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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Peptydy sa nowa klasa lekéw przeciwnowotworowych. Mozna je podzieli¢ na dwie podklasy:
peptydy przeciwbakteryjne, ktore preferencyjnie wiaza si¢ z komdérkami nowotworowymi oraz
peptydy syntetyzowane chemicznie, ktére wiaza si¢ swoiscie z okreslonymi celami molekular-
nymi znajdujacymi si¢ na komérkach nowotworowych.

Peptydy przeciwbakteryjne wiaza si¢ z btonami komérkowymi lub mitochondrialnymi. Wiazac
si¢ z btong komérkowa doprowadzaja do jej dezorganizacji. Inne dostaja si¢ do wnetrza komor-
ki nie naruszajac blony komoérkowej i rozbijaja btong¢ mitochondrialna.

Dzigki wykorzystaniu bibliotek fagowych, czy aptameréw, mozliwe jest znalezienie peptydéw
syntetycznych blokujacych lub aktywujacych docelowe biatka w komérkach nowotworowych
oraz w komérkach mikrosrodowiska guza. Peptydy te moga mie¢ wlasciwosci antyangiogenne,
moga wptywaé na zmniejszanie zdolnosci do przerzutowania nowotworu, a takze blokowac en-
zymy, ktérych aktywnos$¢ jest niezbedna we wzroscie guza.

W pracy oméwiono wiasciwosci peptydéw nalezacych do obu podklas oraz przedstawiono pré-
by ich zastosowania w terapii przeciwnowotworowe;j.

peptydy przeciwbakteryjne ¢ peptydy syntetyczne ° terapia przeciwnowotworowa

Key words:

Summary

Peptides are a novel class of anticancer agents embracing two distinct categories: natural antibac-
terial peptides, which are preferentially bound by cancer cells, and chemically synthesized pep-
tides, which bind specifically to precise molecular targets located on the surface of tumor cells.
Antibacterial peptides bind to both cell and mitochondrial membranes. Some of these peptides
attach to the cell membrane, resulting in its disorganization. Other antibacterial peptides pene-
trate cancer cells without causing cell membrane damage, but they disrupt mitochondrial mem-
branes. Thanks to phage and aptamer libraries, it has become possible to obtain synthetic pepti-
des blocking or activating some target proteins found in cancer cells as well as in cells forming
the tumor environment. These synthetic peptides can feature anti-angiogenic properties, block
enzymes indispensable for sustained tumor growth, and reduce tumor ability to metastasize. In
this review the properties of peptides belonging to both categories are discussed and attempts of
their application for therapeutic purposes are outlined.

antibacterial peptides ° synthetic peptides ¢ anticancer therapy
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1. Wstep

W terapii przeciwnowotworowej coraz wigksze zainte-
resowanie budza peptydy przeciwbakteryjne izolowane
z r6znych organizméw, jak i peptydy syntetyzowane che-
micznie. Peptydy przeciwbakteryjne, dzigki swym wtasci-
wosciom kationowym, wiaza si¢ preferencyjnie z komorka-
mi nowotworowymi, prowadzac do ich §mierci. Natomiast
peptydy przeciwnowotworowe syntetyzowane chemicznie
projektowane sa tak, by taczyly si¢ z okreslonymi celami,
co zapewnia im duzo wigksza swoistos¢. Rozpoznaja one
Scisle okreslone cele znajdujace si¢ na komoérkach nowo-
tworowych.

W pracy oméwiono wilasciwosci peptydéw przeciwbak-
teryjnych i peptydéw syntetyzowanych chemicznie oraz
przedstawiono préby ich zastosowania w terapii przeciw-
NOWOtWOrowe;j.

2. PEPTYDY PRZECIWBAKTERYJNE JAKO LEKI
PRZECIWNOWOTWOROWE

Peptydy przeciwbakteryjne sa izolowane z mikroorgani-
zmoOw oraz niektérych komoérek owaddéw, roslin, ptazéw,
ptakow, ryb czy ssakow z komérkami ludzkimi wiacznie.
Dotad wyizolowano juz ich setki, a przyktady niektérych
takich peptydéw umieszczono w tabeli 1.

Peptydy te ze wzgledu na swéj kationowy charakter prefe-
rencyjnie wiaza si¢ z blona komoérek bakterii mocniej niz
z blona prawidlowych komérek eukariotycznych.

Wywodzace si¢ z protoplastéw bakteryjnych mitochondria
komorek eukariotycznych maja btong podobna do btony
komorek prokariotycznych. Dlatego peptydy przeciwbakte-
ryjne po dostaniu si¢ do wngtrza komorek eukariotycznych
moga niszczy¢ mitochondria i wywotywac Smier¢ komorek.

Powierzchnia komérek nowotworowych rézni si¢ pod
wzgledem niektérych cech od komérek prawidtowych.
Btona komérkowa komoérek nowotworowych, w przeci-
wienistwie do blony komoérek prawidlowych jest bogata
w kwas sjalowy [28]. Komoérki prawidtowe maja na swo-
jej powierzchni znacznie mniej czasteczek ujemnie na-
tadowanych, jak na przyktad fosfatydyloseryna czy o-
glikozylowana mucyna, niz komérki nowotworowe [19].
Prawdopodobnie ujemnie natadowana btona komérek no-
wotworowych zmniejsza przyleganie komérek do btony
podstawnej bogatej w kwas hialuronowy. Btona komoérek
nowotworowych wykazuje wigksza ,,ptynnos¢”, co umoz-
liwia tatwiejsze dziatanie peptyddw przeciwbakteryjnych.
Komérki nowotworowe, ze wzgledu na duza liczbg kosm-
kéw, maja wigksza powierzchnig. Pozwala to na wiazanie

si¢ z blona wigkszej liczby czasteczek peptydow. Kosmki
te maja rézne ksztatty i rozmiary, co pozwala na przylega-
nie komorek oraz komunikacj¢ migdzy komérkami nowo-
tworowymi a mikrosSrodowiskiem. Moga one takze petnic¢
role w selektywnym przyleganiu peptydéw kationowych
do komérek nowotworowych [19]. R6znice w budowie bton
komoérkowych, a takze duza powierzchnia komérek nowo-
tworowych z obecnymi kosmkami na powierzchni moga
powodowad, ze komoérki nowotworowe beda spenetrowa-
ne z wigksza wybidrczoscia przez peptydy przeciwbakte-
ryjne niz komoérki prawidiowe.

3. MECHANIZM NISZCZENIA BLON KOMORKOWYCH PRZEZ PEPTYDY
PRZECIWBAKTERYJNE

Peptydy przeciwbakteryjne najcze¢sciej niszcza komor-
ki przez dezintegracje btony komérkowej lub btony mito-
chondrialnej. Mechanizm dziatania opiera si¢ na elektro-
statycznym oddziatywaniu peptydu z powierzchnia btony
komoérkowej. Ujemnie natadowana btona komorkowa ta-
czy si¢ z dodatnio natadowanym peptydem [7]. Po zwia-
zaniu si¢ z blong peptydy zaburzaja jej strukture i narusza-
ja jej ciaglosé. W zaleznosci od budowy peptydu istnieja
trzy mechanizmy niszczenia bton: ,,klepek beczki”, ,,pier-
Scieniowy” lub ,,dywanowy”.

3.1. Model ,,klepek beczki”

W modelu ,.klepek beczki” (barrel-stave model) peptydy
majace strukture o-helisy tworza wiazke w blonie z kana-
fem w jej centrum (ryc. 1). Przypomina to beczke zbudo-
wang z klepek. Klepkami sa peptydy umieszczone w blo-
nie. Hydrofobowe regiony helisy ustawiajg si¢ w regionie
lipidéw btonowych, natomiast hydrofilowa cz¢s¢ peptydu
wiaze si¢ z hydrofilowymi glowami lipidéw i tworzy we-
wnetrzng czegs¢ szezeliny. Pory powstate w btonie powodu-
ja wyciekanie elementéw cytoplazmy i spadek potencjatu
btonowego [35]. Peptydy liczace mniej niz 23 aminokwa-
sy nie maja wystarczajacej dtugosci, aby przejs¢ przez
btong i niszczy¢ ja na zasadzie modelu ,.klepek beczki”
[26]. Peptydami, ktére powoduja niszczenie btony na za-
sadzie mechanizmu ,.klepek beczki” sa: gramicydyna A,
alametycyna [21].

3.2. Model ,,pierscieniowy”

W modelu ,,pierscieniowym” (toroidal-pore model) pep-
tydy przeciwbakteryjne przenikaja w dwuwarstwe lipido-
wa btony i powoduja, ze monowarstwa lipidowa zagina si¢
do wnetrza i tworzy szczeling (ryc. 2). W szczelinie znaj-
duja si¢ gtowy lipidowe oraz peptydy. W tym typie nisz-
czenia btony, polarne fragmenty peptydu wiaza si¢ z po-
larnymi glowami grup lipidowych [7]. Model ten rézni
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Tabela 1. Peptydy przeciwnowotworowe

Nazwa peptydu Sekwencja aminokwasowa Dziatanie
Peptydy przeciwbakteryjne jako leki przeciwnowotworowe
Cekropina A KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIIKAGPAVAVVGQATQIAK whasciwosd cytolityczne w stosunku do komdrek
nowotworowych
Cekropina B KWKVEKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL whasciwosd cytolityczne wstosunku do komérek
nowotworowych
Magainina 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS whasciwosci cytolityczne w stosunku do komérek
9 nowotworowych
Aureina 1.2 GLFDIKKIAESF wiasciwosci cytolityczne w stosunku do komdrek
: nowotworowych
Citronina 1.1 GLEDVIKKVASVIGGL whasciwosci cytolityczne w stosunku do komérek
pina f. nowotworowych
Melittvna GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ wiasciwosci cytolityczne w stosunku do komdrek
y nowotworowych
Defensyna (HNP-2) CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC whasciwosd cytolityczne w stosunku do komérek
nowotworowych i hamowanie angiogenezy
Laktoferrycyna B FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF niszczenie btony komérkowej komérek nowotworowych
i niszczenie mitochondriéw
Tachvolesyna KWCFRVCYRGICYRRCR niszczenie komérek nowotworowych przez wiazanie sie
ypiesy z hialuronianem
PR-39 RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRPPREP  WZ10Stekspresjisyndekanu-1 hamowanie migracj

i tworzenia przerzutéw

Peptydy syntetyczne jako leki przeciwnowotworowe

CA(1-8)MA(1-12) KWKLFKKIGIGKFLHLAKKF destabilizacja btony komdrkowej komdrek nowotworowych
CAMEL KWKLFKKIGAVLKVL niszczenie btony mitochondrialnej komdrek nowotworowych
DKRL, KLIRLLKKLIRLILK wiasciwosci cytolityczne w stosunku do komdrek
nowotworowych
DKL, LKILKKLIKKLLKLL whasciwosci cytolityczne w stosunku do komérek
nowotworowych
niszczenie komérek srddbtonkowych naczyr krwionosnych
RGD-4C- (KLAKLAK), ACDCRGDCFCGGklaklakklaklak guzéw i komdrek nowotworowych przez dezorganizacje

btony mitochondriéw

PTD-5-,(KLAKLAK),

RRQRRTSKLMKRGGKklaklakklaklak

dezorganizacja btony mitochondriéw

wigzanie sie z biatkiem aminopeptdazy N i hamowanie

NGR NGR .
angiogenezy
RGD RGD Wwigzanie sig z receptorem integrynowym a 8, i hamowanie
angiogenezy
YIGSR YIGSR blokowanie dziatania lamininy 1; hamowanie adhezji
komérek nowotworowych
EC-1 WTGWCLNPEESTWGFCTGSF hamowanie fosforylacji domeny ErbB2; zmniejszenie
proliferacji komérek nowotworowych
HWGF HWGF hamowanie metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9; blokowanie
migracji komdrek nowotworowych
F56 WHSDMEWWYLLG blokowanie aktywnosci VEGF
SP5.2 NGYEIEWYSWVTHGMY blokowanie aktywnosci receptora VEGFR1 (Flt-1)
BP1 SHRYRLAIQLHASDSSSSCV blokowanie aktywnosci receptora VEGFR1 (FIt-1) i jego
wigzania z biatkiem PIGF
K237 HTMYYHHYQHHL blokowanie aktywnosci receptora VEGFR2 (KDR)

Duzymi literami oznaczone s3 aminokwasy w formie L, natomiast matymi literami aminokwasy w formie D.
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Ryc. 1. Model , klepek beczki”. W modelu tym peptydy kumulujg sie na
powierzchni btony. Nastepnie peptydy wchodza w dwuwarstwe
lipidowa na ksztatt klepek beczki i tworza pory. Hydrofobowe
regiony helisy ustawiajg sie w regionie lipidéw btonowych,
natomiast hydrofilowa cze$¢ peptydu tworzy wewnetrzng czes¢
szczeliny. Na czerwono zaznaczono rejony hydrofilowe peptydu,
na niebiesko rejony hydrofobowe

0$33383828282088

B RO
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Ryc. 2. Model , pierscieniowy” Zwigzane z btong peptydy grupuja sie,
a nastepnie zaginaja monowarstwe lipidowa, przez co powstajacy
otwor (por) jest wyscielony przez lipidowe gtowy oraz przez sam
peptyd. Na czerwono zaznaczono rejony hydrofilowe peptydu, na
niebiesko rejony hydrofobowe

si¢ od modelu ,.klepek beczki” tym, ze peptydy sa zawsze
zwigzane z glowami lipidéw, nawet podczas przenikania
w warstwe lipidowa. Peptydami, ktére powoduja niszcze-
nie blony na zasadzie mechanizmu ,,pierscieniowego” to:
melittyna, magainina [37].

3.3. Model ,,dywanowy”’

W modelu ,,dywanowym” peptydy nie przenikaja w dwu-
warstwe lipidowa, ale kumuluja si¢ na jej powierzchni
(ryc. 3). Wiaza sie elektrostatycznie z gtowami fosfoli-
pidowymi w wielu miejscach pokrywajac powierzchnig
btony [7]. Takie ,,dywanowe” utozenie peptydéw na po-
wierzchni btony powoduje jej destabilizacjg. Prowadzi to
do jej peknigcia, obnizenia potencjatu btonowego i wy-
ciekania sktadnikéw cytoplazmy z komorki [35]. Peptydy

Ryc. 3. Model ,dywanowy”. Peptydy na zasadzie oddziatywania
elektrostatycznego t3cza sie z gtowami lipidow btonowych
pokrywajac btone jak dywan. Peptyd powoduje niszczenie btony
podobnie jak detergenty, niszczac wiazania lipidowe lub prowadzac
do powstania miceli. Na czerwono zaznaczono rejony hydrofilowe
peptydu, na niebiesko rejony hydrofobowe

niszcza btong przez zerwanie wiazan lipidowych, podob-
nie jak to si¢ dzieje z uzyciem detergentéw. Mozliwe jest
réwniez tworzenie miceli z fragmentéw blony po znisz-
czeniu dwuwarstwy lipidowej. Peptydem, ktéry powodu-
je niszczenie blony na zasadzie mechanizmu ,,dywanowe-
go” jest cekropina.

4. PobziAt PEPTYDOW PRZECIWBAKTERYJNYCH STOSOWANYCH
W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE)

Peptydy najczesciej nie majq okreslonej konformacji w roz-
tworach wodnych. Natomiast, gdy zwiaza si¢ z btona ko-
morkowa przybieraja odpowiednia strukturg drugorzedo-
wa. Mozemy zatem wyrézni¢ peptydy, ktére maja ksztalt
o-helisy, B-harmonijki lub peptydy liniowe.

4.1. Peptydy zawierajace strukture o-helisy

Jest to najliczniejsza grupa peptydéw, ktéra wykazuje wia-
Sciwosci niszczenia bton komoérek bakterii, bton komorek
nowotworowych, a takze po dostaniu si¢ do komorki eu-
kariotycznej — bton mitochondrialnych.

Do tej grupy peptydéw przeciwbakteryjnych wykazujacych
wlasciwosci przeciwnowotworowe zaliczamy cekroping
A i B. Cekropiny po raz pierwszy opisano u émy Hyalophora
cecropia. P6zniej znaleziono te peptydy réwniez u ssakow.
Sktadaja si¢ one z 34-39 aminokwaséw. Cekroping A
(KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIIKAGPAVAVVGQATQIAK) i cekro-
ping B (KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL)
cechuje obecnos¢ dwéch a-helis. Zaréwno cekropina A,
jak i cekropina B wykazuja wtasciwosci cytolityczne w sto-
sunku do kilku réznych linii komérek nowotworowych. Nie
powoduja one niszczenia prawidtowych komérek fibrobla-
stéw, limfocytéw i erytrocytow w stezeniu toksycznym dla
komoérek nowotworowych [26]. Istnieja dane wskazujace,
ze cekropiny A i B wykazuja duza toksycznos¢é wzgledem
komorek raka pgcherza moczowego z niewielkim efektem
toksycznym w stosunku do komérek prawidtowych fibro-
blastéw [41]. Skojarzenie cekropiny A z 5-fluorouracylem
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przynosi dodatkowy efekt cytotoksyczny przeciwko ko-
morkom ostrej biataczki limfatycznej. Kombinacja pep-
tydow przeciwbakteryjnych i chemioterapeutykéw moze
by¢ zatem uzyteczna w terapii przeciwnowotworowej [26].

Peptydem zawierajacym struktur¢ o-helisy jest tak-
ze magainina. Jest to peptyd izolowany ze skéry zaby
afrykanskiej Xenopus laevis. Magaininy sa zbudowa-
ne z 21-27 aminokwaséw. Peptydy te wykazuja sil-
ne wlasciwosci przeciwnowotworowe. Magainina 2
(GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS) jest peptydem,
ktéry zabija komérki nowotworowe w stezeniu 2—10 razy
nizszym niz dla komérek prawidlowych [22]. Wykazuje
ona toksyczno$¢ wzgledem komorek raka pgcherza mo-
czowego, piersi, komoérek biataczki i innych komérek no-
wotworowych [25]. Magainina A powoduje tworzenie si¢
poréw w btonach mitochondrialnych [26].

Aureina 1.2 jest izolowana z komorek skory australijskiej
zaby Litoria raniformis. Zbudowana jest z 13 aminokwa-
séw. Peptyd ten jest toksyczny dla 57 z 60 testowanych
ludzkich komérek nowotworowych i nie jest toksyczny dla
erytrocytow [19].

Z komorek skéry zaby drzewnej Litoria citropa wyizo-
lowano peptyd Citropina 1.1 (GLFDVIKKVASVIGGL).
Sktada si¢ on z 16 aminokwaséw i, podobnie jak aureina,
zabija komoérki nowotworowe w stgzeniu nizszym niz he-
molizuje erytrocyty [19].

Peptydem przeciwbakteryjnym majacym konforma-
cje o-helisy jest melittyna (GIGAVLKVLTTGLPA
LISWIKRKRQQ). Jest ona zbudowana z 26 aminokwa-
sOw i wystepuje w jadzie pszczoty miodnej Apis mellifera.
Melittyna wykazuje wilasciwosci lityczne zaréwno dla
komoérek nowotworowych, jak i komérek prawidtowych.
Cechuje si¢ silnymi wtasciwosciami hemolitycznymi [37].
Jednak komorki biataczki mysiej sa 10 razy bardziej wraz-
liwe na jej dziatanie niz komérki prawidlowe. Melittyna
moze by¢ réwniez potaczona z awidyna. Takie potaczenie
sprawia, ze awidyna jest swoiscie cigta przez metaloprote-
inazg 2, ktéra wystepuje w nadmiarze w komoérkach nowo-
tworowych i komérkach §rédbtonkowych naczyi nowotwo-
rowych. Pozwala to na wzglednie swoiste zabijanie przez
melittyng¢ komoérek z duza iloscig tej metaloproteinazy [18].

4.2. Peptydy zawierajace strukture 3-harmonijki

Niektore peptydy, ktére wykazuja wlasciwosci przeciw-
nowotworowe, przyjmuja w blonie komdrkowej struktu-
r¢ B-harmonijki.

Do tej grupy peptydéw zalicza si¢ defensyny. Jest to gru-
pa peptydéow zbudowanych z 29 do 45 aminokwasow.
Charakterystyczna dla tej grupy jest obecnos¢ szesciu cy-
stein, ktore tworza trzy wiazania dwusiarczkowe. Wigzania
te nadaja peptydom strukture B-harmonijki [19]. Najlepiej
poznane sa defensyny izolowane z ludzkich komoérek.
Ludzkie a-defensyny pochodza z ludzkich neutrofili (hu-
man neutrophil peptide — HNP) i z komérek Panetha,
ktére umiejscowiaja si¢ w dolnych czesciach krypt jeli-
towych. Natomiast B-defensyn sa izolowane z komdrek
nablonkowych wielu narzadéw [26]. Defensyny zabija-
ja rézne komorki nowotworowe, np.: komoérki szpiczaka,

chtoniaka, raka jamy ustnej. Poza tym wykazano, ze a-
defensyny hamuja angiogeneze¢ przez wiazanie si¢ z inte-
gryng o.f3,. Proces ten hamuje zalezne od VEGF (vascular
endothelial growth factor) wiazanie integryny z fibronek-
tyna, i w konsekwencji, migracj¢ komodrek srédbtonko-
wych [26]. Stosowanie w terapii przeciwnowotworowej
defensyn jest jednak ograniczone przez ich toksycznos¢
dla fibroblastéw.

Laktoferrycyna jest peptydem powstalym w wyniki hy-
drolizy przez kwasna pepsyng laktoferryny, biatka wig-
zacego zelazo. Jest ona obecna w neutrofilach, w mleku
i Slinie. Laktoferrycyna, izolowana z krowiego mleka (lak-
toferricin B—- FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF)
jest zbudowana z 25 aminokwasOéw. Zawiera w swojej se-
kwencji dwie cysteiny tworzace wiazanie dwusiarczkowe.
Laktoferrycyna wykazuje silne wlasciwosci przeciwnowo-
tworowe przeciwko komérkom biataczki, widkniakomig-
saka, neuroblastomy i innym typom nowotworéw [16].
Peptyd ten zabija komérki w st¢zeniu, ktére nie jest tok-
syczne dla komoérek prawidtowych. Wiaze si¢ on z btona
komoérkowa i powoduje tworzenie w niej poréw. Przez po-
wstate pory do komorki dostaje sig peptyd, ktéry powoduje
niszczenie mitochondriow i, w rezultacie, Smieré¢ komorki.
Mimo ze laktoferrycyna nie niszczy komérek nowotworo-
wych po podaniu dozylnym, to podanie miejscowe hamuje
wzrost guzow i tworzenie przerzutéw. Hamowanie proli-
feracji i migracji komérek srédbtonkowych jest spowodo-
wane zahamowaniem aktywnosci bFGF (basic fibroblast
growth factor) i VEGF przez laktoferrycyng.

Tachyplesyna jest peptydem zbudowanym z 17 aminokwa-
séw (KWCFRVCYRGICYRRCR) pochodzacym z kraba
Tachypleus tridentatus. W czasteczce tej znajdujq si¢ dwa
wigzania dwusiarczkowe, pozwalajace peptydowi uzyskac
strukture B-harmonijki. Tachyplesyna zabija komérki nowo-
tworowe przez wiazanie do hialuronianu, ktéry wystepuje
w nadmiarze w komérkach ludzkiego raka gruczotu kro-
kowego. Hialuronian ulega wysokiej nadekspresji zarow-
no w wielu typach komoérek nowotworowych, jak i w bto-
nie komorek srédbtonkowych bioracych udziat w procesie
tworzenia nowych naczyn krwionosnych. Skonstruowano
réwniez chimeryczny peptyd zawierajacy motyw amino-
kwasowy RGD (rozpoznajacy integryne o f3,) oraz tachy-
plesyng jako domeng efektorowa. Po dostaniu si¢ do wne-
trza komorki peptyd ten niszczy mitochondria i powoduje
Smier¢ komoérek w procesie apoptozy. Podanie tego chime-
rycznego peptydu znacznie hamuje wzrost guzow czernia-
ka B16 u myszy [8].

4.3. Peptydy liniowe

Jednym z niewielu peptydéw liniowych majacych wta-
Sciwosci przeciwnowotworowe jest peptyd PR-39
(RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP).
Jest on izolowany z jelita cienkiego Swini i z neutrofili.
Zbudowany jest z 39 aminokwaséw i nie ma okreslone;j
konformacji. PR-39 przechodzi do wngtrza komoérki bez
niszczenia blony komoérkowej. Po dostaniu sig do cytopla-
zmy wiaze si¢ z odpowiednimi biatkami, ktére zwigksza-
ja ekspresje syndekanu 1. Nadekspresja tego biatka moze
hamowac migracj¢ komorek i tworzenie przerzutéw, gdyz
zwigkszony poziom syndekanu 1 jest zwiazany z redukcja
inwazyjnosci komérek nowotworowych [19].
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Biblioteka fagowa posiada

wszystkie mozliwe kombinacje
- np. 12 aminokwasowych sekwenji.
Sekwencje te s3 whudowane
i el do biatek kapsydu fagdw filamentarnych
&5 Teoretycznie tylko jedna z sekwencji
® peptydowych powinna wiazac sig
z biatkiem znajdujacym sie na plytce
Niezwiazane fagi s3 wyptukane, a fagi
wigzane z plytka wymywane,
ponownie namnazane i umieszczane
»

na plytce pokrytej biatkiem (proces ten
jest powtarzany przynajmniej 3-krotnie)

g ’l \ Po 3 rundach pojedyncze klony s3
4

L)

izolowane i sekwencjonowane

Ryc. 4. Przeszukiwanie biblioteki fagowej, identyfikacja i izolacja swoistego
peptydu wigzacego sie z okreslonym biatkiem. Na ptytke pokryta
okreslonym biatkiem nanoszone sg fagi biblioteki fagowej. Fagi
wiaza sie z biatkiem i pozostaja na ptytce. Niezwiazane fagi s
odptukiwane. Nastepnie zwigzane z biatkiem fagi s3 wymywane,
namnazane i nanoszone ponownie na plytki optaszczone
biatkiem. Proces ten jest powtarzany 3-krotnie. Pojedyncze
klony sq izolowane i sekwencjonowane. Otrzymana sekwencja
aminokwasowa zostanie nastepnie wykorzystana do chemicznej
syntezy okreslonego peptydu

5. PEPTYDY SYNTETYCZNE JAKO LEKI PRZECIWNOWOTWOROWE

te aktywuja wzrost komérek nowotworowych, ich prze-
zycie, migracj¢ [30]. Réznice w rodzaju i liczbie recepto-
row na powierzchni komérek nowotworowych moga by¢
wykorzystane w terapii celowanej przeciwko komérkom
nowotworowym lub komérkom Srodowiska guza. Z taki-
mi celami molekularnymi moga si¢ taczy¢ swoiscie pep-
tydy otrzymywane syntetycznie. Przyktady takich pepty-
déw zamieszczono w tabeli 1.

6. IDENTYFIKACIA SWOISTYCH PEPTYDOW

Najczesciej swoiste peptydy uzyskuje si¢ za pomoca bi-
blioteki fagowej peptydéw lub za pomoca peptydowych
aptamerow.

Biblioteka fagowa zawiera wszystkie mozliwe kombina-
cje krétkich (np. 7 czy 12 aminokwasowych firmy New
England Biolabs) aminokwasowych sekwencji. Z biblio-
teki tej mozna zidentyfikowac¢ i wyizolowac peptydy, kt6-
re beda si¢ wiazaty ze Scisle okreslonym biatkiem [23,29].
Najczesciej chodzi o wigzanie peptydu z biatkiem recep-
torowym lub okreslonym ligandem (ryc. 4).

Aptamery peptydowe podobnie jak biblioteki fagowe moga
stuzy¢ do poszukiwania peptydéw o scisle okreslonym po-
winowactwie do szukanych czasteczek — najczesciej recep-
toréw lub ligandéw. Nazywa si¢ je czasami ,,chemicznymi
przeciwciatami” [20]. Aptamery mozna uzyskiwac selek-
cjonujac z puli o losowych sekwencjach takie, ktére wia-
73 docelowa czasteczke najbardziej swoiscie [6]. Zaletami
aptamerdw jest ich duza swoisto$¢ wigzania z okreslony-
mi celami molekularnymi. Aptamery nie wykazuja wta-
Sciwosci immunogennych [20]. Poza tym, ze wzgledu na
swoje mate rozmiary, tatwiej docieraja do komoérek nowo-
tworowych. Sa jednak szybko usuwane z krwi.

7. MECHANIZM DZIALANIA SYNTETYCZNYCH PEPTYDOW

Peptydy naturalnie wystepujace maja czesto wiasciwosci
hemolityczne, ktére uniemozliwiaja ich uzycie w terapii in
vivo. Dlatego coraz wigcej prob dotyczy uzyskania pep-
tydéw syntetycznych, ktore takich wtasciwosci nie maja.

Latwos¢ ich syntezy i mozliwo$¢ modyfikacji aminokwa-
séw pozwala na projektowanie nowych peptydéw o okre-
Slonych wiasciwosciach [24]. Ze wzgledu na swoje male
rozmiary peptydy potrafia glgboko przenika¢ tkanke doce-
lowa [28]. Na ogdt peptydy sa mniej immunogenne w po-
rownaniu do czgsto stosowanych w terapii bialek. Poza
tym odpowiednio zaprojektowane i skonstruowane pep-
tydy zawieraja sekwencje umozliwiajace dos¢ duza swo-
isto$¢ wiazania z odpowiednim celem komérkowym [36].

W poréwnaniu z komérkami prawidtowymi komérki no-
wotworowe czy komorki mikrosrodowiska guza maja duzo
wigcej niektorych receptoréw [15,39,44]. Komérki nowo-
tworowe cechuja si¢ np. zwigkszong liczba receptorow
zrodziny VEGFR (receptor naczyniowo-Srédbtonkowego
czynnika wzrostu), ktére biorg udzial w tworzeniu naczyn
krwionosnych w obrgbie guza, a takze w stymulacji wzro-
stu komérek nowotworowych oraz ich migracji i tworzeniu
przerzutéw [12,13]. Receptorami wystgpujacymi w zwigk-
szonej liczbie w nowotworach sg takze receptory z rodzi-
ny EGFR (receptor czynnika wzrostu naskérka). Biatka

Dzigki wykorzystaniu bibliotek fagowych, czy aptame-
réow, mozliwe jest znalezienie peptydéw blokujacych lub
aktywujacych docelowe biatka w komérkach nowotworo-
wych oraz w komdrkach mikrosrodowiska guza. Peptydy
te moga mie¢ wlasciwosci antyangiogenne, moga wply-
wacé na zmniejszanie zdolnosci do przerzutowania nowo-
tworu, a takze blokowa¢ enzymy, ktérych aktywnos¢ jest
niezbgdna we wzroscie guza [5,10].

7.1. Peptydy niszczace blone komorkowa komorek
nowotworowych lub ich mitochondria

Jednym z przyktadéw takich peptydow jest peptyd zbu-
dowany z fragmentu cekropiny A i fragmentu magaini-
ny 2 (CA(1-8)MA(1-12)). Aminokwasy 1-8 sa pierwszy-
mi o§mioma aminokwasami cekropiny A, a aminokwasy
9-20 pierwszymi dwunastoma aminokwasami magaininy
2. Peptyd ten wykazuje silne wtasciwosci przeciwnowo-
tworowe przy jednoczesnym braku wilasciwosci hemoli-
tycznych. Peptyd ten przybiera konformacj¢ a-helisy, co
umozliwia mu oddzialywanie z ujemnie naladowana bto-
na i pozwala na jej destabilizacje [3,38].

Peptydem bedacym hybrydem fragmentu cekropiny
A i fragmentu melittyny jest CAMEL (CA(1-7)M(2-9)).
Powoduje on niszczenie btony komérek bakterii, a takze
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btony mitochondrialne;j. Peptyd ten nie wykazuje wiasci-
wosci hemolitycznych. Peptyd CAMEL umiejscawia si¢ na
mitochondriach i powoduje ich pecznienie i dezorganiza-
cj¢ btony mitochondrialnej, co w konsekwencji prowadzi
do $mierci martwiczej komoérek. Podanie peptydu CAMEL
myszom z guzami czerniaka mysiego B16-F10 powodowa-
o znaczne zahamowanie wzrostu guzéw, a dodatkowe po-
danie plazmidowego DNA zawierajacego gen mysiej [L-12
pozwolito na catkowite wyleczenie 60% myszy leczonych
[Smolarczyk i wsp., 2009, wystana do redakcji].

Syntetycznym peptydem wykazujacym wilasciwosci prze-
ciwnowotworowe jest peptyd D-K R,L,. Jest to peptyd zbu-
dowany z 3 rodzajéw aminokwasow: leucyny, lizyny i argi-
niny, z ktérych 1/3 jest w postaci D-aminokwaséw. Peptyd
ten powoduje $§mier¢ komoérek czerniaka B16-F10, ale nie
fibroblastéw. Peptyd nie ma wtasciwosci hemolitycznych
[33]. Dozylne podanie peptydu hamuje wzrost raka ptuca
myszy. Peptyd D-K L, wiaze sig swoiscie z fosfatydylo-
seryna wystepujaca w zewngetrznej stronie btony komérek
nowotworowych (w komérkach prawidtowych fosfatydylo-
seryna znajduje si¢ po wewngtrznej stronie blony). Peptyd
ten jest zbudowany z aminokwaséw zaréwno w postaci D
jak i L. Papo i wsp. wykazali, ze podanie tego peptydu
D-K,L, hamuje wzrost guzéw gruczotu krokowego i raka
piersi oraz tworzenie przerzutéw u myszy [31,32].

7.2. Peptydy wiazace si¢ z komérkowymi receptorami

Swoiste dostarczanie peptydéw do okreslonych komérek
w organizmie jest duzym postgpem w terapii przeciwno-
wotworowej. Czgsto celem terapii sa swoiste dla komo-
rek nowotworowych czy komérek mikrosrodowiska guza
receptory dla niektérych bialek. Przyktadem moze byc
swoiste wigzanie si¢ peptydu zawierajacego motyw NGR
z biatkiem aminopeptydazy N. Biatko to ulega nadekspre-
sji w komérkach §rédbtonkowych naczyn nowotworowych
oraz w samych komdérkach nowotworowych. Zahamowanie
aktywnosci aminopeptydazy N przez peptyd zawierajacy
motyw NGR hamuje proces angiogenezy [1,4].

7.3. Peptydy wiazace sie z biatkami
powierzchniowymi

Biatka powierzchniowe komérek wiazace si¢ z réznymi
elementami macierzy pozakomorkowej odgrywaja duza
role w powstawaniu przerzutow oraz procesie angiogene-
zy. Peptydy hamujace aktywnos¢ tych biatek moga by¢ wy-
korzystane w terapii przeciwnowotworowe;j.

Peptydem syntetycznym jest peptyd chimeryczny RGD-
4C- (KLAKLAK),. Motyw RGD umozliwia swoiste wig-
zanie sie z integryna o, 3, ktéra wystepuje w wigkszej ilo-
Sci w komdrkach srédbtonkowych naczyi nowotworowych
oraz w niektorych typach nowotworéw, np. w mysim czer-
niaku B16-F10 [40]. Domena efektorowa jest zbudowana
z D-aminokwaséw KLAKLAKKLAKLAK. Powoduje
ona niszczenie mitochondriéw po dostaniu si¢ tego pep-
tydu do wnetrza komorki 1 Smier¢ w procesie apoptozy
[11]. Podanie tego peptydu myszom z guzami czerniaka
B16-F10 znacznie hamuje ich wzrost [40].

Wczesniej wspomniany motyw RGD swoiscie rozpozna-
je integryne o, B,. Zwiazanie si¢ peptydu RGD z domena

o, B, hamuje proces angiogenezy, migracje komoérek nowo-
tworowych oraz tworzenie przerzutow [43,47].

Przyktadem peptydu syntetycznego jest takze peptyd
YIGSR, ktéry blokuje dziatanie lamininy 1. Laminina 1 jest
biatkiem powierzchniowym, ktére wystepuje w duzej ilosci
na powierzchni wielu typéw nowotworéw. Zablokowanie
tego biatka hamuje przyleganie komdrek nowotworowych
do macierzy pozakomoérkowej, przez co zmniejsza ich mi-
gracje [46].

7.4. Inhibitory kinaz

Kinazy biatkowe odgrywaja wazna rolg w wielu procesach,
takich jak apoptoza, podzialy komérkowe czy transkryp-
cja genéw [34]. Poszukuje si¢ wigc peptydéw blokujacych
wiazanie kinaz z ich substratami. Receptory tyrozynowe
naskérkowego czynnika wzrostu EGF (epidermal growth
factor) i ErbB2 (erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 2) ulegaja nadekspresji w wielu nowotworach.
Peptyd EC-1 wiaze si¢ swoiscie z domena ErbB2 i hamu-
je fosforylacje jej wewnatrzkomoérkowej domeny. EC-1 jest
20-aminokwasowym cyklicznym peptydem. Podanie tego
peptydu hamuje proliferacje komdrek raka piersi [34,27].

7.5. Inhibitory proteaz

Komérki nowotworowe wytwarzaja réozne enzymy pro-
teolityczne (katepsyny, metaloproteinazy (MMP), uroki-
nazowy aktywator plazminogenu (uPA)), biorace udziat
w degradacji macierzy pozakomoérkowej [45]. Cykliczny
peptyd zbudowany z czterech aminokwaséw HWGF swo-
iscie hamuje metaloproteinazy MMP-2 i MMP-9, co pro-
wadzi do zahamowania migracji komérek nowotworowych
i zdolnoSci tworzenia przerzutow [4].

7.6. Peptydy antyangiogenne

Angiogeneza polega na tworzeniu nowych naczyn krwiono-
$nych z juz istniejacych [14]. Czynnikiem odpowiedzialnym
za tworzenie naczyn krwionos$nych jest gléwnie naczynio-
wo-§rédblonkowy czynnik wzrostu (VEGF). Biatko to akty-
wuje komorki Srédbtonkowe do podziatéw i tworzenia no-
wych naczyn. Biatko VEGF jest gtéwnym celem w terapii
antyangiogennej [9]. Peptyd F56 (WHSDMEWWYLLG)
wiaze si¢ swoiscie z VEGF 1 blokuje jego wiazanie si¢
z receptorem VEGFRI1 (Flk-1), co w konsekwencji hamuje
wzrost guzéw i tworzenie przerzutéw [2]. Inne peptydy ha-
mujace angiogenezg to peptydy wiazace si¢ z receptorami
VEGFRI1 (Flt-1) i VEGFR2 (KDR). Peptydem, ktéry ha-
muje receptor VEGFRI1 jest SP5.2, zbudowany z 16 amino-
kwaséw (NGYEIEWYSWVTHGMY). Peptyd ten hamuje
proliferacje i migracj¢ komoérek srédbtonkowych oraz two-
rzenie nowych naczyn krwionosnych in vivo [10]. Znany
jest réwniez peptyd BP1 (SHRYRLAIQLHASDSSSSCV),
ktéry swoiscie hamuje wiagzanie lozyskowego czynni-
ka wzrostu PIGF (placenta growth factor) z receptorem
VEGFRI1 [42]. Podanie peptydu BP1 hamowato migracj¢
i przerzutowanie komoérek nowotworowych, a podanie go
myszom z guzami raka piersi MDA-MB-231 zmniejszalo
liczbe spontanicznych przerzutéw o 94%. Natomiast pep-
tydem, ktdry blokuje aktywnos$¢é receptora VEGFR?2 jest
K237 (HTMYYHHYQHHL). W doswiadczeniach in vitro
peptyd ten hamowat proliferacje i migracje komoérek Srod-
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btonkowych. Natomiast w doswiadczeniach in vivo zaob-
serwowano zahamowanie wzrostu guzow raka sutka i two-
rzenia przerzutow [17].

8. PopsumowaNIE

Ze wzgledu na tatwo$¢ otrzymywania i duza skutecznosé
terapeutyczna, peptydy wydaja si¢ obiecujacymi lekami
w terapii przeciwnowotworowej. Naturalnie wystepuja-
ce peptydy przeciwbakteryjne czgsto maja wlasciwosci
przeciwnowotworowe. Peptydy te preferencyjnie wiaza
si¢ z blonami komérek nowotworowych. Natomiast syn-
tetyzowane chemicznie moga si¢ wigzaé swoiscie z okre-
Slonymi celami molekularnymi w komérce. Pod wptywem

PismiennicTwo

swoistych peptydéw komorki nowotworowe moga ginaé
w wyniku niszczenia btony komérkowej lub mitochon-
drialnej. Dziatanie peptydéw moze powodowaé réwniez
zablokowanie aktywnosci wybranych biatek niezbgdnych
w przezyciu, proliferacji, migracji oraz zdolnosci do two-
rzenia przerzutow komoérek nowotworowych. Niezaleznie
od juz istniejacych peptydéw nadal trwaja poszukiwania
nowych peptydéw swoiscie niszczacych komoérki nowo-
tworowe oraz komérki mikrosrodowiska nowotworowego
w tym komorki srédbtonkowe naczyi nowotworowych, ma-
krofagi czy fibroblasty zwigzane z nowotworami. Dopiero
odpowiednia kombinacja lekéw dziatajacych na rézne mo-
lekularne cele, moze przynies¢ sukces w postaci catkowi-
tego wyleczenia.
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