propanosulfonian
DTT — ditiotreitol

DMSO — dimetylosulfotlenek
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IV. WYNIKI

1. Zwiazki zsyntezowane w ramach rozprawy doktorskiej

Rysunek numer 40 przedstawia wybrane analizy MS oraz chromatogramy
zsyntezowanych peptydomimetykédw. Natomiast tabela 19 prezentuje wszystkie
zwigzki uzyskane w ramach przygotowywania rozprawy doktorskie wraz z ich

charakterystyka fizykochemiczna.

Chromatogram UPLC peptydomimetyku 5/6-FAM-020c-[Dap(G02)]s-020c-NH5, tz=8,2 oraz tz=8,8.

Chromatogram UPLC peptydomimetyku 5/6-TAMRA-020c-[Dap(G02)]s-020c-NH,, tz=8,2 oraz tz=8,5.
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Chromatogram UPLC peptydomimetyku Bt-020c-[Dap(G02)]6-020c-NH,, tr=7,4.
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Chromatogram UPLC peptydomimetyku Bt-020c-[Dap(G02)]s-020¢c-NH5, tg=11,77.
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Widmo mas peptydomimetyku 5/6-TAMRA-020c-[Dap(G02)]s-020c-NH, (M=2360,6 g/mol).
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Widmo mas peptydomimetyku 5/6-FAM-020c-[Dap(G02)]6-020c-NH, (M=2306,4 g/mol).
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Widmo mas peptydomimetyku 020c-[Dap(G02)]s-020c-NH; (M=2493,7 g/mol).
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Widmo mas peptydomimetyku 020c-[Dap(G02)];-020c-NH, (M=1400,5 g/mol).
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Widmo mas peptydomimetyku 5/6-TAMRA-020c-[Dap(G02)]s-020c-NH; (M=2096,2 g/mol).
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Widmo mas peptydomimetyku 5/6-TAMRA-020c-[Dap(G01)]s-020c-NH; (M=2554,9 g/mol).
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Widmo mas peptydomimetyku 5/6-FAM-020c-[Dap(HO1)]s-020c¢-NH, (M=1796,7 g/mol).
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Widmo mas peptydomimetyku 5/6-FAM-020c-(Arg)s-020c-NH2 (M=1603,8 g/mol).
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Widmo mas peptydomimetyku 5/6-FAM-020c-[Dap(G0O2)]s-Pro-[Dap(G02)]s-020c-NH, (M=2949,1 g/mol).
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Rysunek 40. Wybrane analizy MS oraz chromatogramy zsyntezowanych zwigzkéw.
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Tabela 19. Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych peptydomimetykow.

Masa
. Czas retencji molekularna
Nr Sekwencja o a
[min] obliczona/
wyznaczona
1 020c-(Arg)e-O20c¢-NH2 2,11 1244,5/1254,4
1a 5/6-FAM-0O20c¢-(Arg)e-O20c-NH2 9,12/9,26 1603,8/1604,4
2 0O20c-(D-arg)s-O20c-NH 2,12 1244,5/1245,5
2a 5/6-FAM-O20c-(D-arg)e-O20c-NH2 8,46/ 8,71 1603,8/1604,8
3 020c-(Har)e-O20¢-NH: 2,45 1329,6 /1330,4
3a 5/6-FAM-020c-(Har)e-O20c-NH2 8,55/ 8,83 1687,9/1689,0
4 020c¢-[Dap(GO1)]e-O20c-NH> 3,15 1682,8/1683,6
4a 5/6-FAM-0O20c-[Dap(GO1)]s-O20c-NH2 7,89/8,13 2042,1/2043,0
4b 5/6-TAMRA-O20c¢-[Dap(GO1)]-O20c-NH: 8,17 /8,59 2096,2 / 2096,3
5 020c¢-[Dap(GO1)]s-020c-NH> 2,55 2141,3/2142,0
5a 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO1)]s-O20c-NH2 7,96/8,23 2500,6 / 2501,7
5b 5/6-TAMRA-O20c¢-[Dap(GO1)]s-O20c-NH; 8,32/8,55 2554,8 /2554,9
6 020c¢-[Dap(G0O2)]-O20c-NH> 1,94 853,9/854,6
6a 5/6-FAM-0O20c-[Dap(G0O2)]>-020c-NH2 10,11/10,41 1213,2/1213,5
7 020c¢-[Dap(GO2)]3-020c-NH> 2,33 1127,2/1127,5
7a 5/6-FAM-0O20c-[Dap(G0O2)]-020c-NH2 10,22/10,44 1486,5/ 1486,9
8 020c-[Dap(GO2)]s--O20c-NH> 2,09 1400,5/1400,5
8a 5/6-FAM-020c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH> 9,78/ 10,01 1759,8/1759,8
9 020c-[Dap(GO2)]s-O20c-NH> 2,78 1673,8/1673,5
9a 5/6-FAM-020c¢-[Dap(G0O2)]5-O20c-NH> 8,23/8,36 2033,1/2033,4
10 020c¢-[Dap(GO2)]e-O20c-NH> 3,40 1947,1 /1947 1
10a 5/6-FAM-0O20c-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH> 9,10/9,83 2306,4 /2305,6
10b 5/6-TAMRA-O20c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH; 9,82/10,15 2360,6 /2359,4
11 020c¢-[Dap(GO2)Js-O20c-NH> 2,97 2493,7 / 2493,5
11a 5/6-FAM-0O20c¢-[Dap(G0O2)Js-O20c-NH> 8,2/8,8 2852,0/2853,7
11b 5/6-TAMRA-O20c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH; 8,2/8,5 2907,1/2908,5
12a 5/6-FAM-O20c-[Dap(HO1)]-O20c-NH: 9,18/9,34 1796,7 / 1795,8
13a 5/6-FAM-0O20c¢-[Dap(0O1)]e-O20c-NH> 9,34/952 1790,8/1790,0
14 020c-[Dap(HO2)]s-O20c-NH: 3,71 1700,8/1701,5
14a 5/6-FAM-O20c-[Dap(HO2)]e-O20c-NH: 9,45/9,78 2059,1/2060,4
15 020c-[Dap(02)]e-020c-NH> 3,45 1694,9/1696,0
15a 5/6-FAM-0O20c-[Dap(02)]s-O20c-NH> 9,12/9,38 2053,2/2054,1
16a féi&é“éﬁi%cz'[giﬂﬁzm Jle-O1Pen- 12,16 /12,38 | 2599,2 /26031
17a 5/6-FAM-0O20c-[Dap(GO1)]s-Pro-[Dap(GO1)]s- 12,47 /12,69 2596.6 / 2596,9
0O20c¢-NH2
5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)]s-O1Pen-
18a [Dap(GO2)]:-020¢-NH; 12,03/12,25 2951,4/2954,7
19a 5/6-FAM-0O20c-[Dap(GO2)]s-Pro-[Dap(GO2)]s- 12,69/ 12,93 2949,1/2949.0
0O20c¢-NH2
20a 5/6-FAM-O20c¢-[D-Dap(GO1)Js-O20c-NHz* 8,5/8,9 2500,6 /2500,8
21a 5/6-FAM-O20c¢-[D-Dap(GO2)Js-O20c-NHz* 8,3/8,7 2852,0/2852,6
22 Bt-O20c-[Dap(GO2)]e-O20c-NH: 7,46 2174,0/2173,1
23 Bt-O20c¢-[Dap(GO2)]s-O20c-NH: 11,77 2720,0/2719,3
24 | 5/6-FAM 11,21 376,3
25 5/6-TAMRA 12,17 431,5
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Czas retencji okreslono za pomocq UPLC przy uzyciu chromatografu Nexera X2 LC-30AD, firmy Schimadzu
(Japonia), zastosowano metode: 3 — 50 % B w czasie 20 minut.

Rejestracja dwdch czasow retencji dla fluorescencyjnych zwiqzkow zwiqgzana jest z wystepowaniem
uzytych podczas syntezy fluoroforéw w formie mieszaniny izomeréw 5/6.

2. Wyniki otrzymane z wykorzystaniem linii komorkowych piersi:
HB2 i MDA-MB-231

2.1. Cytotoksycznos$c¢ peptydomimetykow wzgledem linii komorkowych
piersi HB2 oraz MDA-MB-231

W pierwszym etapie badan biologicznych zsyntezowane peptydomimetyki
poddatam testom oceniajgcym cytotoksycznos¢ wobec linii komdérkowych piersi HB2
oraz MDA-MB-231. Zwiazki 1a, 2a, 3a, 4a, 10a, 14a oraz 15a inkubowatam przez 24
godziny w nastepujgcych stezeniach: 1 uM, 10 uM i 50 pM. Nastepnie wykonatam test
cytotoksycznosci MTT, ktorego wyniki zamie$citam na rysunku 41. Wskazujg one na to,
iz wiekszos¢ analizowanych zwigzkéw nie wykazywata cytotoksycznosci w stezeniu
stosowanym podczas badan biologicznych (c = 10 uM). Jedynie zwigzki 1a, 2a i 3a
wykazywaty niewielkg cytotoksycznosé wzgledem komdérek linii HB2 oraz MDa-MB-231

w porownaniu do kontroli [160].
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MDA-MB-231
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Rysunek 41. Cytotoksycznos$¢ zwigzkédw wobec linii HB2 oraz MDA-MB-231 oceniana na podstawie
wynikéw testu MTT (Srednia £ SD). Statystyka wykonana za pomoca testu One-way ANOVA:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (prébki porownane do kontroli, liczba powtdrzen n
=6) [160].

Dodatkowo, wybrane peptydomimetyki (8, 10 i 11) poddatam testowi oceny
cytotoksycznosci CCK8. Zwigzki o stezeniu 1, 5, 10, 20, 50 oraz 100 uM inkubowatam
przez 2 lub 24 godziny z liniami komérkowymi HB2 | MDA-MB-231. Otrzymane wyniki
zamiescitam na rysunku 42. Na podstawie ponizszych wykreséw stwierdzi¢ mozna, iz
peptydomimetyki 8, 10 oraz 11 nie wykazujg znaczacej cytotoksycznosci zaréwno

podczas 2-godzinnej jak i 24-godzinnej inkubacji [160].
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Rysunek 42. Cytotoksycznosc zwigzkéw 8, 10 i 11 wobec linii HB2 oraz MDA-MB-231 podczas 2-
godzinnej i 24-godzinnej inkubacji, oceniana na podstawie wynikéw testu CCK8 ($rednia £ SD).
Statystyka wykonana za pomocg testu One-way ANOVA: *p<0,05 (prébki poréwnane do kontroli,
liczba powtérzen n = 7) [160].

2.2,

Zdolnosci przenikania przez btone komoérkowa zsyntezowanych

peptydomimetykow

W pierwszym etapie badan biologicznych postanowitam sprawdzié, ktore

z zsyntezowanych peptydomimetykéw (1a, 2a, 3a, 4a, 10a, 10b, 14a oraz 15a)

posiadajg zdolnos¢ do przenikania przez btony komdrkowe linii HB2 oraz MDA-MB-231.

Inkubacje prowadzitam przez 24 godziny. Analogiczne dos$wiadczenie wykonatam

rowniez z samymi znacznikami fluorescencyjnymi, wystepujgcymi w sekwencji

peptydomimetykdw. W przypadku inkubacji linii komérkowych w obecnosci samych

fluoroforéw nie obserwowatam zjawiska fluorescencji [160].
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Komérki linii HB2 oraz MDA-MB-231 inkubowatam ze zwigzkami: 1a, 2a, 3a, 4a,
10a oraz 10b przez 24 godziny. W oparciu o wyniki wykonanych testéw dotyczgcych
cytotoksycznosci peptydomimetykdw wobec badanych linii komdrkowych, stezenie
koricowe analizowanych zwigzkéw podczas inkubacji wynosito 10 uM. W kolejnym
etapie przeprowadzone zostaly eksperymenty z wykorzystaniem mikroskopu
fluorescencyjnego Olympus [IX51. Wszystkie zdjecia zamieszczone w niniejszej
rozprawie doktorskiej wykonane zostaty przez dr hab. Agnieszke Piwkowska, prof.
IMDiK. Na podstawie otrzymanych zdje¢ podzielitam zwigzki na trzy grupy (rys. 43, 44).
Pierwsza z nich obejmuje zwigzki, ktére zawierajg w swojej sekwencji 6 reszt argininy
lub jej pochodnych (1a, 2a, 3a) oraz wnikajg do wnetrza komoédrek lokalizujgc sie
gtéwnie w cytoplazmie w postaci ziarnistosci. Do drugiej grupy zaliczajg sie
peptydomimetyki zbudowane z szesciu reszt Dap zawierajgcych faricuchy boczne
o roznej dtugosci zakoriczone ugrupowaniami guanidynowymi (4a, 10a, 10b). Zwigzki
te wyrdzniaja sie nie tylko zdolnoscig do przenikania przez btone komdrkowa, ale takze
sq W stanie penetrowac otoczke jgdrowg lokalizujgc sie wewnatrz jagdra. Zjawisko to
wynika¢ moze z efektywnego nasladowania sekwencji aminokwasowej, ktdra
przytgczana do biatka kieruje je na drodze transportu jgdrowego do wnetrza jgdra
(ang. nuclear localization signal or sequence, NLS). Zwigzek 10 najefektywniej
penetruje btone komdrkowsa, przyczynia sie do tego najprawdopodobniej dtugos¢
tancucha bocznego czasteczek polimeru. Trzecia grupa zwigzkéw (14a, 15a), ze
wzgledu na zamiane grup guanidynowych na grupy hydroksylowe i aminowe nie
posiada zdolnosci do wnikania do wnetrza komérek. Ze wzgledu na obserwowany
zanik fluorescencji 5/6-FAM, zdecydowatam sie réwniez na synteze kluczowych

zwigzkéw znakowanych na N-koricu 5/6-TAMRA (4b, 5b).
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Rysunek 43. Zdjecia mikroskopowe przedstawiajgce komorki linii HB2 oraz MDA-MB-231
inkubowane w ciggu 24 godzin ze zwigzkami 1a, 2a oraz 3a [160].
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Rysunek 44. Zdjecia mikroskopowe przedstawiajgce komérki linii HB2 oraz MDA-MB-231
inkubowane w ciggu 24 godzin ze zwigzkami 4a, 4b oraz 10a, 10b [160].
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Rysunek 45. Wykres intensywnos$¢ fluorescencji 5/6-FAM w lizatach komérkowych linii HB2 oraz
MDA-MB-231 [160].

Wyniki uzyskane podczas obserwacji mikroskopowych potwierdzitam wykonujac
pomiar intensywnosci fluorescencji 5/6-FAM. Komorki linii HB2 oraz MDA-MB-231
po 24-godzinnej inkubacji ze zwigzkami 1a, 2a, 3a, 4a, 10a, 14a i 15a poddatam lizie
komoérkowej. W przypadku obu badanych linii najwyzszg intensywnoscia fluorescencji
charakteryzujg sie lizaty komérek inkubowanych z peptydomimetykiem numer 10a,

najnizszg zas ze zwigzkiem 14a oraz 15a (rys. 45) [160].

Nastepnie postanowitam sprawdzié, jak na efektywne wnikanie do wnetrza
komérek wptywa zmiana dtugosci tancucha gtéwnego zwigzku (ilos¢ ugrupowan
guanidynowych) oraz jego charakteru chemicznego. W tym celu wykonatam syntezy
peptydomimetykdéw 6a — 13a. W przypadku analogéw zwigzku 10a zawierajgcych 2 i 3
ugrupowania guanidynowe w sekwencji (6a, 7a) po 24-godzinnej inkubacji
z komodrkami linii HB2 oraz MDA-MB-231 nie zaobserwowatam obecnosci
peptydomimetykdw w ich wnetrzu. Znikome zdolnosci do penetracji bton
biologicznych wykazywaty zwigzki nr 8a oraz 9a, natomiast 11a wnikat do wnetrza
komodrek w zblizonym stopniu lub nawet efektywniej niz jego odpowiednik z szeScioma

modyfikowanymi resztami kwasu Dap (10a) (rys. 46) [160].

Zamiana wszystkich szesciu ugrupowan guanidynowych w peptydomimetyku na
grupy aminowe (-NHz) w zwigzku zawierajgcym krétsze taricuchy boczne czgsteczek
polimeru (13a) skutkowata znacznym zmniejszeniem zdolnosci przenikania przez btony

komodrkowe w porownaniu z jego strukturg wiodgcg. Natomiast zastgpienie tych grup
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hydroksylowymi (12a) powodowato catkowity zanik wtasciwosci penetrujacych

(rys. 46) [160].

HB2

zwigzek 8a ’ = zwigzek 15a

MDA-MB-231

zwiazek 8a zwigzek 11a zwiazek 15a

Rysunek 46. Zdjecia mikroskopowe przedstawiajgce komorki linii HB2 oraz MDA-MB-231
inkubowane w ciggu 24 godzin ze zwigzkami 8a, 11a oraz 15a [160].

Analizujgc wyniki przenikania zwigzku 11a przez btone komdrkowa w ciggu 24
godzin, postanowitam skroci¢ czas inkubacji z liniami komérkowymi do 2 godzin.
W tym celu uzytam analog 11b. Zdjecia mikroskopowe przedstawione na rysunku 47
dowodzg, ze peptydomimetyk nawet po tak krétkim czasie jest w stanie penetrowaé

btony cytoplazmatyczne i lokalizowaé sie wewnatrz komaorek.

HB2 MDA-MB-231

zwigzek 11b = zwiazek 11b

Rysunek 47. Zdjecia mikroskopowe przedstawiajgce komérki linii HB2 oraz MDA-MB-231
inkubowane w ciggu 2 godzin ze zwigzkiem 11b.
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W kolejnym etapie postanowitam sprawdzi¢, czy zmiana konfiguracji kwasu Dap
z L na D wptywa na zdolnosci penetrujgce zwigzku zawierajgcego 8 ugrupowan
guanidynowych (20a i 21a). Wykonatam réwniez syntezy zwigzkéw nr 16a - 19a, ktére
sq analogami zwigzkdéw 5a, 11a i w pozycji 7 sekwencji zawierajg reszte Pro lub O1Pen.
Ta modyfikacja powoduje zmiane utozenia peptydomimetykéw w przestrzeni, co moze
takze wptywac na ich witasciwosci penetrujgce btony biologiczne. Zwigzki nr 16a — 21a
poddatam 24-godzinnej inkubacji z komérkami linii HB2 oraz MDA-MB-231. Nie
zaobserwowatam réznic w efektywnosci przenikania przez membrany biologiczne
peptydomimetykdéw rédznigcych sie tylko dtugoscia taricuchdw bocznych (np. 16ai 18a).
W przypadku zwigzku 20a oraz 21a zmiana konfiguracji kwasu Dap z L na D nie ma
znaczacego wptywu na ich wychwyt przez komérke. Natomiast dodatek zaréwno reszty
Pro, jak i O1Pen sprawiat, iz zwigzki te wnikajg do wnetrza komdrek nowotworowych,
jakimi s3 MDA-MB-231, za$ penetrujgc membrany komoérek zdrowych — linii HB2 —
lokalizujg sie gtéwnie w poblizu btony cytoplazmatycznej. Rysunek 48 przedstawia

zdjecia mikroskopowe wybranych zwigzkéw 16a — 21a po inkubacji z liniami

komodrkowymi.
N
o
I
zwiazek 21a = zwigzek 18a = zwiagzek 19a
-
™
o
2]
=
<
a
=
zwiazek 21a = fll ZWigzek 18a - ll ZWigzek 19a

Rysunek 48. Zdjecia mikroskopowe przedstawiajgce komérki linii HB2 oraz MDA-MB-231
inkubowane przez 24 godziny ze zwigzkami 21a, 18a oraz 19a.
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W tabeli 20 podsumowatam zdolno$¢ wnikania poszczegdlnych
peptydomimetykdw do komaérek piersi linii — zdrowej (HB2) oraz nowotworowej (MDA-

Mb-231).

Tabela 20. Zdolno$¢ do przenikania przez btony cytoplazmatyczne peptydomimetykdéw
oraz ich wewngtrzkomorkowa lokalizacja okreslona na podstawie badan z udziatem linii
HB2 i MDA-MB-231.

Nr Sekwencja Pe(:;elf;?i?:c?al;:n
1 020c-(Arg)e-O20c-NH; bd

1a 5/6-FAM-O20c-(Arg)s-O20c-NH. ++ cytoplazma
2 020c-(D-arg)s-O20c-NH; bd

2a 5/6-FAM-O20c-(D-arg)s-O20c-NH; ++ cytoplazma
3 020c-(Har)e-O20c-NH- bd

3a | 5/6-FAM-O20c-(Har)s-O20c-NH; ++ cytoplazma
4 020c¢-[Dap(GO1)]s-O20c-NH; bd

4a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO1)]s-O20c-NH; ++ jadro
4b 5/6-TAMRA-O20c¢-[Dap(GO1)]s-O20c-NH; ++jadro

5 020c¢-[Dap(GO1)]s-O20c-NH; bd

5a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO1)]s-O20c-NH; +++ jadro
5b 5/6-TAMRA-O20c-[Dap(GO1)]s-O20c-NH; +++ jgdro

6 020c¢-[Dap(GO2)],-0O20c-NH; bd

6a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO2)],-O20c-NH; -

7 020c¢-[Dap(G0O2)]5-0O20c-NH; bd

7a 5/6-FAM-0O20c¢-[Dap(GO2)]5-O20c-NH; -

8 020c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH; bd

8a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH; ++ cytoplazma
9 020c¢-[Dap(G0O2)]s-0O20c-NH; bd

9a 5/6-FAM-0O20c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH; ++ cytoplazma
10 | O20c¢[Dap(GO2)]--O20c-NH; bd

10a | 5/6-FAM-O20c-[Dap(G0O2)]:-O20c-NH, +++ jadro
10b | 5/6-TAMRA-O20c¢-[Dap(G0O2)]:-O20c-NH, +++ jgdro
1 020c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH; bd

11a | 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH, +++ jadro
11b | 5/6-TAMRA-O20c¢-[Dap(G0O2)]s-O20c-NH, +++ jgdro
12a | 5/6-FAM-O20c-[Dap(HO1)]s-O20c-NH;

13a | 5/6-FAM-0O20c-[Dap(01)]s-O20c-NH, + cytoplazma
14 | O20c¢[Dap(HO2)]s-O20c-NH, bd

14a | 5/6-FAM-O20c-[Dap(HO2)]s-O20c-NH; -

15 020c¢-[Dap(02)]s-0O20c-NH; bd

15a | 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(02)]s-O20c-NH,
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16a il/Hé-FAI\/I-OZOC-[Dap(GO1 )]a-O1Pen-[Dap(GO1)]4-O20c- ++ blonowo
2

17a | 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO1)]s-Pro-[Dap(GO1)];-O20c-NH, ++ btonowo

18a IS\I/S-FAM-OZOC-[Dap(GOZ)]4-01 Pen-[Dap(GO2)]s-O20c- ++ blonowo
2

19a | 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)]s-Pro-[Dap(GO2)]:-O20c-NH, ++ bfonowo

20a | 5/6-FAM-O20c-[D-Dap(GO1)]s-O20c-NH,* ++ jadro

21a | 5/6-FAM-O20c-[D-Dap(GO2)]s-O20c-NH,* ++ jadro

22 Bt-O20c¢-[Dap(GO2)]s-O20c-NH, bd

23 | Bt-O20c[Dap(G0O2)]s-020c-NH, bd

24 5/6-FAM -

25 5/6-TAMRA -

bd — brak danych

2.3. Wplyw peptydomimetykow na proliferacje komorek linii HB2 i MDA-MB-231

Nastepnie postanowitam przeprowadzi¢ test oceny proliferacji komérek pod
wptywem zsyntezowanych zwigzkéw. Wyniki otrzymane z przeprowadzonych testéw
MTT oraz CCK8 dowodzg, iz inkubacja komodrek linii HB2 oraz MDA-MB-231
z peptydomimetykami 8, 10 i 11, w stezeniach od 1 uM do 100 uM nie powoduje
znaczacej cytotoksycznosci. Zaréwno test MTT jak i CCK8 opiera sie na ocenie pracy
dehydrogenazy mitochondrialnej rozktadajacej sél MTT do nierozpuszczalnego w
wodzie formazanu. Dlatego tez postanowitam wykonac¢ test oceny proliferacji komérek
stosujac odczynnik EdU, ktdry jest analogiem nukleozydu tyminy i podczas syntezy nici
DNA jest do niej wbudowywany. Wykrywanie zwigzku EdU mozliwe jest dzieki
katalizowanej miedzig, zachodzacej w odpowiednich warunkach reakcji ,klik”
pomiedzy azydkiem (zawartym w strukturze FAM), a alkinem (obecnym w strukturze
EdU). Wykonujac test oceny proliferacji, wykorzystatam zwigzki nieznakowane
fluorescencyjnie: 8, 10 i 11, gdyz obecnos¢ fluorofora w sekwencji wptywataby na
uzyskane wyniki. Test przeprowadzitam na liniach komérkowych HB2 oraz MDA-MB-
231. Wptyw peptydomimetykdw na ich proliferacje oceniatam po 24-godzinnej

inkubacji. Uzyskane wyniki przedstawitam za pomocg ponizszych wykreséw (rys. 49).
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Rysunek 49. Test oceny proliferacji z zastosowaniem odczynnika EdU komérek linii HB2 oraz MDA-
MB-231 inkubowanych przez 24 godziny ze zwigzkami 8, 10 i 11 ($rednia * SD). Statystyka
wykonana za pomocg testu One-way ANOVA: **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (prébki
poréwnane do kontroli, liczba powtérzen n =5).

Analizujagc  powyisze  wyniki  dotyczace  wptywu peptydomimetykéw
na proliferacje komodrek moge stwierdzi¢, iz w przypadku linii HB2 zwigzek 11
o stezeniu 1 uM powoduje niewielki wzrost namnazania komorek. Zwigzki 8 oraz 10 sg
w niewielkim stopniu cytotoksyczne, jednak przezywalnos$¢ komodrek maleje wraz
ze wzrostem stezenia zwigzkéw. Peptydomimetyki w stezeniu 50 uM powodujg okoto
20 % spadek przezywalnosci komdrek w stosunku do kontroli (rys. 48). Podczas
inkubacji komoérek linii MDA-MB-231 z peptydomimetykiem 11 o ¢ = 1 uM
obserwowatam wzrost proliferacji o okoto 30 % w poréwnaniu do kontroli; pozostate
zwigzki nie wykazujg cytotoksycznosci, nawet przy wyzszym stezeniu — 50 uM. llos¢
komodrek wynosi okoto 80 % w stosunku do préby kontrolnej. Rysunek 50 przedstawia
przyktadowe zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego obrazujgce
wybarwione jadra komédrkowe linii HB2 oraz MDA-MB-231 poddanych testowi oceny

proliferacji komadrek.
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Rysunek 50. Zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego komérek linii HB2 i MDA-
MB-231 inkubowanych przez 24 godziny ze zwigzkiem 11 o stezeniu 1 uM, bedgce wynikiem testu
oceny proliferacji komorek.

2.4. Stabilnosc¢ zwiazkow 8, 10 oraz 11 w lizatach komérkowych

Ocena stabilnosci wybranych peptydomimetykéw (8, 10 i 11) wykonana zostata
przez mgr Katarzyne Adrych w lizatach komérkowych linii HB2 oraz MDA-MB-231.
Analizy wykonano w dwéch rdznych srodowiskach reakcji: obojetnym — zblizonym
do pH panujgcego wewnatrz komérki oraz kwasnym — panujgcym wewnatrz ,pdznych”

endosomow (ang. late endosome) i lizosomow.

W celu potwierdzenia aktywnosci proteolitycznej uzyskanych lizatow
komodrkowych zbadano ich wptyw na hydrolize wigzan peptydowych w sekwencji
kazeiny znakowanej fluorescencyjnie (FAM). W trakcie trwania pomiarow
wykonywanych za pomocg czytnika ptytek FLUOstar Omega zaréwno w obojetnym, jak
i kwasnym srodowisku zaobserwowano ciggty przyrost fluorescencji. Uzyskane wyniki
potwierdzajg zatem, iz stosowane do badan lizaty zawieraty enzymy aktywne

proteolitycznie.
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Inkubacje zwigzkéw (8, 10 i 11) z lizatami komérek HB2 oraz MDA-MB-231
prowadzono przez 24 godziny w odpowiednim buforze, pobierajgc probki do analiz
co godzine. Lizaty analizowane byty za pomocg UPLC z zastosowaniem metody 3 — 50
% B w czasie 25 minut przy przeptywie 0,3 ml/min. Wyniki otrzymane z powyzszych
analiz potwierdzity zblizong stabilnos¢ zwigzkéw 8, 10 i 11. Rysunek 51 przedstawia
stabilnos¢ peptydomimetyku numer 10. Stupki zaprezentowane na ponizszych
wykresach przedstawiajg pole powierzchni pod pikiem otrzymane w wyniku analiz

UPLC.

Analiza ponizszych danych wskazuje, ze zwigzek nr 10 jest stabilny w lizatach
komérek HB2 przez co najmniej 24 godziny zaréwno w $rodowisku obojetnym, jak
i kwasnym. Peptydomimetyk 10 inkubowany z lizatem komdrkowym linii MDA-MB-231
w buforze o pH 7 wykazuje stabilnos¢ przez okoto 14 h. W przypadku inkubacji

w buforze o pH 5 pozostaje stabilny przez co najmniej 24h.
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Rysunek 51. Wykresy przedstawiajgce stabilnos¢ zwigzku numer 10 w lizatach komérkowych: HB2
oraz MDA-MB-231 w srodowisku obojetnym oraz w kwasowym.

2.5. Wplyw peptydomimetykow na przebieg cyklu komérkowego komorek
linii HB2 oraz MDA-MB-231

Cykl komérkowy jest serig uporzadkowanych procesdow zyciowych
prowadzgcych do powstania dwéch komdrek potomnych na skutek podziatu komérki.
Wyréznia sie w nim dwie gtdwne fazy: interfaze, ktdra jest przygotowaniem do
podziatu oraz mitoze czyli etap koriczgcy sie podziatem. Interfaza dzieli sie dodatkowo
na 4 stadia: G1 — moment wzrostu komorki, S — proces replikacji DNA, G2 — synteza
biatek biorgcych udziat w podziale oraz GO — czyli etap spoczynku. Kazde zaburzenie
przebiegu cyklu komérkowego moze doprowadzi¢ do zmian w funkcjonowaniu

komorki (rys. 52) [161], [162].
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Celem prowadzonych badan byto okreslenie wptywu peptydomimetykow 8a,
10a i 11a na cykl komorkowy linii HB2 oraz MDA-MB-231. W pierwszym etapie badan
okreslitam optymalne warunki wykonywania eksperymentu, zsyntezowane zwigzki
inkubowatam z wyzej opisanymi liniami przez 24 godziny na ptytkach 6 — dotkowych,
gdzie stezenie koricowe uzytego peptydomimetyku wynosito 10 uM. Nastepnie w
ramach wspétpracy z dr Magdaleng Zdrowowicz — Zamojé wykorzystatam technike
cytometrii przeptywowe] do oceny intensywnosci fluorescencji badanych komérek.
Metoda ta rejestrujgc Swiatto rozproszone analizuje jako$ciowo oraz ilosciowo
wtasciwosci fizykobiologiczne komdérek, zas wykorzystanie zestawu GUAWA umozliwia
okreslenie rozktadu faz cyklu komdrkowego w populacji komérek. Dodatkowo, jako
proba kontrolna, zostaty wykorzystane inhibitory powodujace zablokowanie komdrek
w danej fazie cyklu komédrkowego. Zastosowanie afidikoliny wywotuje zatrzymanie

komorek na granicy faz G1/S, zas paklitaksel utrzymuje je na etapie G2/M [163], [164].

‘ Interfaza

Rysunek 52. Fazy cyklu komdérkowego.

Rysunek wykonany na podstawie [165].

Otrzymane wyniki swiadczg o tym, iz peptydomimetyki nr 8a, 10a i 11a nie
wptywajg znaczgco na zmiany w funkcjonowaniu cyklu komdérkowego obu badanych
linii, o czym $wiadczg ponizsze tabele obrazujgce rozktad jego faz w zaleznosci od
uzytego zwigzku (tab. 21, 22). Zastosowanie inhibitorow udowodnito, iz eksperyment

zostat wykonany poprawnie. Liczba komoérek bedacych w okreslonej fazie cyklu
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w prébkach inkubowanych ze zwigzkami nie rézni sie istotnie od proby kontrolnej,

w ktérej obecne sg same komorki. Wykorzystanie cytometrii przeptywowej

potwierdzito, iz peptydomimetyki nie wptywaja znaczaco na prawidiowg prace

komorki, dlatego mogtam je wykorzysta¢ jako transportery zwigzkéw biologicznie

czynnych.

Tabela 21. Poréwnanie ilosci komérek w danych fazach cyklu komérkowego po 24-godzinne;j

inkubacji komarek linii HB2 z badanymi zwigzkami.

llos¢ komérek w lloé¢ komérek w lloé¢ komérek w
Badana prébka fazie GO/G1 fazie S fazie G2/M
[%] [%] [%]

Kontrola 56,88 10,13 29,36
Zwigzek 8a 56,08 11,08 (*) 30,38
Zwigzek 10a 56,54 9,5 29,32
Zwigzek 11a 60,53 (**) 12,56 27,31
Paklitaksel 44,6 (*¥***) 10,27 37,7 (**%)
Afidikolina 70,37 (***%) 11,82 16,52 (****)

Tabela 22. Poréwnanie ilosci komérek w danych fazach cyklu komérkowego po 24-godzinne;j

inkubacji komoérek linii MDA-MB-231 z badanymi zwigzkami.

llos¢ komérek w llosé komérek w llosé komérek w
Badana préba fazie GO/G1 fazie S fazie G2/M
[%] [%] [%]

Kontrola 67,33 13,93 20,35
Zwigzek 8a 67,25 13,85 20,83
Zwigzek 10a 68,77 12,54 19,95
Zwigzek 11a 69,08 13,33 19,30
Paklitaksel 39,96 (****) 18,33 41,17 (****)
Afidikolina 74,72 13,65 13,50 (%)

Statystyka wykonana za pomocq testu One-way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
(probki porownane do kontroli, liczba powtdrzen n = 2).

2.6. Mechanizmy wykorzystywane podczas przenikania zwigzkow przez
btony biologiczne - zastosowanie inhibitorow endocytozy

W kolejnym etapie badan podjetam probe okredlenia sposobu przenikania
do wnetrza komérki badanych zwigzkdw. Dwugodzinna inkubacja komodrek linii HB2

oraz MDA-MB-231 ze zwigzkiem 4b w 4° C skutkuje prawie catkowitym zahamowaniem
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zdolnosci penetrujacych peptydomimetyku wobec btony cytoplazmatycznej. Powodem
tego moze byc fakt, iz zwigzek wnikajgc do wnetrza komorki wykorzystuje mechanizm
endocytotyczny, ktéry jest znacznie ograniczony w niskiej temperaturze. W nastepnym
etapie sprawdzitam, ktéry rodzaj transportu zaleznego od energii uczestniczy
w przenikaniu peptydomimetyku 4b przez btony biologiczne. W tym celu zastosowatam
3 zwigzki zdolne do hamowania réznych mechanizméw endocytozy: cytochalazyne D —
hamujacg makropinocytoze, chloropromazyne — bedacg inhibitorem endocytozy
klatryno — zaleznej oraz metylo-B-cyklodekstryne blokujacg endocytoze kaweolo —
zalezng [166], [167]. Zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego oraz
pomiar intensywnosci fluorescencji peptydomimetyku numer 4b w lizatach
komoérkowych linii HB2 i MDA-MB-231 dowodzg, iz zaréwno cytochalazyna D jak
i chloropromazyna (c = 30 uM) ograniczajg wnikanie zwigzku do wnetrza komérek (rys.
53, 54). Nie zaobserwowatam natomiast znaczagcego zahamowania stopnia penetracji
bton biologicznych przez zwigzek 4b w obecnosci inhibitora, jakim jest metylo-f-
cyklodekstryna.  Analiza  otrzymanych  danych  sugeruje, Ze  transport
peptydomimetykéw odbywa sie w oparciu o mechanizm mieszany (makropinocytozy

oraz endocytozy zaleznej od klatryn) [160].

HB2

80000+

60000+

Chloropromazyna

@ Cytochalazyna D
Metylo-B-cyklodekstryna
@ Kontrola z 4b

40000

20000+

Intensywnosé fluorescenciji

Stezenie inhibitoréw
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MDA-MB-231

60000+

40000+

Chloropromazyna
@ Cytochalazyna D
Metylo-§-cyklodekstryna

20000 [ Kontrola z 4b

Intensywno$é fluorescenciji

Stezenie inhibitoréw

Rysunek 53. Wykresy intensywnosci fluorescencji pochodzacej od zwigzku 4b w lizatach
komodrkowych (linia HB2 oraz MDA-MB-231) zawierajgcych dodatek okreslonych inhibitoréw
($rednia % SD). Statystyka wykonana za pomocg testu One-way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01;

**%¥p<0,001; ****p<0,0001 (prébki poréwnane do kontroli, liczba powtérzen n = 7) [160].

HB2

zwigzek 4b - | 30 HM chloropromazyna - 30 uM cytochalazyna D -l 7:5 MM metylo-B-cyklodekstryng

MDA-MB-231

zwiazek 4b 30 puM chloropromazyna 30 pM cytochalazyna D = | 7,5 MM metylo--cyklodekstrypa,

Rysunek 54. Zdjecia uzyskane przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego linii: HB2 oraz MDA-MB-
231 inkubowanych z peptydomimetykiem 4b oraz z dodatkiem inhibitoréw: cytochalazyna D (c = 30
UM), chromopromazyna (c = 30 uM), metylo-B-cyklodekstryna (c = 7,5 mM) [160].
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3. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym dla kompleksow
utworzonych z DNA

Ze wzgledu na obecnos¢ w czasteczce peptydomimetyku licznych ugrupowan
guanidynowych, postanowitam sprawdzi¢ ich powinowactwo do ujemnie
natadowanych kwaséw nukleinowych. W tym celu wykorzystatam krétki fragment
dsDNA sktadajacy sie z 76 par zasad, zawierajacy sekwencje beta-aktyny (Homo
sapiens) oraz peptydomimetyki nieznakowane fluorescencyjnie o numerach 1, 2, 3, 4,
10, 14 i 15, ktére po utworzeniu komplekséw poddatam analizie elektroforetyczne;.
Otrzymane wyniki przedstawitam na rysunku 55. Oznaczenie N/P okreslane jest jako
stosunek tadunkéw dodatnich pochodzacych od grup guanidynowych lub aminowych
peptydomimetykéw (N) do ujemnie natadowanych reszt fosforanowych zawartych

w kwasach nukleinowych (P).

gT 10 11 12 13 14815 16 W47 18

Rysunek 55. Elektroforegram obrazujgcy powinowactwo peptydomimetykdw do dsDNA. Kolejne Sciezki
przedstawiajg: 1. marker DNA; 2. —; 3. dsDNA; 4. —; 5. dsDNA : zwigzek 1 (N/P—0,2 : 1); 6. dsDNA:
zwigzek 1 (N/P—1,5:1); 7. dsDNA : zwigzek 2 (N/P —0,2 : 1); 8. dsDNA : zwigzek 2 (N/P—1,5: 1); 9.

dsDNA : zwigzek 3 (N/P —0,2 : 1); 10. dsDNA : zwigzek 3 (N/P —1,5 : 1); 11. dsDNA : zwigzek 4 (N/P - 0,2

:1); 12. dsDNA : zwigzek 4 (N/P — 1,5 : 1); 13. dsDNA : zwigzek 10 (N/P —0,2 : 1); 14. dsDNA : zwigzek 10

(N/P—1,5:1); 15. dsDNA : zwigzek 15 (N/P —0,2 : 1); 16. dsDNA : zwigzek 15 (N/P—1,5: 1); 17. dsDNA :

zwigzek 14 (N/P —0,2 : 1); 18. dsDNA : zwigzek 14 (N/P - 1,5 : 1) [160].
Zaobserwowatam niewielkie réznice w ruchliwosci elektroforetycznej zwigzkdéw
inkubowanych z dsDNA wzgledem samego dsDNA s$wiadczagce o utworzeniu
oddziatywan miedzy badanymi peptydomimetykami, a kwasem nukleinowym. Dotyczy
to zwigzkéw 2, 3, 4 oraz 14 przy N/P réwnym 1,5 : 1 (Sciezki odpowiednio 6, 8 i 9),
a przesuniecie to widoczne jest bardziej wobec peptydomimetyku numer 15

inkubowanego z dsDNA w stosunku N/P = 1,5 : 1. Znaczne opdzZnienia w rozdziale

elektroforetycznym w poréwnaniu do prébki kontrolnej zaobserwowaé mozna
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w Sciezce 12 i 14, ktére odpowiadajg kompleksom powstatym przez zwiazki 4 oraz 10

przy stosunku tadunkéw réwnym 1,5 : 1 [160].

4. Termoforeza w mikroskali (MST) - badanie oddziatywan
peptydomimetykéw z DNA

Kolejnym doswiadczeniem, ktére wykonatam w celu potwierdzenia zdolnosci
peptydomimetykdéw do tworzenia komplekséw z kwasami nukleinowymi byta technika
termoforezy w mikroskali. MST stuzy do badania oddziatywan pomiedzy dwiema
molekutami oraz umozliwia okreslenie statej ich wigzania. Rysunek 56 przedstawia
wyniki otrzymane dla peptydomimetykéow: 1a, 4a, 8a, 10a, 1la. W tabeli 23
zamiescitam state wigzania (Kd) otrzymane dla zwigzkéw 16a — 21a. Uzyskane wyniki
potwierdzajg, iz wszystkie poddane analizie peptydomimetyki oddziatujg z kwasami
nukleinowymi. Najsilniejsze wigzania tworzg zwigzki zawierajagce osiem ugrupowan
guanidynowych w swojej sekwencji (11a, 16a, 18a, 19a, 203, 21a). Zmiana konfiguracji
reszty Dap z L na D nie powoduje znaczgcych zmian w wartosciach wyznaczonych
statych wigzania. Uzyskane dane nie wskazujg jednoznacznie, jaki wptyw wywiera
obecnos$é reszt O1Pen oraz Pro w siddmej pozycji sekwencji zwigzkdw zawierajgcych
osiem ugrupowan guanidynowych. Jedynie w przypadku peptydomimetyku 17a
inkubowanego z ssDNA stata wigzania jest niska. Uzywany znacznik fluorescencyjny nie
oddziatuje efektywnie z badanym fragmentem DNA, o czym $wiadczy niska wartos$¢ Kd
rowna dla ssDNA i dsDNA: 3,99 X 10* M ( 4,97 X 10*M), 6,39 X 10* M (+ 7,03 x 10*
M) [160].

Tabela 23. Wartosci Kd dla zwigzkéw 16a — 21a oddziatujgcych z DNA uzyskane za pomocg MST.

. Kd [M]

Nr Sekwencja dsDNA <sDNA
164 | 5/6-FAM-020c[Dap(GOT)k-O1Pen-{Dap(GO k- 557107 | 2,68x10%
020¢NH; +8,38x10° | +5,85%107
17a 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO1)s-Pro-[Dap(GO1)]a-O20c- 1,70x10* 9,90x10°
NH2 +7,80x10° | +5,37x10°

184 | 5/6-FAM-020c{Dap(GO2)k-O1Pen-{Dap(GO2)k- 430x105 | 1,21x10°
020c-NH: +5,05x10° | +2,11x10°

19a | 5/6-FAM-020¢-Dap(GO2)li-Pro-[Dap(GO2)l-O20c- 3,98x10% | 5,63x10¢
NH> +6,54x107 | +1,80x10°

-7 -9

20a | 5/6-FAM-020c-[D-Dap(GO1)ls-020c-NHs 12;47821100_8 féf’fzx;fo_q
-6 -7

21a | 5/6-FAM-020c[p-Dap(GO2)ls-020¢-NH; 195535";100,6 fégs";fo,g
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Rysunek 56. Wyniki przedstawiajace wigzanie sie znakowanych fluorescencyjnie zwigzkéw do
dsDNA (A, C, E, G, I, K) oraz ssDNA (B, D, F, H, J, L) uzyskane za pomocg techniki termoforezy w
mikroskali (MST). Poszczegdlne wykresy obrazujg wigzanie sie z DNA zwigzkéw: A, B—1a; C, D — 43;

E,F-24;G,H-83;1,)]-103; K, L—11a [160].

5. Powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR) - badanie

oddziatywan peptydomimetykéw z DNA

Wyniki otrzymane z analizy elektroforetycznej w zelu poliakrylamidowym

wskazujg jednoznacznie na powstawanie komplekséw pomiedzy peptydomimetykami,

a podwdjng niciag DNA. Na
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z wykorzystaniem powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR). Badanie zostato
przeprowadzone z uzyciem znakowanych fluorescencyjnie peptydomimetykéw (c =50 i
100 puM) z wykorzystaniem jako ligandu dsDNA. Sposrod peptydomimetykow
o stezeniu 50uM inkubowanych z fragmentem DNA najwyzszg zdolnos¢ wigzania sie
do DNA wykazuje zwigzek nr 10a, kolejno nr 4a, a nastepnie peptydomimetyki 1a, 2a i
3a. Przy wyzszym stezeniu silniejsze wigzanie z dsDNA wykazywat zas zwigzek 4a,
pozniej zwigzek nr 10a, a kolejno 1la, 2a i 3a. Ponadto zamiana ugrupowan
guanidynowych na grupy — NH; (zwigzek 15a) skutkowata zmniejszeniem sity
oddziatywania z analizowanym fragmentem kwasu nukleinowego. Natomiast analog
14a zawierajacy 6 grup hydroksylowych w tancuchach bocznych nie oddziatuje z dsDNA
(rys. 57). W tabeli nr 24 przedstawitam state wigzania zwigzkdw charakteryzujgcych sie
znaczng zdolnoscig do tworzenia oddziatywan z DNA, ktére dla zwigzkéw 4a i 10a
wynosity odpowiednio: 8,8 + 2,1 uM i 1,8 + 0,9 uM. Wykonano réwniez pomiary,
w ktérych analizowano wptyw zmian stezenia peptydomimetyku nr 10 na site
tworzacego sie wigzania z pojedynczg oraz podwdjng nicig DNA. Wyniki przedstawione
na rysunku 56 C i 56 D wskazujg, iz wraz ze wzrostem stezenia zwigzku tworzy sie
silniejsze wigzanie zaréwno z ssDNA, jak i z dsDNA. Badania te w duzym stopniu
korelujg z eksperymentami wykonanymi technikg MST, gdzie jak wspomniatam
wczesniej cato$é odbywa sie w fazie ciektej, w przeciwienstwie do techniki SPR, gdzie
ligand immobilizowany jest na powierzchni sensora. Niezaleznie od warunkdw
eksperymentu oddziatywania pomiedzy peptydomimetykiem, a fragmentem DNA

wystepuja i sg niezalezne od stosowanej techniki [160].
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Rysunek 57. Sensogramy przedstawiajgce wigzanie sie poszczegdlnych peptydomimetykéw do
podwajnej nici DNA. Analize wykonano stosujgc stezenie zwigzkdw przepuszczonych przez
powierzchnie czujnika z unieruchomionym biotynylowanym dsDNA: A —50uM oraz B — 100pM.
Wyniki przedstawione na rysunku C i D dotyczg zwigzku 10a analizowanego w réznych stezeniach
wobec: C—ssDNA, D — dsDNA [160].
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Tabela 24. Wartosci Kd uzyskane za pomoca techniki SPR.

Kd [pM] *

Nr Sekwencja

ssDNA dsDNA
1a | 5/6-FAM-O20c-(Arg)s-O20c-NH, umiarkowana
2a 5/6-FAM-O20c-(D-arg)s-O20c-NH, umiarkowana
3a 5/6-FAM-0O20c-(Har)s-O20c-NH; stabe
4a | 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO1)]s-O20c-NH, 1,81+1,11 | 8,82+2,13
6a | 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)],-020c-NH, stabe
8a | 5/6-FAM-O20c-[Dap(GO2)]--O20c-NH, -
10a | 5/6-FAM-O20c¢-[Dap(GO2)]--O20c-NH; 2,83%1,21 ‘ 1,80+0,92
14a | 5/6-FAM-O20c-[Dap(HO2)]s-O20c-NH; stabe
15a | 5/6-FAM-0O20c-[Dap(02)]:-O20c-NH, stabe
24 | 5/6-FAM -

* Stata wiqzania do pojedynczej nici DNA (ssDNA) oraz podwdjnej nici DNA (dsDNA) wyznaczona przy
uzyciu techniki SPR— wiqgzanie okreslane jako ,stabe” dotyczy zwiqzkdw ponizej 10 RU, zas
»umiarkowane” — do 60 RFU i zostato ustalone arbitralnie na podstawie eksperymentu SPR (rys. 53)

6. Elektroforeza w zelu agarozowym dla komplekséw utworzonych

z plazmidowym DNA

Korzystajgc z wynikéw poprzednich badan, ktére wykazaty, iz peptydomimetyk
nr 10 oddziatuje z krétkimi fragmentami kwaséw nukleinowych postanowitam
sprawdzié¢, czy jest on w stanie takze wigzaé sie do wiekszych struktur, takich jak
plazmidowe DNA. W tym celu zastosowatam plazmid warunkujacy ekspresje biatka
zielonej fluorescencji - pmaxGFP, ktéry inkubowatam ze zwigzkami numer 8, 10 oraz 11
w czterech réinych stosunkach N/P (tadunek peptydomimetyku/tadunek plazmidu):
0,2:1; 1:1; 1,5:1 i 3:1. Zdolno$¢ do tworzenia oddziatywan ocenitam wykorzystujac
technike elektroforezy w zelu agarozowym (rys. 58). Otrzymane wyniki swiadczg o tym,
iz zwigzek numer 8 wraz ze wzrostem stezenia silniej wigze sie z plazmidem powodujac
zmniejszong ruchliwos¢ kompleksu peptydomimetyk : plazmid w zelu w stosunku do
kontroli. Natomiast peptydomimetyk nr 10 juz przy stosunku N/P 0,2 : 1 powoduje
znaczne opodznienia migracji plazmidowego DNA w rozdziale elektroforetycznym.
Stosunek fadunkéw dodatnich do ujemnych wynoszacy 1,5 : 1 oraz 3 : 1 prowadzit do
utworzenia na tyle duzych kompleksow, ze nie byty one w stanie wnikng¢ w pory zelu

agarozowego i pozostaty w miejscu startu. W przypadku zwigzku nr 11 rozdziat
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wyglada podobnie, jak przy poprzednim peptydomimetyku. Jednak juz przy N/P
wynoszgcym 1:1 tworzacy sie kompleks najprawdopodobniej ze wzgledu na swdéj duzy

rozmiar i tadunek dodatni nie jest w stanie wnikngé w gtab zelu i migrowac w kierunku

anody [160].
zwiazek 8 zwiagzek 10 zwiazek 11
M PGP e () p,.GFP e () PnoGFP
— — C — — —
| —
. —_— — — -
- . & - - .
-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18

Rysunek 58. Elektoforegram komplekséw peptydomimetykdw z plazmidowym DNA. Poszczegdlne
Sciezki odpowiadaja: 1. Marker DNA; 2, 8, 14. Plazmid pmaxGFP; 3 — 6. Zwigzek 8 z pmaxGFP w
stosunkach N/P odpowiednio—0,2:1,1:1,1,5:1i3:1; 9 - 12. Zwigzek 10 z pmaxGFP w stosunkach
N/P odpowiednio—0,2:1,1:1,1,5:1i3:1; 15— 18. Zwigzek 11 z pmaxGFP w stosunkach N/P
odpowiednio—0,2:1,1:1,1,5:1i3:1; 7, 13. Puste $ciezki [160].

7. Mikroskopia sit atomowych (AFM) - organizacja struktur
utworzonych z plazmidowym DNA

Wyniki otrzymane metodga elektroforezy w zelu agarozowym potwierdzity, ze
zwigzki nr 8, 10 oraz 11 tworzg kompleksy z plazmidowym DNA. W kolejnym kroku
postanowilismy zanalizowac¢ ich organizacje za pomoca techniki mikroskopii sit
atomowych (AFM). Zdjecia przedstawione na rysunku 59 B, C, D przedstawiajg sam
peptydomimetyk, ktéry mimo obecnosci licznych szuméw jest widoczny w postaci
biatych punktéw. Zwigzek 8a inkubowany z DNA w stosunku N/P réwnym 0,2 : 1
tworzy struktury charakterystyczne dla matych czasteczek kationowych takich, jak
poliaminy, jony metali, czy zwigzki poliargininowe [168], [169]. Oddziatuje on
z plazmidowym DNA powodujgc tym samym jego kondensacje oraz zmniejszenie
wielkosci (rys. 59 E, F). W przypadku zwigzku 10a tworzacego kompleks z DNA

zauwazy¢ mozna struktury wyglagdem przypominajgce kwiaty, ktdrych s$rednica
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zblizona jest do 900 nm [170]. W uktadzie z tym peptydomimetykiem widoczna jest
zmniejszona liczba  struktur  odpowiadajgcych  pojedynczym plazmidom
(nieskondensowanym) (rys. 59 G, H, I). Zwigzek 11a tworzy z badanym DNA wieksze
czastki multiplazmidowe (okreslane w literaturze jako potgczone cewki [171]), ktérych
rozmiary dochodzg nawet do 2350 nm, jednakze powstajg tutaj rowniez kompleksy
zawierajgce peptydomimetyk oraz pojedyncze czgsteczki plazmidu (rys. 59 J, K, L).
Zwigzek 11la powoduje tworzenie sie duzych, zwartych struktur lub agregatéw
z wystepujgcym rdzeniem o duzej gestosci charakteryzujgcym sie obecnoscig kilku
czasteczek zwigzku zwigzanych z kilkoma czgsteczkami DNA. Struktury o pokaznych
rozmiarach widoczne sg przy stosunku N/P wynoszacym 0,2 : 1, gdzie tadunek
plazmidu jest 5-krotnie wyzszy. Wydawaé sie moze, iz stuzg one jako zmiatacze DNA

zdolne do wigzania wszystkich czgsteczek plazmidu w analizowanym uktadzie.

Podsumowujgc, tworzace sie struktury sg ztozone i posiadajg wiele punktow
krzyzowania. Ich organizacja oraz stopien kondensacji zwieksza sie wraz ze wzrostem

liczby ugrupowan guanidynowych obecnych w badanych peptydomimetykach [160].
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Rysunek 59. Zdjecia z mikroskopu sit atomowych (AFM). A — plazmid pmaxGFP; B — zwigzek 8a; C —
zwigzek 10a; D — zwigzek 11a; E — zwigzek 8a z plazmidem pmaxGFP N/P 0,2 : 1, 2,5 um; F — zwigzek
8a z plazmidem pmaxGFP N/P 0,2 : 1, 500 nm; G — zwigzek 10a z plazmidem pmaxGFP N/P 0,2 : 1, 2,5
pum; H — zwigzek 10a z plazmidem pmaxGFP N/P 0,2 : 1, 2,5 um; | — zwigzek 10a z plazmidem pmaxGFP

N/P 0,2 : 1, 500 nm; J — zwigzek 11a z plazmidem pmaxGFP N/P 0,2 : 1, 1 um; K —zwigzek 11a z
plazmidem pmaxGFP N/P 0,2 : 1, 2,5 um; L — zwigzek 11a z plazmidem pmaxGFP N/P 0,2 : 1, 10 um
[160].

8. Transfekcja za pos$rednictwem peptydomimetykéw

Wyniki uzyskane z analiz wykorzystujgcych technike AFM jednoznacznie
potwierdzity, ze peptydomimetyki 8a, 10a oraz 11a oddziatujg z plazmidowym DNA
powodujgc jego kondensacje. Postanowitam sprawdzié czy i jak efektywnie zwigzki 8,
10 i 11 mogg wprowadza¢ DNA do komdrek. W tym celu uzytam plazmid zawierajacy
3486 par zasad nukleotydowych, kodujacy biatko zielonej fluorescencji (pmaxGFP).
Rysunek 60 przedstawia zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego
po 24h inkubacji. Wszystkie utworzone kompleksy (N/P 1,5:1 oraz 3:1) skutecznie
wprowadzity plazmid pmaxGFP do linii komdérkowych HB2 i MDA-MB-231. Najwyzsza
intensywnos¢ fluorescencji pochodzgcg od ekspresji biatka GFP zaobserwowatam dla
kompleksu peptydomimetyk 10 : pmaxGFP, nastepnie dla 11 i 8. Transfekcje wykonatam
rowniez z zastosowaniem dostepnego komercyjnie reagentu transfekcyjnego - ViaFect,

ktdrego skutecznos¢ przedstawitam na rysunku 60.

Dodatkowo wykonatam test MTT, dzieki ktdremu okreslitam toksycznosé
utworzonych komplekséw wobec badanych linii komdrkowych. Najwiekszy wptyw na
przezywalno$é¢ komorek miat kompleks utworzony przez reagent ViaFect z badanym

plazmidem, ktéry powoduje spadek liczby zywych komérek do 50 % w poréwnaniu do
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kontroli (dodatek samego plazmidu), nastepnie zwigzek numer 11 w kompleksie
z pmaxGFP  wykazujagcy 30 %  cytotoksycznosci, podczas gdy kompleksy
z peptydomimetykami 8 i 10 nie wptywajg znaczaco na przezywalno$é komorek linii
HB2 i MDA-MB-231 (rys. 61). Przeprowadzajgc proces transfekcji oczekiwatam korelacji
pomiedzy sitg oddziatywania zwigzkdw z pmaxGFP, a skutecznoscig transfekcji. Jednak
zwigzek 11 mimo, iz charakteryzuje sie wysokg statg wigzania z plazmidem oraz
stosunkowo szybka penetracjg bton biologicznych, to jego efektywnos¢ podczas
transfekcji jest do$¢ niska. Rozbiezno$¢ ta moze wynikaé z rozmiaru kompleksu DNA-
zwigzek, bedacego w stanie tworzy¢ pokazne struktury, ktére zostaty przedstawione
podczas badan AFM [160].
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Rysunek 60. Zdjecia fluorescencyjne komérek linii HB2 i MDA-MB-231 transfekowanych
kompleksem peptydomimetyk : pmaxGFP : (N/P — 1,5 :1), a takze reagentem ViaFect [160].
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Rysunek 61. Cytotoksycznos¢ komplekséw: peptydomimetyk (8, 10, 11) : pmaxGFP (stezenie
kompleksu réwne 4,62 X 1071° M) wobec komérek linii HB2 oraz MDA-MB-231 ($rednia * SD).
Statystyka wykonana za pomocg testu One-way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001 (probki poréwnane do kontroli, liczba powtérzen n = 4) [160].
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9. Wyniki uzyskane dzieki modelowaniu teoretycznemu

W celu wyjasnienia roli peptydomimetykéw w procesie kondensacji DNA, ktdorg
zaobserwowaliSmy dzieki badaniom z uzyciem techniki AFM, zdecydowalismy sie
na stworzenie teoretycznych modeli obrazujacych interakcje zwigzkéw numer 8 i 11
z DNA. Powyzsze zwigzki zbudowane byty z tych samych jednostek budulcowych, lecz

roznity sie dtugoscig sekwencji, co rzutuje na sposoby kondensacji podwdéjnej nici DNA.

Wyniki przeprowadzonych symulacji z wykorzystaniem dynamiki molekularnej
potwierdzity, iz badane zwigzki indukujg proces kondensacji DNA, ktdra rozpoczyna sie
juz na wczesnym etapie eksperymentu. Powstate kompleksy peptydomimetyk : DNA s3
stabilizowane za pomoca sieci wigzan wodorowych (mostki wodorowe z mostkami
wodnymi i mostki solne). W przypadku badan kontrolnych, ktére dotyczyty DNA bez

obecnosci peptydomimetyku nie zaobserwowano agregacji (rys. 62).

Z tego wzgledu, iz do symulacji oddziatywan uzyto zwigzkéw i DNA w proporcji
tadunkéw 0,2 : 1, do eksperymentu potrzebne byto prawie dwukrotnie wieksze
stezenie peptydomimetyku nr 8 w porédwnaniu do zwigzku 11, co w przypadku tego
pierwszego moze powodowac wieksze rozproszenie fadunkéw dodatnich w uktadzie
badawczym. Proces kondensacji DNA z uzyciem zwigzku nr 8 przebiega stopniowo.
Poczatkowo tworzy sie kompleks peptydomimetyku z kwasem nukleinowym, przez co
ostaniane sg tadunki ujemne grup fosforanowych w DNA, a to redukuje odpychanie
miedzy sagsiadujgcymi ni¢mi i utatwia wigzanie innych jednostek dsDNA. Podczas
pierwszych 20 ns symulacji dochodzi do kondensacji dwdch podwadjnych helis DNA, zas
dwie inne sg niezagregowane do okoto 80 ns eksperymentu. W ciggu kolejnych 250 ns
tworzg sie juz dwa zespoty dsDNA, zas po okoto 330 ns wszystkie czgsteczki dsDNA
ulegaja kondensacji. W przypadku zwigzku numer 11, ktdry posiada dtuzszy faricuch
gtowny kondensacja DNA zachodzi szybciej, gdyz jest on w stanie wychwycié¢ sgsiednie
nici DNA juz na poczatku prowadzonej symulacji. Wyniki wskazujg, iz 3 czgsteczki
peptydomimetyku posredniczg w kondensacji trzech helis dsDNA juz w pierwszych 20
ns doswiadczenia, za$ czwarta ni¢ zwigzana jest z czgsteczkg zwigzku i pozostaje

niezagregowana przez reszte trwania symulacji. Ze wzgledu na dtugos$é tancucha
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peptydomimetyk nr 11 moze oddziatywac az z trzema niémi DNA, co nie wystepuje

w przypadku krétszego zwigzku (8) (rys. 62 D) [160].

Al F @© B
e
QL & \Q}/ 6
Ons 100 ns

200 ns 440 ns

200 ns 475 ns

Rysunek 62. Struktury otrzymane z wykorzystaniem symulacji dynamikg molekularng (MD)
przedstawiajgce kondensacje DNA w uktadzie: A — bez dodatku zwigzkéw, B —w obecnosci
peptydomimetyku nr 8, C—w obecnosci peptydomimetyku nr 11. Cztery helisy DNA przedstawione
sg w kolorze ztotym, zielonym, rézowym oraz czerwonym. Czgsteczki zwigzkdéw wystepujg w
réznych odcieniach niebieskiego. D — oddziatywanie miedzy pojedyncza czgsteczkg zwigzku 11,

a trzema podwdjnymi helisami DNA w ostatnim etapie symulacji [160].
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10. Wewnatrzkomoérkowy transportu biatek za posrednictwem
peptydomimetykow (badania z wykorzystaniem linii
komorkowych piersi: HB2, MDA-MB-231, SK-Br-3 i T47D)

10.1. Zastosowanie elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach
natywnych celem potwierdzenia obecnosci kompleksow -
biotynylowany peptydomimetyk : FAM-streptawidyna.

W kolejnym etapie, zwazywszy na to, ze zsyntezowane peptydomimetyki
zawierajgce 6 lub 8 wugrupowan guanidynowych efektywnie penetrujg btony
komérkowe przenikajagc do wnetrza komorki, postanowitam sprawdzi¢ ich zdolnos¢
do wewnatrzkomdérkowego transportu zwigzkéw innych niz kwasy nukleinowe. W tym
celu wykorzystatam zwigzki nr 22 i 23 zawierajgce biotynylowany N-koniec. Majac
na uwadze, ze streptawidyna charakteryzuje sie wysokim powinowactwem do biotyny,
podjetam probe utworzenia komplekséw pomiedzy biotynylowanym
peptydomimetykiem, a powyzszym biatkiem. W tym celu koniugat FAM-streptawidyna
poddatam godzinnej inkubacji z peptydomimetykami w stosunku molowym: 1:1; 1:2;
1:4, a nastepnie prébki nanositam na zel w taki sposdb, by stezenie biatka wynosito
0,2ug lub 0,2 pg na Sciezke. Ponizej przedstawitam elektroforegram zelu
poliakrylamidowego, wykonanego w warunkach natywnych, potwierdzajgcy obecnos¢
utworzonych komplekséw (rys. 63). Procedure tworzenia komplekséw powtdrzytam

rowniez dla analogicznych zwigzkéw z wolnym N-koricem (10, 11).

Na podstawie uzyskanego elektroforegramu zauwazyé mozna, iz zwigzek numer
23 tworzy kompleksy ze znakowang fluorescencyjnie straptawidyng (uzyskany
kompleks zaznaczony jest czerwonym obramowaniem). Widoczne jest miareczkowanie
biatka, wraz ze wzrostem ilosci peptydomimetyku w inkubowanej préobce, zmienia sie
migracja w zelu uzyskanego kompleksu, natomiast prgzek pochodzgcy od biatka staje
sie mniej intensywny. Powinowactwa do streptawidyny nie wykazuje peptydomimetyk
z wolnym N-koncem, co przedstawione jest w prawej czesci elektroforegramu (Sciezki

9-14).
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Rysunek 63. Elektroforegram natywnego zelu poliakrylamidowego komplekséw pomiedzy
peptydomimetykiem nr 23, a FAM-streptawidyng. Poszczegdlne $ciezki przedstawiajg: 1. FAM-Strp
0,2 ug; 2. Kompleks 23 : FAM-Strp 1:1 (0,2ug); 3. Kompleks 23 : FAM-Strp 1:1 (0,1ug); 4. Kompleks

23: FAM-Strp 2:1 (0,2pg); 5. Kompleks 23 : FAM-Strp 2:1 (0,1ug); 6. Kompleks 23 : FAM-Strp 4:1
(0,2ug); 7. Kompleks 23 : FAM-Strp 4:1 (0,1ug); 8. Zwigzek nr 23; 9. Kompleks 11 : FAM-Strp 1:1
(0,2ug); 10. Kompleks 11 : FAM-Strp 1:1 (0,1pg); 11. Kompleks 11 : FAM-Strp 2:1 (0,2pg); 12.
Kompleks 11 : FAM-Strp 2:1 (0,1pg); 13. Kompleks 11 : FAM-Strp 4:1 (0,2ug); 14. Kompleks 11 :
FAM-Strp 4:1 (0,1pg); 15. Zwigzek nr 11.

- x - - -

Rysunek 64. Elektroforegram natywnego zelu poliakrylamidowego komplekséw pomiedzy
peptydomimetykiem nr 22, a FAM-streptawidyng. Poszczegdlne $ciezki przedstawiajg: 1. FAM-Strp;
2. Zwigzek nr 22; 3. Kompleks 22 : FAM-Strp 1:1; 4. Kompleks 22 : FAM-Strp 1:2; 5. Kompleks 22 :
FAM-Strp 1:4; 6. Zwigzek nr 10; 7. Kompleks 10 : FAM-Strp 1:1; 8. Kompleks 10 : FAM-Strp 1:2; 9.
Kompleks 10 : FAM-Strp 1:4.
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Rysunek numer 64 przedstawiajacy elektroforegram komplekséw utworzonych
pomiedzy peptydomimetykami zawierajgcymi sze$¢ ugrupowan guanidynowych
w tancuchu bocznym (odpowiednio — zwigzek nr 22 oraz 10), a FAM-Strp wyglada
analogicznie do powyzszego. Stezenie biatka w kazdym dotku wynosito 0,2 ug.
Obecnosc trzech prazkdéw, w analizowanych zelach, pochodzacych od FAM-Strp moze
by¢ spowodowana tym, iz biatko to jest tetramerem, zatem dolne frakcje

prawdopodobnie pochodzg od niepetnej, natywnej formy FAM-streptawidyny.

10.2. Transport streptawidyny znakowanej fluorescencyjnie do wnetrza
komorek przy uzyciu peptydomimetykow

Na tym etapie badan postanowitam wykorzysta¢ zsyntezowane zwigzki jako
transportery biatka do wnetrza komérek. W tym celu wykorzystatam linie komdrkowe
piersi: HB2, MDA-MB-231, SKBr3 oraz T47D, do ktdérych postanowitam wprowadzié
kompleksy FAM-Strp ze zwigzkami 22 i 23 (stosunki molowe biatko : peptydomimetyk —
1:2 oraz 1:4). Stezenie peptydomimetyku w studni wynosito 10 uM dla kompleksu 1:2
oraz 20 uM dla kompleksu 1:4. W pierwszym etapie badan wykonatam test oceny
cytotoksycznosci MTT zwigzkéw 22 i 23 oraz ich kompleksdw wobec powyzszych linii
komodrkowych. Postepowatam zgodnie z procedurg opisang w punkcie 4. 10. 3,,

a wyniki wykonanych testéw zaprezentowatam na ponizszych wykresach (rys. 65, 66).

Rysunek 65 przedstawia wyniki toksycznos¢ biotynylowanych zwigzkéow (22, 23),
ktéra wzgledem linii komdérkowych nowotwordw piersi prezentuje sie podobnie, jak w
przypadku analogicznych peptydomimetykéw pozbawionych fluorofora (10, 11 — rys.
42 dla linii HB2 i MDA-MB-231) lub z przytgczonym fluoroforem (10a, 11a - rys. 41 dla
linii HB2 i MDA-MB-231). Zwigzek nr 22 wywiera wiekszy wptyw na zywotnosc¢
komorek linii HB2, SKBr3 i T47D niz 23, widoczne jest to zwifaszcza przy wyzszych
stezeniach, takich jak 50 uM i 100 uM. Stosowane stezenia peptydomimetykéw
podczas wykonywanych badan biologicznych mieszczg sie w przedziale 10 — 20 uM,
w ktorym oba zwigzki wykazujg niewielkg cytotoksycznos¢ wobec testowanych linii
komodrkowych. Najbardziej toksyczny w warunkach danych eksperymentdw okazat sie

zwigzek 22 inkubowany z komorkami linii MDA-MB-231.
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Rysunek 65. Cytotoksycznos¢ peptydomimetykdéw 22 i 23 inkubowanych przez 24 godziny z
komérkami linii: HB2, MDA-MB-231, SKBr3 oraz T47D (Srednia £ SD). Statystyka wykonana za
pomocg testu One-way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (probki poréwnane
do kontroli, liczba powtdrzen n = 6).

Na rysunku 66 przedstawitam wyniki wptywu badanych kompleksdéw
utworzonych w dwéch rdézinych stosunkach stechiometrycznych (1:2 oraz 1:4)
na zywotnos¢ panelu linii komoérkowych nowotworéw piersi (MDA-MB-231, SKBr3
i TA7D) oraz kontrolnej (HB2). Na podstawie powyzszych wykreséw widaé, iz
inkubowane z komérkami kompleksy nie powodujg znacznej cytotoksycznosci wobec
badanych linii. Wiekszy wptyw na zywotnos$¢ komérek wykazujg peptydomimetyki (10,
11) z wolnym N-koricem (pozbawione N-koricowej reszty biotyny) zmieszane
ze znakowanym biatkiem w analogicznych stosunkach stechiometrycznych (1:2 oraz
1:4). Wyniki te potwierdzajg, ze wiasciwosci penetrujgce uzyskanych kompleksow nie
sg powodowane uszkodzeniem komadrek przez sktadowe mieszaniny. Peptydomimetyki
zatem sg zdolne do transportu biatka do wnetrza komodrek nie wptywajgc przy tym

zasadniczo na ich przezywalnos¢.
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W  kolejnym etapie kompleksy powstate pomiedzy znakowanym
fluorescencyjnie biatkiem, a peptydomimetykami z przytgczong biotyng do N-konca
sekwencji utworzone w stosunkach molowych 1:2 oraz 1:4 (FAM-Strp
peptydomimetyk) poddatam 2, 4 lub 24-godzinnej inkubacji z komérkami linii HB2,
MDA-MB-231, SKBr3 oraz T47D. Nastepnie wykonywane byty zdjecia mikroskopowe,
z ktérych wybrane przedstawitam ponizej (rys. 67). Dla wszystkich linii komdérkowych
doswiadczenie powtdrzytam z analogicznymi zwigzkami niezawierajgcymi biotyny

na swoim N-koncu (10, 11).

FAM-Strp : 22 FAM-Strp : 22 FAM-Strp : 23 FAM-Strp : 23
(1:2) (1:4) (1:2) (1:4)
£
N
<
<
£
<
N

Rysunek 67. Komérki SKBr3 inkubowane z kompleksem: A, E, | - FAM-Strp : 22 w stosunku
molowym 1:2; B, F, J — FAM-Strp : 22 w stosunku molowym 1:4; C, G, K= FAM-Strp : 23 w stosunku
molowym 1:2; D, H, L— FAM-Strp : 23 w stosunku molowym 1:4; A, B, C, D — przez 2 godziny; E, F,
G, H — przez 4 godziny; 1, J, K, L - przez 24 godziny. Zdjecia uzyskane za pomocg fluorescencyjnego
mikroskopu konfokalnego.
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FAM-Shrp : 22 FAM-Strp : 22 FAM-Strp : 23 FAM-Strp : 23
(1:2) (1:4) (1:2) (1:4)

T47D

MDA-MB-231

HB2

Rysunek 68. Komoérki linii T47D, MDA-MB-231, HB2 inkubowane z kompleksem: A, E, | - FAM-Strp :
22 w stosunku molowym 1:2; B, F, J — FAM-Strp : 22 w stosunku molowym 1:4; C, G, K— FAM-Strp :
23 w stosunku molowym 1:2; D, H, L — FAM-Strp : 23 w stosunku molowym 1:4; A, B, C, D — przez 2
godziny; E, F, G, H — przez 4 godziny; |, J, K, L - przez 24 godziny. Zdjecia uzyskane za pomoca
fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego.

W rozprawie doktorskiej przedstawitam tylko wybrane zdjecia (rys. 68)
uzyskane przy pomocy fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego, poniewaz
utworzone kompleksy do kazdej z badanych linii komdrkowych wnikaty w podobnym
stopniu. Peptydomimetyki z przenoszonym przez siebie efektorem we wszystkich
liniach komdrkowych po 2-godzinnej inkubacji wnikaty do wnetrza komarek, lokalizujgc
sie gtéwnie w okolicach btony komdrkowej. Jedynie w przypadku linii T47D
fluorescencja pochodzgca od biatka nie byta obserwowana pod mikroskopem,
co znaczy, iz nie jest to wystarczajgcy okres do efektywnej penetracji komorki przez
utworzony kompleks. Po 4-godzinnej inkubacji wewnatrz komérek obserwowano
bardziej intensywng fluorescencje pochodzagcg od kompleksu FAM-Strp
peptydomimetyk niz w przypadku poprzedniego systemu. Najwolniej proces ten

przebiegat wobec linii T47D, jednak takze byt juz zauwazalny. Po 24-godzinnej inkubacji
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utworzone kompleksy wnikajg do wnetrza komodrek najefektywniej, na co wskazuje

obserwowana intensywnos¢ fluorescencji.

Inkubacja komérek z mieszaning - znakowana FAM streptawidyna
peptydomimetyk w dwdch stezeniach molowych badanych peptydomimetykéw (1:2,
1:4 STRP-FAM:peptydomimetyk; mol/mol) skutkuje wyiszg obserwowang
fluorescencja dla kompleksu o stechiometrii 1:4. Same zas peptydomimetyki w réznym
stopniu posredniczg w transporcie znakowanego biatka do wnetrza komorki. Dla
peptydomietyku 23 niezaleznie od stechiometrii obserwujemy wyzszg efektywnos¢
transportu niz dla zwigzku 22. Powyzsze obserwacje dotyczg kazdej z badanych linii
komérkowych (SKBr3, T47D, MDA-MB-231, HB2). Ponadto peptydomimetyki
pozbawione N-koricowe] biotyny (10 i 11), dla ktérych nie potwierdzono tworzenia sie
kompleksu z FAM-Strp przy uzyciu technik elektroforetycznych, nie wprowadzajg
znakowanego biatka do wnetrza komaérki.

Dodatkowo, w komdrkach wszystkich zastosowanych linii inkubowanych z samg
FAM-streptawidyng (2h, 4h i 24h) nie obserwowatam obecnosci biatka we wnetrzu

komorek.

10.3. Zastosowanie elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach
natywnych dla biatek o charakterze zasadowym celem potwierdzenia
obecnosci kompleksow - biotynylowany peptydomimetyk :
streptawidyno 3-galaktozydaza
Zwigzki 22 i 23 skutecznie wprowadzajg FAM-streptawidyng do wnetrza
komodrek linii SKBr3, T47D, MDA-MB-231, HB2. W kolejnym etapie badan
postanowitam utworzy¢ kompleksy pomiedzy peptydomimetykami nr 22 lub 23
ze streptawidyng skoniugowang z [B-galaktozydazg. Elektroforeza na zelu
poliakrylamidowym w warunkach natywnych dla biatek o charakterze zasadowym
potwierdzita obecnos$¢ utworzonych komplekséw (rys. 69, 70). Procedure tworzenia
komplekséw powtdrzytam rowniez dla analogicznych zwigzkéw pozbawionych biotyny

(10, 11).
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Rysunek 69. Elektroforegram zelu poliakrylamidowego wykonanego w warunkach natywnych.
Poszczegdlne sciezki przedstawiajg: 1. Strp-B-gal; 2. 22 3. Kompleks 22 : Strp-B-gal 1:1; 4. Kompleks
22: Strp-B-gal 1:2; 5. Kompleks 22 : Strp-B-gal 1:4; 6. 10; 7. Kompleks 10 : Strp-B-gal 1:1; 8.
Kompleks 10: Strp-B-gal 1:2; 9. Kompleks 10: Strp-B-gal 1:4.

AR e
9 ) =

Rysunek 70. Elektroforegram zelu poliakrylamidowego wykonanego w warunkach natywnych.
Poszczegdlne Sciezki przedstawiaja: 1. Strp-B-gal; 2. Kompleks 23 : Strp-B-gal 1:1; 3. Kompleks 23 :
Strp-B-gal 1:2; 4. Kompleks 23 : Strp-B-gal 1:4; 5. Zwigzek 23; 6. Kompleks 11 : Strp-B-gal 1:1; 7.
Kompleks 11 : Strp-B-gal 1:2; 8. Kompleks 11 : Strp-B-gal 1:4. 9. Zwigzek 11.

Analiza otrzymanych elektroforegramow (rys. 69 i 70) wskazuje, iz zwigzki z
przytagczong biotyng tworzg kompleksy ze straptawidyng skoniugowang z B-
galaktozydazg (uzyskane kompleksy zaznaczytam czerwonymi obramowaniami), w
przeciwienstwie do peptydomimetykdw pozbawionych biotyny. W przypadku zelu

przedstawionego na rysunku nr 69 zauwazy¢ mozna, iz kompleks tworzy sie w
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niewielkim stopniu przy rownomolowej zawartosci obu inkubowanych sktadowych,
lecz intensywno$¢ pochodzgcego od niego prazka wzrasta wraz z rosngcym nadmiarem
zwigzku nr 22 w stosunku do biatka. Natomiast w przypadku zelu przedstawionego
na rysunku numer 70 trudno jest jednoznacznie oceni¢, w ktérych trzech studzienkach
(2, 3 czy 4) dodatkowy prazek pochodzacy od kompleksu jest najbardziej intensywny.
Podsumowujac, do utworzenia kompleksu Bt-O20c-[Dap(G02)]s-020c-NH; (23)
ze Strp-B-gal wystarcza rownomolowy stosunek obu zwigzkéw, natomiast najwieksza
ilos¢ kompleksu Bt-020c-[Dap(G02)]6-020c-NH> (22) : Strp-B-gal powstaje wtedy, gdy

stosowatam 2 lub 4-krotny nadmiar peptydomimetyku do skoniugowanego biatka.

10.4. Ocena aktywnos$ci enzymatycznej 3-gal w lizatach komorkowych
komorek inkubowanych z kompleksem streptawidyna-p-gal :
biotynylowany peptydomimetyk
Nastepnie  postanowitam  wprowadzi¢ za pomocg biotynylowanych
peptydomimetykdéw do wnetrza komérek streptawidyne skoniugowang z B-
galaktozydazg w celu okreslenia, czy podczas procesu transportu biatka w stosowanym
uktadzie dochodzi do utraty jego aktywnosci. Wykonujac ten eksperyment uzytam
zwigzkéw 22 i 23 oraz 10, 11 (jako kontrole) i streptawidyno-B-galaktozydaze. Biatko
inkubowatam z kazdym z peptydomimetykdow przez godzine w temperaturze

pokojowej w dwéch stosunkach molowych, odpowiednio — 1:2 oraz 1:4.

W pierwszym etapie badan wykonatam test oceny cytotoksycznosci MTT
utworzonych komplekséw wobec linii komdérkowych HB2, MDA-MB-231, SKBr3 oraz
T47D. Postepowatam zgodnie z procedurg opisang 4. 10. 3., a wyniki wykonanych

testéw zaprezentowatam na ponizszych wykresach (rys. 71).
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Rysunek 71. Cytotoksycznos¢ kompleksow utworzonych pomiedzy streptawidyng skoniugowang z

B-galaktozydazg i peptydomimetykami 22, 23, 10 lub 11 inkubowanych przez 24 godziny z liniami

SKBr3, T47D (srednia = SD). Statystyka wykonana za pomocg

-MB-231,

MDA

komérkowymi: HB2,

p<0,0001 (prébki poréwnane do

p<0,05; **p<0,01; ***p<0,
kontroli, liczba powtérzen n

testu One-way ANOVA: *

=6).
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Opierajac sie na powyzszych danych mozna stwierdzié, iz 24-godzinna inkubacja
komorek linii HB2 i MDA-MB-231 z otrzymanymi kompleksami nie wptywa na ich
zywotnosé¢ w badanym zakresie stezen. W przypadku komdrek linii SKBr3 24-godzinna
inkubacja z kompleksami zawierajgcymi biotynylowane peptydomimetyki ze Strp-p-gal
o stezeniu 20 uM powoduje spadek liczby komdrek o okoto 20 % (Strp-B-gal : 22 (1:4))
oraz 30 — 40 % (Strp-B-gal : 23 (1:2, 1:4)) w pordéwnaniu do kontroli. Cytotoksyczny
efekt na poziomie okoto 40 % wystepuje wobec komérek linii T47D, z kompleksami

tworzonymi zaréwno przez biotynylowane zwigzki, jak i te z wolnym N-koricem (c = 20

uM).

Nastepnie otrzymane kompleksy poddatam inkubacji z liniami komdrkowymi
nowotwordéw piersi: MDA-MB-231, SKBr3, T47D oraz z linig komérek kontrolnych - HB2
W ciggu 24 godzin. w trzech systemach. Po tym czasie usunetam pozywke znad
komoérek, przemytam je 2-krotnie PBS i wykonatam lize (rys. 37) przy uzyciu buforu
lizujgcego RLB (natychmiast po przemyciu PBS (t24); po 2 godzinach (t24 +2) i nastepnie

po 24 godzinach od przemycia komérek PBS (t24 +24)).

Lize komdrkowa przeprowadzitam w 3 powyzszych odstepach czasowych celem
sprawdzenia, czy komorki sg w stanie usungc ze swego wnetrza wprowadzong przy
pomocy peptydomimetyku B-galaktozydaze. Ponadto zastosowanie trzech punktdéw
czasowych umozliwito ocene czy obserwowana aktywno$¢ enzymatyczna nie jest
efektem adsorbcji PB-galaktozydazy na btonie komodrkowej. W kolejnym kroku
okreslitam aktywnosci enzymatyczng powyziszego enzymu w kazdym z badanych
systemoéw przy uzyciu substratu [B-D-galaktopiranozydu rezorurfiny. W trakcie
eksperymentu wykonywatam pomiar przyrostu fluorescencji pochodzacej od wolnej
rezorurfiny. Eksperyment przeprowadzitam rdéwniez w analogiczny sposéb
z peptydomimetykami niezawierajgcymi biotyny na N-koricu — zwigzkami 10 oraz 11.
W doswiadczeniu zastosowatam dwie préoby kontrolne, w jednej z nich byty same
komorki, w drugiej za$ komorki inkubowane z Strp-B-gal. Dodatkowo sprawdzitam
wptyw obecnosci samych peptydomimetykdw na aktywnosé¢ enzymu. Otrzymane
wyniki przedstawiajgce przyrost fluorescencji pochodzacej od rezorurfiny powstatej
po hydrolizie enzymatycznej substratu B-D-galaktopiranozydu rezorurfiny zamies$citam
na ponizszych wykresach (rys. 72, 73, 74).
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Rysunek 72. Wykresy przedstawiajgce aktywnosé enzymatyczng -galaktozydazy w lizatach
poszczegdlnych linii komdérkowych inkubowanych przez 24h z kompleksami lub mieszaninami i od
razu poddane lizie (tz4) (Srednia £ SD). Statystyka wykonana za pomocg testu One-way ANOVA:
****p<0,0001 (probki poréwnane do kontroli, liczba powtdrzen n = 3).

Po 24-godzinnej inkubacji komdrek z utworzonymi kompleksami aktywnos¢ -
galaktozydazy jest wielokrotnie wyzsza niz w przypadku komoérek bez dodatku
zwigzkéw. Jednakze aktywnos¢ enzymatyczng obserwujemy rdwniez w probie
kontrolnej (inkubacja komorek z sama Strp-B-gal). Moze to by¢ spowodowane tym,
ze czgsteczki koniugatu w pewnym stopniu osadzajg sie na btonie komdrkowej lub z nig
oddziatujg. W przypadku linii nowotworowych: MDA-MB-231, SKBr3 oraz T47D nie
wida¢ znacznej réznicy w aktywnosci enzymu pomiedzy prébami zawierajgcymi
kompleksy utworzone przez peptydomimetyki zawierajgce biotyne (22 i 23), a tymi
gdzie zastosowatam biatko z zwigzkami 10 i 11. Moze to wynika¢ z wczesniej juz

opisanych mozliwych oddziatywan B-galaktozydazy z membrang cytoplazmatyczna.
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Wzrost intensywnosci fluorescencji w czasie zauwazalny jest zwilaszcza w probie
zawierajgcej kompleksy utworzone przy udziale biotynylowanych zwigzkéw
(szczegdlnie w kompleksie Strp-B-gal : 23 w stechiometrii 1:2) w przypadku linii

zdrowych komérek — HB2 (rys. 71).
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Rysunek 73. Wykresy przedstawiajace aktywnos¢ enzymatyczng B-galaktozydazy w lizatach
poszczegdlnych linii komdrkowych inkubowanych przez 24h z kompleksami lub mieszaninami i po
kolejnych 2 godzinach poddane lizie (t2a+2) (Srednia £ SD). Statystyka wykonana za pomocg testu

One-way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 (prébki porownane do kontroli, liczba

powtorzen n = 3).

Wyniki zamieszczone na rysunku 73 wskazujg, iz wymiana medium po
24 godzinach inkubacji na Swieze i pozostawienie hodowli komdrkowej na kolejne
2 godziny w 37 °C (w warunkach 5 % CO3), po ktérych nastepnie przeprowadzitam lize
komodrkowg wptywa na zmiane stopnia aktywnosci enzymu w poréwnaniu do systemu
t24. Poziom intensywnosci fluorescencji w obu prdobach kontrolnych (sama Strp-B-gal

i same komorki) wszystkich badanych linii komdérkowych jest poréwnywalny. Jednym
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z powoddéw moze by¢ oddysocjowanie sie oddziatujgcego z btong cytoplazmatyczng
koniugatu Strp-B-gal, ktéry kolejno podczas ptukania komodrek roztworem PBS byt
wymywany. Wyniki przedstawione na powyzszych wykresach wskazujg takze na niska
aktywnosci enzymu w uktadach zawierajagcych mieszaniny peptydomimetykéw
zwolnym N-koncem (10, 11) oraz Strp-B-gal. Znaczny wzrost intensywnosci
fluorescencji pochodzacej od rezorurfiny obserwowany jest w lizatéw komadrkowych,
ktore inkubowane byty z kompleksami utworzonymi pomiedzy biotynylowanymi
peptydomimetykami, a streptawidyng skoniugowang z B-galaktozydazg. Owa zaleznos¢
odpowiada wszystkim badanym liniom komérkowym i wskazuje na to, iz zwigzki 22 i 23

sq zdolne do przenoszenia do wnetrza komdrek biatek aktywnych enzymatycznie.
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Rysunek 74. Wykresy przedstawiajace aktywnosé enzymatyczng B-galaktozydazy w lizatach
poszczegolnych linii komorkowych inkubowanych przez 24h z kompleksami lub mieszaninami i po
kolejnych 24 godzinach poddane lizie (t24+24) (Srednia * SD). Statystyka wykonana za pomoca testu
One-way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 (probki poréwnane do kontroli, liczba
powtorzen n = 3).
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Wyniki aktywnosci enzymatycznej B-galaktozydazy przedstawione na rysunku 74
prezentujg sie podobnie, jak w przypadku systemu taa:2. Analizujgc wykresy
przedstawione na rysunkach 72 i 73 (odpowiednio systemy tza + 2 i taa + 24) Zauwazyc
mozna, iz miedzy innymi w przypadku linii HB2 inkubowanej z kompleksem Strp-p-gal :
22 w stosunku 1:4 aktywno$¢ enzymatyczna [-galaktozydazy jest wyisza po
pozostawieniu komérek do 24-godzinnej inkubacji ze swiezym medium niz po 2-
godzinach. Trudno jest okresli¢ jednoznaczng przyczyne tego zjawiska, jednak moze
ono wynika¢ z tego, iz wzrost aktywnosci enzymu lizosomalnego, jakim jest B-
galaktozydaza zwigzany jest z procesami starzenia komorki. Jego obecnos$é zostata
zaobserwowana w starzeniu naturalnym, czyli replikacyjnym oraz w starzeniu
przyspieszonym, jednak wzrost aktywnosci B-galaktozydazy moze wystepowad réwniez
w przypadku, zbyt duzej konfluencja hodowli komodrkowej [172]. Zatem
prawdopodobne jest, iz przetransportowane do wnetrza komérek kompleksy wptywaja
na ich procesy starzeniowe lub powodujg zwiekszong konfluencje, jednak Zzeby
odpowiedzie¢ na to pytanie, nalezatoby wykonac¢ szereg dodatkowych badan w tym
test na proliferacje. Na podstawie wszystkich powyzszych wykreséow dotyczacych
wzrostu aktywnosci B-galaktozydazy we wnetrzu komorek stwierdzié moge, iz tworzg
sie kompleksy pomiedzy Strp-B-gal, a biotynylowanymi peptydomimetykami
w stosunku molowym 1:2 oraz 1:4, ktdre nastepnie przenikajg do wnetrza komédrek
linii HB2, MDA-MB-231, SKBr3 oraz T47D. Biotynylowane peptydomimetyki 22 i 23
wydajnie transportujg biatko do wnetrza komérek, a B-galaktozydaza nie traci swoje;j

aktywnosci enzymatyczne;.

10.4.1. Badanie obecnosci B-galaktozydazy we wnetrzu komédrek

Powyzszy eksperyment dowiddt, ze w wyniku inkubacji peptydomimetykow
22 |lub 23 ze streptawidyng skoniugowang z B-galaktozydaza obserwujemy wzrost
aktywnosci enzymatycznej B-gal wewnatrz badanych linii komérkowych. Dodatkowo
postanowitam przeprowadzié¢ test potwierdzajgcy transport enzymu do wnetrza
komorek. Podczas eksperymentu wykorzystatam bezbarwny odczynnik X-gal, ktory jest
hydrolizowany przez transportowany enzym - [-galaktozydaze, w wyniku czego

wewnatrz komoédrek widoczny jest pod mikroskopem swietlnym niebieski osad
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pochodzacy od zwigzku 5,5'-dibromo-4,4’-dichloro-indygo. Ponizej przedstawitam

wybrane zdjecia otrzymane przy uzyciu mikroskopu swietlnego (rys. 75 — 79).

S
¢
% )
- }

Rysunek 75. Komorki linii HB2, MDA-MB-231, SKBr3 i T47D widziane pod mikroskopem swietlnym
po przeprowadzonym tescie na obecnos$¢ B-galaktozydazy. Préba kontrolna oraz komorki

MDA-MB-231 SKBr3 T47D

kontrola

Strp-g-gal

zwiazek 23

inkubowane z dodatkiem Strp-B-gal lub zwigzkiem 23 w ciggu 24 godzin.

Strp-p-gal : 22 Strp-B-gal : 22 Strp-B-gal : 23 Strp-p-gal : 23
(1:2) (1:4) (1:2) (1:4)

Rysunek 76. Komoérki HB2 widziane pod mikroskopem swietlnym po przeprowadzonym tescie na
obecnosé B-galaktozydazy inkubowane przez 24 godziny z kompleksem: Strp-B-gal : 24 (1:2) —A, E
I; Strp-B-gal : 22 (1:4) — B, F, J; Strp-B-gal : 23 (1:2) - C, G, K; Strp-B-gal : 23 (1:4)-D, H,L. A,B,C,D

—tu, E,F, G, H—1t2+2,1,), K, L—1t24424.
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Strp-B-gal : 22 Strp-B-gal : 22 Strp-p-gal : 23 Strp-p-gal : 23
(1:2) (1:4) (1:2) (1:4)

t24
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Rysunek 77. Komorki MA-MB-231 widziane pod mikroskopem swietlnym po przeprowadzonym
tescie na obecnos¢ B-galaktozydazy inkubowane przez 24godziny z kompleksem: Strp-B-gal : 24
(1:2) — A, E, I; Strp-B-gal : 22 (1:4) — B, F, J; Strp-B-gal : 23 (1:2) - C, G, K; Strp-B-gal : 23 (1:4) -D, H,
L. A,B,C,D—1t2,E,F, G, H—t2i,1,J, K, L—1t22:24.

t24+2

Y4424

Strp-B-gal : 22 Strp-p-gal : 22 Strp-p-gal : 23 Strp-p-gal : 23
(1:2) (1:4) (1:2) (1:4)

to4.24

Rysunek 78. Komorki SKBr3 widziane pod mikroskopem swietlnym po przeprowadzonym tescie na

obecnos¢ B-galaktozydazy inkubowane przez 24godziny z kompleksem: Strp-B-gal : 24 (1:2) — A, E, |;

Strp-B-gal : 22 (1:4) - B, F, J; Strp-B-gal : 23 (1:2) - C, G, K; Strp-B-gal : 23 (1:4)-D, H,L. A,B,C,D—
tas, E, F, G, H—1t2442, 1, J, K, L — t24424.
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Strp-p-gal : 22 Strp-p-gal : 22 Strp-p-gal : 23 Strp-B-gal : 23
(1:2) (1:4) (1:2) (1:4)

tos.2

to4424

F

&
J

=a

Rysunek 79. Komérki T47D widziane pod mikroskopem $wietlnym po przeprowadzonym tescie na
obecnos¢ B-galaktozydazy inkubowane przez 24godziny z kompleksem: Strp-B-gal : 24 (1:2) — A, E, I;
Strp-B-gal : 22 (1:4) — B, F, J; Strp-B-gal : 23 (1:2) - C, G, K; Strp-B-gal : 23 (1:4)-D, H,L. A,B,C,D—

t24, E, F, G, H—1244:2, 1, J, K, L — t24424.

Powyzsze rysunki (rys. 76 — 79) jednoznacznie wskazujg na obecnos¢ aktywnego
enzymu wewnatrz komoédrek uzytych linii komérkowych. Pordwnanie komérek
nietraktowanych mieszaning peptydomimetyk : streptawidyna skoniugowana z [3-
galaktozydazg do komérek inkubowanych z kompleksem uwidacznia znaczne
zaciemnienia pochodzace od produktu rozpadu enzymatycznego substratu X-gal. Efekt
ten jest widoczny niezaleznie od linii komdrkowej i zastosowanego biotynylowanego
peptydomimetyku. Inkubacja z samym biatkiem lub peptydomimetykiem
pozbawionym biotyny nie powoduje tego efektu (rys. 75). Pozwala to na jednoznaczne
stwierdzenie, ze kompleks efektywnie pokonat btone komodrkowg i wielokrotnie
zwiekszyt stezenie enzymu w komodrce. Szczegdtowa lokalizacja aktywnej formy
enzymu wymaga dalszych pogtebionych badan komérkowych, w ktérych wybarwione
zostang wszystkie istotne organelle komdrkowe i dopiero dysponujgc tymi danymi
bedzie mozliwe okreslenie ilosci/stopnia w jakim kompleks wigze sie z btong

komodrkowg oraz innymi strukturami wewnatrz komaorki.
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11. Zdolnosci przenikania przez btone komorkowa zsyntezowanych
peptydomimetykéw wobec pozostatych linii komoérkowych

W ostatnim etapie realizacji pracy doktorskiej postanowitam oceni¢ zdolnos¢
penetracji bton cytoplazmatycznych przez zsyntezowane peptydomimetyki
na dodatkowym panelu linii komérkowych oraz na komodrkach pierwotnych. W tym
celu wybratam tylko te zwigzki, ktére najefektywniej wnikaty do wnetrza komorek, czyli

zawierajgce 6 lub 8 ugrupowan guanidynowych w sekwencji.

11.1. Cytotoksycznos¢ peptydomimetykoéw wzgledem badanych linii
komorkowych

Przeprowadzitam testy oceny cytotoksycznos¢ Mtt peptydomimetykédw wobec
wszystkich opisanych ponizej linii komdérkowych (piersi, pecherza moczowego, skory,
makrofagéw biataczki mysiej oraz podocytéw szczurzych) jednak w rozdziale tym
zaprezentuje jedynie wybrane wyniki. W celu wykonania testu Mtt komérki pierwotne
HDFa, komorki linii MEL-CLS-2, HS-695T inkubowatam ze zwigzkami 4b, 5b, 10b oraz
11b. Natomiast komorki linii RAW 264.7 inkubowatam z peptydomimetykami numer
10b i 11b. Stezenie zwigzkdéw w studni wynosito 1, 5, 10, 20, 50 oraz 100 uM. Podczas
wiekszosci eksperymentéw wykonywanych na liniach komdérkowych stezenie
uzywanych peptydomimetykdw wynosito 10 uM. Analizujgc ponizsze wykresy,
zauwazy¢ mozna, iz takie stezenie zwigzkdw nie jest toksyczna dla zZadnej
z testowanych linii komérkowych. Dopiero 50 UM oraz 100 uM ich stezenie w pozywce
moze przyczynia¢ sie do obnizonej zywotnosci komdrek. Widoczne jest to zwtaszcza
po 24-godzinnej inkubacji wobec wiekszosci badanych linii. Nizsze stezenie
dodawanych zwigzkdw, to jest 1 uM, moze powodowaé wzrost namnazania komérek
Ponizej przedstawitam wykresy bedgce wynikiem przeprowadzonych testow
oceniajgcych cytotoksycznos$é (MTT) zsyntezowanych peptydomimetykéw (rys. 80 —
83).
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Rysunek 80. Cytotoksycznos¢ zwigzkdw 4b, 5b, 10b i 11b wobec linii komérkowej HDFa po 2 —
godzinnej oraz 24-godzinnej inkubacji (Srednia + SD). Statystyka wykonana za pomocg testu One-
way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (prébki poréwnane do kontroli, liczba
powtdrzen n = 6).
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Rysunek 81. Cytotoksycznos¢ zwigzkow 4b, 5b, 10b i 11b wobec linii komérkowej MEL-CLS-2 po 2 —
godzinnej oraz 24-godzinnej inkubacji (Srednia + SD). Statystyka wykonana za pomocg testu One-
way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (prébki poréwnane do kontroli, liczba
powtdrzen n = 6).
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Rysunek 82. Cytotoksycznosc zwigzkéw 4b, 5b, 10b i 11b wobec linii komérkowej HS-695T po 2 —

godzinnej oraz 24-godzinnej inkubacji (Srednia + SD). Statystyka wykonana za pomocg testu One-

way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (probki poréwnane do kontroli, liczba
powtdrzen n = 6).
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Rysunek 83. Cytotoksycznosé zwigzkéw 10b oraz 11b wobec linii komdérkowej RAW 264.7 po 24 —
godzinnej inkubacji (Srednia + SD). Statystyka wykonana za pomoca testu One-way ANOVA: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (prébki poréwnane do kontroli, liczba powtérzen n = 6).

11.2. Ocena wlasciwosci penetrujacych zwigzkéw wobec bton
cytoplazmatycznych - obserwacje mikroskopowe

11.2.1. Linie komérkowe nowotworu piersi: SKBr3 i T47D

Linie komdrkowe SKBr3 oraz T47D inkubowatam ze zwigzkami: 4b, 5b, 10a, 10b,
11a, 11b o stezeniu 10 uM w studni przez 2 oraz 24 godziny. Podczas 2-godzinnej
inkubacji z komdrkami linii SKBr3 jedynie peptydomimetyk 4b jest w stanie wnikng¢
w niewielkim stopniu do ich wnetrza, zas w przypadku linii T47D zdolnosci penetrujace
po tym czasie wykazuje takze zwigzek 5b. 24-godzinna inkubacja obu powyzszych linii
ze wszystkimi szescioma peptydomimetykami skutkuje ich obecnoscia we wnetrzu
komoérek (tab. 25). Ponizej przedstawitam wybrane zdjecia wykonane przy uzyciu

mikroskopu quorescenchnego (rys. 84).

zwiazek 4b zwiazek 4b zwigzek 11b zwigzek 11a
zwiazek 4b zwigzek 11b zwigzek 11a

Rysunek 84. Obraz uzyskany przy uzyciu konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego komaérek SKBr3
oraz T47D, inkubowanych ze zwigzkiem 4b przez 2 godziny i 24 godziny oraz z peptydomimetykami 11b
i 11a w ciggu 24 godziny.

SKBr3

T47D
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11.2.2. Linie komérkowe pecherza moczowego

e Linie nowotworowe: CRL-2169, CRL-1472, CRL-1749, RT4, HTB-9, HTB-4

Komérki nowotworowe pecherza linii CRL-2169, CRL-1472, CRL-1749, RT4, HTB-9
oraz HTB-4 inkubowatam ze zwigzkiem: 4a, 5a, 5b, 10ai 11b o stezeniu 10 uM w studni
przez 2 oraz 24 godziny. Wszystkie poddane badaniu peptydomimetyki juz po 2-
godzinnej inkubacji z komérkami zdolne sg do penetracji bton cytoplazmatycznych
badanych linii w takim samym stopniu, jak przy 24 godzinnej inkubacji (tab. 25). Ponizej

przedstawitam wybrane zdjecia mikroskopowe (rys. 85).

CRL-1472 CRL-1749 HTB-9

zwiazek 11b zwiazek 11b zwigzek 11b

RT4 CRL-2169 CRL-1472

zwiazek 11b zwiazek 10a zwigzek 10a

Rysunek 85. Obraz komorek widzianych pod mikroskopem fluorescencyjnym inkubowanych przez 2
godziny ze zwigzkiem 11b (linie CRL-1472, CRL-1749, HTB-9, RT4) oraz z peptydomimetykiem 10a
(linie CRL-2169, HTB-4).
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11.2.3. Linie komérkowe skéry

e Linie nowotworowe: HS-695T, MEL-CLS-2, MEWO

Powyisze linie komdrkowe inkubowatam ze zwigzkami: 4b, 5b, 10b, 11a, 11b
o stezeniu 10 uM w studni przez 24 godziny. Po tym czasie wszystkie wymienione
zwigzki s3 w stanie wnikngé do wnetrza komoédrek. Najskuteczniej przebiega to
w przypadku linii: HS-695T dla zwigzku 4b i 11b; MEL-CLS-2 i MEWO dla
peptydomimetykédw 5b oraz 11b (tab. 25). Ponizej przedstawitam wybrane zdjecia
mikroskopowe potwierdzajgce zdolnosci penetrujgce zsyntezowanych zwigzkéw
(rys. 86).

HS-695T MEL-CLS-2 MEWO

zwiagzek 5b zwiagzek 5b zwiazek 5b

Rysunek 86. Obraz uzyskany przy uzyciu konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego komérek
HS-695T, MEL-CLS-2 oraz MEWO inkubowanych przez 24 godziny ze zwigzkiem 5b.

e Linia HaCaT
Komorki linii HaCaT to jedyna badana przeze mnie linia, gdzie 24-godzinna
inkubacja komédrek z najefektywniej penetrujgcymi zwigzkami, ktorych stezenie w
studni wynosito 10 uM nie skutkowata obecnoscig peptydomimetykow w ich wnetrzu

(tab. 25).

e Komorki pierwotne HDFa

Komorki pierwotne HDFa (pasaz 18) inkubowatam przez 2 oraz 24 godziny ze
zwigzkami: 4b, 5b, 10b, 113, 11b o stezeniu 10 uM w studni. Wszystkie wymienione
peptydomimetyki po 24 godzinach byty w stanie wnikng¢ do wnetrza komorek

(tab. 25). W przypadku 2-godzinnej inkubacji zauwazy¢ mozna, iz jedynie zwigzki
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zawierajgce w sekwencji 8 ugrupowan guanidynowych w niewielkim stopniu zdolne s3
do penetracji bton biologicznych. Ponizej przedstawitam wybrane zdjecia

mikroskopowe (rys. 87).

2h 24h

HDFa

zwigzek 5b == J| zwigzek 5b zwigzek 4b zwizzek 11b

Rysunek 87. Zdjecia wykonane przy uzyciu konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego komoérek
HDFa inkubowanych przez 2 godziny oraz 24 godziny ze zwigzkiem 5b, a takze przez 24 godziny z
peptydomimetykiem 4b i 11b.

11.2.4. Podocyty szczurze

Podocyty szczurze inkubowatam ze zwigzkami: 4a, 10a, 10b, 11a, 11b przez
2 oraz 24 godzin. Juz po krotszym czasie inkubacji zaobserwowa¢ mozna obecnos¢
badanych peptydomimetykéw we wnetrzu okre$lonych struktur komérkowych, lecz
najefektywniej penetracja zachodzi podczas 24-godzinnej inkubacji (tab. 25). Ponizej
przedstawitam wybrane zdjecia mikroskopowe (rys. 88).

2h 24h

Podocyty szczurze

zwigzek 4a

Rysunek 88. Obraz uzyskany przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego podocytéw szczurzych
inkubowanych przez: 2 godziny ze zwigzkiem 4a oraz 24 godziny ze zwigzkiem 11b.

11.2.5. Makrofagi biataczki mysiej

e Linia RAW 264.7

Komorki linii RAW 264.7 poddatam 2- oraz 24-godzinnej inkubacji ze zwigzkami
5b, 103, 114, 11b, ktdrych stezenie w studni wynosito 10 uM.
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W efekcie zobserwowatam zwiekszajgcy sie wraz z uptywem czasu (2h i 24 h)

fluorescencje w obszarze emisji charakterstycznym dla rodaminy, co stanowito

potwierdzenie obecnosci znakowanego zwigzku wewnatrz komoérek.

Szczegdtowa analiza lokalizacji wewnatrzkomodrkowej wskazuje, ze wiekszos¢

zwigzku znajduje sie w cytozolu a nie w jadrze komérkowym (tab. 25). Ponizej

przedstawitam wybrane zdjecia mikroskopowe (rys. 89).

2h

24h

RAW 264.7

zwigzek 11b

zwigzek 11b

zwigzek 5b

Rysunek 89. Obraz uzyskany przy uzyciu konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego komérek
RAW 264.7 inkubowanych przez: 2 godziny oraz 24 godziny ze zwigzkiem 11b, a takze przez 24

godziny ze zwigzkiem 5b.

Tabela 25. Zdolnos¢ do przenikania przez btony cytoplazmatyczne peptydomimetykdéw

oraz ich wewnatrzkomdrkowa lokalizacja okreslona na podstawie badan z udziatem poszczegdlnych

linii komérkowych.

Linia Zwiqzek
komérkowa 4a 4b 5a 5b 10a 10b 11a 11b
SKBr3 +++ jadro
bd ++ jadro bd ++ jadro bd
T47D ++ jadro
CRL-1472 + jadro + jadro +jadro
CRL-1749
HTB-9 ++ jadro ++ jgdro ++ jadro
14 bd L] bd 19
RT-4
CRL-2169 +++ jadro +++ jadro +++ jadro
CRL-1472 ++ jadro ++ jadro ++jgdro
HS-695t ++ jadro ++ jadro ++ jadro
e+ +++ +++
MEL-CLS-2 by cytoplazma b cytoplazma bd bd cytoplazma
Mewo + jadro + jadro + jadro
e+ +++ +++
HDFa cytoplazma cytoplazma cytoplazma
HaCaT
RAW 264.7 d + jadro bd + jadro bd + jadro
Podocyty ++ bdl ++
szczurze cytoplazma cytoplazma

bd — brak danych
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11.3. Wplyw peptydomimetykow na proliferacje komorek

W kolejnym etapie, postanowitam przeprowadzié test oceny proliferacji komdrek
w obecnosci wybranych peptydomimetykédw. Powyzsze wyniki z przeprowadzonych
testow MTT dowodzg, iz inkubacja komodrek linii MEL-CLS-2, HS-695T, RAW 264.7 oraz
HDFa z nizszym stezeniem peptydomimetykow (1 uM) powoduje wzrost absorbancji
mierzonego spektrofotometrycznie barwnego formazanu. Postanowitam sprawdzic,
czy jest to spowodowane zwiekszong liczbg namnozonych komodrek w stosunku do
kontroli, czy powodem moze by¢ zwiekszona praca dehydrogenazy mitochondrialnej
rozktadajacej s6l MTT do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu. W tym celu
wykonatam test oceny proliferacji komoérek stosujgc odczynnik EdU. Badania
przeprowadzitam na nastepujgcych liniach komérkowych: MEL-CLS-2, HS-695T, RAW
264.7 oraz HDFa. Wptyw peptydomimetykdw na proliferacje poszczegdlnych linii
komérkowych oceniatam po 24-godzinnej inkubacji. Uzyskane wyniki przedstawitam za

pomocg ponizszych wykreséw (rys. 90).
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Rysunek 90. Wyniki testu CCK8 przeprowadzonego na liniach komérkowych: MEL-CLS-2, HS-695T,
HDFa oraz RAW 264.7 po inkubacji z peptydomimetykami 8, 10 oraz 11 (Srednia * SD). Statystyka
wykonana za pomocg testu One-way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
(prébki poréwnane do kontroli, liczba powtdrzen n = 5).
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Analizujac powyzsze wyniki moge stwierdzié, iz w przypadku linii MEL-CLS-2 —
inkubacja komoérek z testowanym zwigzkiem 10 o stezeniu 1 uM przyczynia sie
do niewielkiego wzrostu ilosci namnozonych komodrek, pozostate zwigzki dopiero przy
stezeniu 50 uM hamujg ich namnazanie. Zwigzki inkubowane z komdérkami linii HS-
695T nie wplywajg znacznie na spadek ilosci namnozonych komdérek nawet przy
stezeniu 50 uM w studni. Wtasciwosci sprzyjajgce proliferacji posiada peptydomimetyk
11 przedziale stezen 1 — 10 uM. W przypadku linii HDFa wszystkie badane zwigzki
inkubowane w roztworze zwigzku o stezeniu 1 uM wptywajg na wzrost ilosci komérek,
wtasciwosci te malejg wraz ze wzrostem ich stezenia w studni (peptydomimetyk 8
w stezeniu 5 uM wptywa najefektywniej na namnazanie komérek). Inkubacja komédrek
z peptydomimetykami w stezeniu 50 puM powoduje 30 — 40 % zmniejszenie
przezywalnosci komérek w stosunku do préby kontrolnej. Peptydomimetyki
inkubowane z komérkami linii RAW 264.7 o stezeniu 1 uM i 5 uM w studni powodujg
wzrost proliferacji, najbardziej widoczne jest to w przypadku zwigzku 11, ktérego
dodatek nawet 50 UM nie wptywa znaczgco na przezywalnos¢ komédrek. Pozostate

zwigzki wraz ze wzrostem stezenia powodujg spadek ilosci namnazanych komoérek.

11.4. Wplyw peptydomimetykow na aktywacje kaspazy 3 w wybranych
liniach komorkowych

Nastepnie przeprowadzitam test okresSlajagcy wptyw peptydomimetykow
na aktywnos¢ kaspazy 3 w wybranych liniach komodrkowych. Kaspazy nalezg
do enzymodw z grupy proteinaz cysteinowych, ktérych aktywacja odpowiada za inicjacje
apoptozy w komodrkach. Na tej podstawie postanowitam ocenié¢ ich aktywnos¢
enzymatyczng w komarkach linii HDFa, HaCaT, HS-695T oraz MEL-CLS-2 inkubowanych
przez 6 godzin oraz 24 godziny z peptydomimetykami 8, 10 i 11 (C = 10 uM). Uzyskane

wyniki przedstawitam na ponizszych wykresach (rys. 91).
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Rysunek 91. Wykresy przedstawiajgce aktywnosci kaspazy 3 w lizatach komérkowych: HDFa,
HaCaT, HS-695T, MEL-CLS-2 po 6- oraz 24-godzinnej inkubacji z peptydomimetykami (Srednia £ SD).
Statystyka wykonana za pomoca testu One-way ANOVA: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**%*p<0,0001 (probki poréwnane do kontroli, liczba powtdrzen n = 3).

Inkubacja komodrek HDFa z peptydomimetykami 8 oraz 10 zarowno 6-godzinna
jak i 24-godzinna nie powoduje zwiekszonej aktywnosci kaspazy 3 w stosunku
do kontroli. Jednakze zastosowanie zwigzku 11 sprawia, Ze jej poziom po 6h wzrasta 6-
krotnie, zas po 24 godzinach 4-krotnie w pordéwnaniu do préby kontrolnej.
W przypadku linii HaCaT inkubacja komodrek ze zwigzkiem 11 skutkuje obnizeniem

aktywnosci kaspazy 3. Podwyzszony poziom enzymu mozna zaobserwowac po 24-
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godzinnej inkubacji z peptydomimetykami 8 oraz 10. Inkubacja komérek linii HS-695T
ze zwigzkiem 8 oraz 10 nie wptywa znaczaco na dziatanie kaspazy 3, jednak spadek jej
aktywnosci zauwazalny jest po inkubacji komodrek z peptydomimetykiem 11.
W przypadku linii MEL-CLS-2 24-godzinna inkubacja w pozywce ze zwigzkiem 8
powoduje nieznaczny wzrost aktywnosci badanego enzymu. Zastosowanie inhibitora
powoduje we wszystkich badanych prébkach spadek aktywnosci kaspaz o okoto 90 %
(hamuje on dziatanie kaspazy 3, 6, 7, 8 i 10) w poréwnaniu do lizatéw analizowanych
bez dodatku inhibitora — dane przedstawione na wykresie dotyczg linii HaCaT
oraz MEL-CLS-2. Na podstawie uzyskanych wstepnych wynikow zauwazyé mozna,
iz aktywnos$¢ kaspazy 3 rdzni sie w zaleznosci od uzytej linii komérkowej. Zwigzek
numer 11 obniza aktywnos¢ kaspazy 3 i najprawdopodobniej hamuje pierwsze etapy
apoptozy zdrowych komorek skory linii HDF oraz w niewielkim stopniu HaCaT. Ten sam
zwigzek znaczaco podwyzsza aktywnos$¢ badanego enzymu, tym samym aktywujac
wczesne etapy apoptozy linii czerniaka (HS-695T). Jednak, zeby potwierdzi¢ powyzsze
wstepne wnioski wymagane jest, przeprowadzenie szerszych badan dotyczgcych

procesu apoptozy w badanych liniach komérkowych.
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V. Podsumowanie i wnioski

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej mozna przedstawic

nastepujyco:

Otrzymatam 36 peptydomimetykow.
Zsyntezowane peptydomimetyki przy stezeniach stosowanych do badan
biologicznych (10 uM) nie powodujg cytotoksycznosci wobec badanych linii

komodrkowych lub wystepuje ona w bardzo niewielkim stopniu.

Zsyntezowane peptydomimetyki sg zdolne do przenikania przez btony
komodrkowe.
Wymiana reszt argininy na modyfikowane oksakwasy zakonczone
ugrupowaniem guanidynowym powoduje wzrost stopnia penetracji membran
cytoplazmatycznych przez zwigzki.
Zastgpienie ugrupowan guanidynowych w sekwencji peptydomimetyku
na grupy - NH; skutkuje zmniejszeniem wtasciwosci penetrujgcych wobec
bton biologicznych, natomiast zastgpienie ich grupg — OH prowadzi do
catkowitej utraty zdolnosci penetrujgcych zwigzkdéw.
Efektywne przenikania peptydomimetykdéw przez btony komérkowe jest
konsekwencjg ilosci ugrupowan guanidynowych obecnych w ich sekwencji
i przedstawia sie nastepujgco: 2, 3 grupy — brak wfasciwosci penetrujgcych;
4,5 — znikoma penetracja bton biologicznych; 6, 8 — najwyziszy stopien
wnikania do wnetrza komérek.
Zmiana konfiguracji kwasu Dap z L na D nie wptywa znaczgco na zdolnosci
peptydomimetykéw do przenikania przez membrany cytoplazmatyczne.
Dodatek reszty Pro lub O1Pen w pozycji 7 sekwencji zwigzku skutkuje

spadkiem wtasciwosci penetrujgcych wobec badanych linii komdrkowych.

Zwigzek numer 11 wzmaga proliferacje komdrek pochodzgcych linii HB2, MDA-
MB-231, HDFa, MEL-CLS, HS-695T oraz RAW 264.7 po 24 godzinach inkubaciji.

Peptydomimetyki numer 8, 10 i 11 s3 stabilne w lizatach komérek HB2 przez

co najmniej 24 godziny zaréwno w srodowisku kwasowym jak i w obojetnym.
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10.

W lizatach pochodzacych linii MDA-MB-231 w buforze o pH 7,0 zwigzki 8, 10 i 11
ulegajg stopniowemu rozktadowi po 14 godzinach, natomiast w buforze o pH

5,0 pozostajg stabilne przez co najmniej 24 godziny.

Zwigzki numer 8, 10 oraz 11 podczas 24-godzinnej inkubacji z komérkami linii

HB2 i MDA-MB-231 nie wptywajg znaczgco na przebieg ich cyklu komdrkowego.

Zsyntezowane peptydomimetyki podczas wnikania do wnetrza komdrek stosuja
mieszany mechanizm penetracji bfon biologicznych. W pewnym stopniu

wykorzystujg makropinocytoze oraz endocytoze zalezng od klatryn.

Peptydomimetyki zawierajgce w sekwencji ugrupowania guanidynowe
oddziatujg z kwasami nukleinowymi.
Sita oddziatywan zwigzkéw z DNA (ssDNA, dsDNA) rosnie wraz z iloScig grup
guanidynowych zawartych w peptydomimetykach (zwigzek numer: 8 < 10 <
11).
Zastgpienie grup guanidynowych w peptydomimetykach grupami — NH; oraz
— OH skutkuje znacznym zmniejszeniem sity tworzacych sie oddziatywan lub
brakiem powstawania komplekséw.
Zwigzki 8, 10 oraz 11 powodujg kondensacje plazmidowego DNA tworzgc
zapetlone struktury, ktérych ztozonos¢ i zwartos¢ zwiekszajg sie wraz
ze wzrostem liczby ugrupowan guanidynowych obecnych w badanych

peptydomimetykach.

Peptydomimetyki 8, 10 i 11 mogg zosta¢ wykorzystane jako S$rodki
transfekcyjne, jednak transfekcja plazmidu pmaxGFP najefektywniej zachodzi

podczas uzycia zwigzku nr 10.

Inkubacja biotynylowanych peptydomimetykéw (22 i 23) ze streptawidyng
prowadzi do utworzeniem sie pomiedzy nimi kompleksow.
Kompleks FAM-Strep : biotynylowany peptydomimetyk (22 / 23) wnika
do wnetrza komoérek linii HB2, MDA-MB-231, SKBr3 i T47D.
Kompleks streptawidyna-B-galaktozydaza : biotynylowany peptydomimetyk

(22 / 23) efektywnie penetruje btony cytoplazmatyczne komadrek linii HB2,
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MDA-MB-231, SKBr3 i T47D i skutkuje wzrostem aktywnoS$ci B-galaktozydazy

we wnetrzu komorek.

11. Zwigzki numer 10a, 10b oraz 1la, 11lb wnikajg do wnetrza badanych linii
komadrkowych piersi, pecherza, skéry (oprocz HaCaT), podocytdw szczurzych

oraz makrofagdéw biataczki mysiej.

12. Zwigzek numer 11 powoduje znaczny wzrost aktywnosci kaspazy 3 po 6 oraz 24
godzinach inkubacji z komdrkami linii HDFa, natomiast w przypadku linii HS-

695T nie obserwujemy wzrostu poziomu omawianego enzymu.
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molowym 1:4; A, B, C, D —przez 2 godziny; E, F, G, H— przez 4 godziny; I, J, K, L - przez
24 godziny. Zdjecia uzyskane za pomocq fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego.
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Rysunek 69.

Elektroforegram zelu poliakrylamidowego wykonanego w warunkach natywnych.
Poszczegdlne sciezki przedstawiajq: 1. Strp-8-gal; 2. 22 3. Kompleks 22 : Strp-8-gal 1:1;
4. Kompleks 22 : Strp-68-gal 1:2; 5. Kompleks 22 : Strp-8-gal 1:4; 6. 10; 7. Kompleks 10 :
Strp-8-gal 1:1; 8. Kompleks 10 : Strp-8-gal 1:2; 9. Kompleks 10 : Strp-6-gal 1:4.
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Rysunek 70.

Elektroforegram zelu poliakrylamidowego wykonanego w warunkach natywnych.
Poszczegdlne sciezki przedstawiajq: 1. Strp-8-gal; 2. Kompleks 23 : Strp-8-gal 1:1; 3.
Kompleks 23 : Strp-B8-gal 1:2; 4. Kompleks 23 : Strp-6-gal 1:4; 5. Zwigzek 23; 6.
Kompleks 11 : Strp-8-gal 1:1; 7. Kompleks 11 : Strp-8-gal 1:2; 8. Kompleks 11 : Strp-8-
gal 1:4. 9. Zwiqzek 11.
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Rysunek 71.

Cytotoksycznosc¢ komplekséw utworzonych pomiedzy streptawidynq skoniugowangq z
B-galaktozydazq i peptydomimetykami 22, 23, 10 lub 11 inkubowanych przez 24
godziny z liniami komdérkowymi: HB2, MDA-MB-231, SKBr3, T47D (srednia + SD).

str.

163

Rysunek 72.

Wykresy przedstawiajgce aktywnos¢ enzymatycznqg 8-galaktozydazy w lizatach
poszczegdlnych linii komdrkowych inkubowanych przez 24h z kompleksami lub
mieszaninami i od razu poddane lizie (t24) (srednia + SD).
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Rysunek 73.

Wykresy przedstawiajgce aktywnosc¢ enzymatycznq 8-galaktozydazy w lizatach
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poszczegdlnych linii komdrkowych inkubowanych przez 24h z kompleksami lub
mieszaninami i po kolejnych 2 godzinach poddane lizie (t24 + 2) (Srednia + SD).

Rysunek 74.

Wykresy przedstawiajgce aktywnos¢ enzymatycznqg 8-galaktozydazy w lizatach
poszczegdlnych linii komdrkowych inkubowanych przez 24h z kompleksami lub
mieszaninami i po kolejnych 24 godzinach poddane lizie (t24 + 24) (Srednia * SD).
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Rysunek 75.

Komrki linii HB2, MDA-MB-231, SKBr3 i T47D widziane pod mikroskopem swietlnym
po przeprowadzonym tescie na obecnos¢ 8-galaktozydazy. Préba kontrolna oraz
komGérki inkubowane z dodatkiem Strp-6-gal lub zwigzkiem 23 w ciggu 24 godzin.
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Rysunek 76.

Komdrki HB2 widziane pod mikroskopem swietinym po przeprowadzonym tescie na
obecnos¢ 8-galaktozydazy inkubowane przez 24 godziny z kompleksem: Strp-8-gal : 24
(1:2) - A, E, I; Strp-B8-gal : 22 (1:4) — B, F, J; Strp-8-gal : 23 (1:2) — C, G, K; Strp-6-gal : 23
(1:4)-D,H, L. A B, C D—t24,E, F, G, H—t24+2, 1, J, K, L — t24+24.
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Rysunek 77.

Komorki MA-MB-231 widziane pod mikroskopem sSwietlnym po przeprowadzonym
tescie na obecnosc¢ 8-galaktozydazy inkubowane przez 24godziny z kompleksem: Strp-
B-gal : 24 (1:2) - A, E, I; Strp-8-gal : 22 (1:4) — B, F, J; Strp-6-gal : 23 (1:2) - C, G, K;
Strp-B8-gal : 23 (1:4)—D, H,L. A,B,C,D—t24,E, F, G, H—t24+2, 1, J, K, L — t24+24.
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Rysunek 78.

Komorki SKBr3 widziane pod mikroskopem swietlnym po przeprowadzonym tescie na
obecnos¢ B-galaktozydazy inkubowane przez 24godziny z kompleksem: Strp-6-gal : 24
(1:2) - A, E, I; Strp-B8-gal : 22 (1:4) - B, F, J; Strp-8-gal : 23 (1:2) — C, G, K; Strp-6-gal : 23
(1:4)-D,H, L. A B, CD—t24,E, F, G, H—-t24+2, 1, J, K, L — t24+24.
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Rysunek 79

. Komorki T47D widziane pod mikroskopem swietinym po przeprowadzonym tescie na

obecnos¢ B-galaktozydazy inkubowane przez 24godziny z kompleksem: Strp-6-gal : 24
(1:2) - A, E, I; Strp-B8-gal : 22 (1:4) - B, F, J; Strp-6-gal : 23 (1:2) - C, G, K; Strp-8-gal : 23
(1:4)-D,H, L. A B, CD—t24,E, F, G, H—-t24+2, 1, J, K, L — t24+24.
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Rysunek 80.

Cytotoksycznosc zwiqgzkow 4b, 5b, 10b i 11b wobec linii komdérkowej HDFa po 2 —
godzinnej oraz 24-godzinnej inkubacji (srednia + SD).
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Rysunek 81.

Cytotoksycznosc zwigzkow 4b, 5b, 10b i 11b wobec linii komdrkowej MEL-CLS-2 po 2 —
godzinnej oraz 24-godzinnej inkubacji (Srednia + SD).
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Rysunek 82.

Cytotoksycznosc zwigzkéw 4b, 5b, 10b i 11b wobec linii komdrkowej HS-695T po 2 —
godzinnej oraz 24-godzinnej inkubacji (srednia + SD).
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Rysunek 83.

Cytotoksycznosc zwigzkéw 10b oraz 11b wobec linii komdrkowej RAW 264.7 po 24 —
godzinnej inkubacji (srednia + SD).
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Rysunek 84.

Obraz uzyskany przy uzyciu konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego komdrek
SKBr3 oraz T47D, inkubowanych ze zwigzkiem 4b przez 2 godziny i 24 godziny oraz z
peptydomimetykami 11b i 11a w ciggu 24 godziny.
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Rysunek 85.

Obraz komdrek widzianych pod mikroskopem fluorescencyjnym inkubowanych przez 2
godziny ze zwiqzkiem 11b (linie CRL-1472, CRL-1749, HTB-9, RT4) oraz z
peptydomimetykiem 10a (linie CRL-2169, HTB-4).
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Rysunek 86.

Obraz uzyskany przy uzyciu konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego komdrek
HS-695T, MEL-CLS-2 oraz MEWO inkubowanych przez 24 godziny ze zwigzkiem 5b.
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Rysunek 87.

Zdjecia wykonane przy uzyciu konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego komdrek
HDFa inkubowanych przez 2 godziny oraz 24 godziny ze zwigzkiem 5b, a takze przez
24 godziny z peptydomimetykiem 4b i 11b.
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Rysunek 88.

Obraz uzyskany przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego podocytow szczurzych
inkubowanych przez: 2 godziny ze zwigzkiem 4a oraz 24 godziny ze zwigzkiem 11b.
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Rysunek 89

Obraz uzyskany przy uzyciu konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego komdrek
RAW 264.7 inkubowanych przez: 2 godziny oraz 24 godziny ze zwigzkiem 11b, a takze
przez 24 godziny ze zwigzkiem 5b.
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Rysunek 90.

Wyniki testu CCK8 przeprowadzonego na liniach komdérkowych: MEL-CLS-2, HS-695T,
HDFa oraz RAW 264.7 po inkubacji z peptydomimetykami 8, 10 oraz 11 (srednia + SD).
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Rysunek 91.

Wykresy przedstawiajgce aktywnosci kaspazy 3 w lizatach komdrkowych: HDFa,
HaCaT, HS-695T, MEL-CLS-2 po 6- oraz 24-godzinnej inkubacji z peptydomimetykami
(srednia + SD).

201

str.

181



Wykaz tabel

Tabela 1. Sposoby klasyfikacji peptyddw penetrujqcych btony komdrkowe. str. 18

Tabela 2. Sekwencje zsyntezowanych peptydomimetykow. str. 70

Tabela 3. Warunki sprzegania stosowane podczas standardowego cyklu syntezy prowadzonej w str. 72
skali 0,1 mmola.

Tabela 4. Reagenty stosowane podczas automatycznej syntezy mikrofalowe;. str. 73

Tabela 5. Liczba reszt L-Dap(ivDde) (n) zawartych w sekwencji peptydomimetyku. str. 74
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