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Povzetek: Odkritja terapevtsko ucinkovitih molekul, ki tezko prodirajo v tkiva in celice in zato ne pridejo v klini¢no uporabo, so povzrocila iskanje
novih ucinkovitej$ih dostavnih sistemov. Med najnovej$e nosilce ucinkovin v celice spadajo tudi dostavni peptidi, ki lahko neinvazivno prehajajo
membrane in prenasajo v celice najrazlicnej§e molekule. Danes se dostavni peptidi uspesno uporabljajo za vnos nizkomolekularnih ucinkovin,
peptidov, proteinov in nukleinskih kislin tako in vitro kot tudi in vivo na ravni raziskav, nekateri pa se ze tudi klini€no preizkusajo. V tem preglednem
¢lanku predstavljamo strukturo, funkcijo in celi€éne mehanizme vstopa ter moznosti, ki jih dostavni peptidi odpirajo za dostavo farmacevtsko
pomembnih u¢inkovin.

Kljucne besede: dostavni peptidi, dostavni sistemi, proteinske transdukcijske domene, prenos v celico

Abstract: The discovery of potent therapeutic molecules that do not reach clinical application due to poor penetration into the tissues and cells
have fuelled the investigations of new efficient delivery systems. Recently developed cell-penetrating peptides (CPP) non invasively penetrate
cell membrane and are able to translocate different cargoes into the cells. Nowadays CPPs are successfully applied for in vitro and in vivo
delivery of small-molecule drugs, peptides, proteins and nucleic acids in research work, but some of them are currently under clinical evaluations.
In this review we highlight structure, function and cellular uptake mechanisms of CPPs and their potential applications for the delivery of therapeutic

molecules.
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1 Uvod

Eno od pomembnih ovir pri razvoju novih zdravil, ki so usmerjena na
znotrajceli¢ne tare, predstavlja nizka bioloska uporabnost hidrofilnih,
velikih ali nabitih molekul. Molekule, ki se vezejo na znotrajceli¢ne
tar¢e, so ucinkovite le, ¢e lahko prehajajo lipidni dvosloj. Da bi
omogocili u¢inkovitejSo uporabo ucinkovin, ki imajo znotrajceli¢na
taréna mesta, so v zadnjem ¢asu razvili razlicne dostavne sisteme.
Mednje spadajo virusni in nevirusni sistemi. Virusni vektorji so pogosto
ucinkoviti prena$alci, vendar lahko sprozijo imunski odziv, pri in vivo
uporabi pa predstavlja tveganje tudi mozna virusna rekombinacija (1,
2). Med nevirusne dostavne sisteme sodi uporaba liposomov,
polipleksov, nanodelcev, micelijev in dendramerov. V zadnjih letih so
se tem dostavnim sistemom pridruzili peptidi, ki prehajajo celi¢no
membrano in lahko v celico prenesejo razli¢ne snovi. Za to skupino
peptidov, ki so pomembno povecali nabor prenasalcev farmakolosko
ucinkovitih snovi v notranjost celice, se je v tuji literaturi uveljavilo ime
»cell-penetrating peptides« in okrajsava CPP, v€asih pa jih imenujejo
tudi »protein transduction domains,« okrajSano PTDs (3). Slovenska
terminologija za te peptide je Se v pripravi. V tem ¢lanku jih bomo v
skladu z zagasnimi priporocili Terminoloske komisije Slovenskega
biokemijskega drustva imenovali dostavni peptidi in bomo ohranili
mednarodno kratico CPP, prenasano molekulo pa bomo imenovali
tovor (terminoloskih priporocil za to molekulo $e ni).

2 Dostavni peptidi:
razvoj in vrste

Dostavni peptidi so dolgi od 10 do 30 aminokislin in imajo zelo razli¢ne
strukturne znacilnosti, vecini pa je skupen pozitiven naboj pri
fizioloskem pH in amfifilna narava (4). Mehanizem prehoda CPP skozi
membrano $e ni povsem pojasnjen, kljub temu pa vedno vec raziskav
kaze na njihovo uporabnost v raziskavah in potencialno tudi v
medicinski klinicni praksi.

2.1 Pomembni mejniki v razvoju

dostavnih peptidov
Proteine, sposobne prehoda iz celice v celico, so prvi¢ opazili pred
dvema desetletiema, v vecini primerov so bili ti proteini transkripcijski
dejavniki. Prvi opisan je bil Tat transaktivator iz virusa HIV, ki prehaja
membrano in lahko vstopi tudi v jedro (5). Kasneje so odkrili minimalno
peptidno zaporedje Tat, ki Se lahko vstopi v celico. Dolgo je 13
aminokislin imenovali pa so ga Tat-peptid, ki je danes eden najbolje
ovrednotenih CPP (6). Prvi primer CPP, ki ne izvira iz virusa je 16
aminokislin  dolgo zaporedje, ki izhaja iz tretjega heliksa
homeoproteina, ki je produkt gena Antennapedia iz vinske muSice
(Drosophila sp.) — ta CPP so imenovali penetratin (7). Pomemben
mejnik v razvoju dostavnih peptidov kot farmakolo$kih prenasalcev pa
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predstavlja prvi in vivo vnos. Langel in sod. so leta 1998 (8) za
znotrajceli¢no dostavo PNA (peptide nucleic acid) uporabili penetratin
in transportan (himerni amfifilen peptid, glej preglednico 1). PNA je
oligonukleotidni analog pri katerem je ogrodje iz deoksiriboze in fosfata
zamenjano z nenabitim poliamidnim ogrodjem, kar poveca stabilnost
molekule, saj je nukleaze ne morejo razgraditi. Z vnosom PNA, ki je
bila komplementarna mRNA za galaninski receptor tipa 1, so zavrli
izrazanje galaninskih receptorjev pri podgani. Leto kasneje (1999) so
Schwarze in sod. pokazali, da se po intraperitonealnem vnosu biolosko
aktivni encim B-galaktozidaza vezana s Tat porazdeli po celem
organizmu in vstopi v celice vseh tkiv, vklju¢no z mozgani (9). Od takrat
so odkrili ali zasnovali e Stevilne nove dostavne peptide (10-13). V
zadnjem Casu gredo raziskave predvsem v smer povecanja tkivne
oziroma celi¢ne specifinosti pri dostavi u¢inkovin in kombiniranja CPP
z molekulami lipidov (14).

2.2 Splosne znaéilnosti

Dostavni peptid predstavlja vsak peptid, ki lahko prehaja celicno
membrano, vecino od njih sestavlja manj kot 30 aminokislin. Glede na
izvor jih lahko razdelimo na tri skupine: (a) CPP, ki izvirajo iz naravnih
proteinov, (b) himerni CPP, ki so sestavljeni iz dveh ali ve¢ proteinskih

Preglednica 1: Primeri dostavnih peptidov.
Tabel 1: Examples of cell-penetrating peptides.

domen, ki izhajajo iz razli¢nih proteinov, lahko pa tudi delov peptidov -
tak primer je transportan, ki je sestavljen iz peptida mastoparana na C
terminalnem koncu, ter sestavnega dela peptida galanina na N
terminalnem koncu molekule (15); in (c) modelni CPP, ki so ab initio
nacrtovani peptidi in niso homologni naravnim zaporedjem (4, 16). Pri
klasifikaciji CPP lahko upostevamo tudi strukturni vidik ter jin razdelimo
na polikationske, ki v zaporedju vsebuijejo ve¢ argininov in/ali lizinov (tako
so npr. oligoarginini in pVEC) ter amfifilne kot je transportan. Nekateri
najpogosteje uporabljani CPP so predstavljeni v preglednici 1.

3 Mehanizem vstopa v celico
Mehanizem vstopa CPP v celice so razli¢ni in v nekaterih primerih
slabo raziskani. Kljub temu pa se vecina raziskovalcev strinja, da je za
prvi stik med CPP in povr§ino celice odgovorna elektrostatska
interakcija s proteoglikani, medtem ko je mehanizem nadaljnjega
procesa vstopa v celico odvisen od naslednjih parametrov: (a) narave
in sekundarne strukture CPP, (b) sposobnosti interakcije s celi¢no
povrsino in lipidnimi komponentami, (c) narave, vrste in koncentracije
molekule, ki jo prenasa ter (d) vrste celice v katero vstopa in strukture
njene membrane (2, 4).

Ime Skupina Referenca
Zaporedje Izvor

Tat*8-60 proteinski izvor (5)
GRKKRRQRRRPPQ HIV-Tat protein

penetratin (Antp?3-58) proteinski izvor (7)
RQIKIWFQNRRMKWKK homeodomena

pVEC proteinski izvor (17)
LLIILRRRIRKQAHAHSK Zilni endotelni kadherin

transportan himerni CPP (15)
GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL galanin / mastoparan

transportan10 himerni CPP (13)
AGYLLGKINLKALAALAKKIL galanin / mastoparan

MPG himerni CPP (18)
GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV HIV-1 gp41 / SV40~

Pep-1 himerni CPP (19)
KETWWETWWTEWSQPKKKRKV s Trp bogat motiv / SV40**

oligoarginin modelni CPP (20)
Arg8 ali Arg9

MAP modelni CPP (21)
KLALKLALKALKAALKLA

* MPG je sestavljen iz hidrofobne domene, ki izhaja iz fuzijske sekvence HIV gp41 in hidrofiine domene, ki pa izhaja iz motiva za lokalizacijo v

jedro SV40 T-antigena.

** Hidrofobno domeno Pep-1 predstavlja s Trp bogat dimerizacijski motiv HIV-1 reverzne transkriptaze, medtem ko je hidrofiina domena enaka

kot pri MPG.
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Slika 1: Mehanizmi prehoda v celico.
Figure 1: Mechanisms of uptake.

Dostavni peptidi lahko vstopajo v celico na dva nacina: z vezikularnim
transportom s porabo energije oziroma endocitozo ali pasivno s
translokacijo preko lipidnega dvosloja (22), Slika 1. Vezava CPP na
glikozaminoglikanske strukture na povrSini celice omogoca
akumulacijo CPP, preko vpliva na membranske komponente
(organizacija aktina, male GTPaze) pa olajSa endocitozo, kot tudi
pasiven prehod. Makropinocitoza je glavni nacin za internalizacijo
kationskih peptidov, dostavni peptidi pa vstopajo v celice tudi z
endocitozo odvisno od klatrina, lipidnih raftov ali kaveolina. Na nac¢in
endocitotskega vstopa vplivajo poleg narave dostavnega peptida tudi
lastnosti molekule tovora in tip celice. Ve¢ raziskav kaze na to, da je pri
vecini CPP isto€asno prisotnih ve¢ razli¢nih mehanizmov (2). To je Se
posebej znacilno za amfifilne peptide, ki lahko v stiku z lipidnim okoljem
spremenijo sekundarno strukturo in s tem destabilizirajo strukturo

| CPP H tovor |

membrane. Na osnovi tega raziskovalci sklepajo, da je sekundarna
struktura in njena dinamika pomemben dejavnik pri prehajanju
dostavnih peptidov preko membrane (23). Povisanje Iokalne
koncentracije CPP na povrsini celice olajsa neendocitotski vstop, ki je
verjetno povezan z lokalno in za¢asno destabilizacijo membrane. Med
peptide, ki vstopajo pasivno sodita MPG in Pep-1, ki s svojimi
hidrofobnimi deli vstopata v interakcijo z membranskimi lipidi ob tem pa
tvorita zacasne helikalne ali beta strukture. Za oba peptida v povezavi
s tovorom so pokazali, da lahko spontano tvorita komplekse
nanometrskih velikosti, ti pa omogocajo povisanje lokalne koncentracije
peptida na celi¢ni povrsini. Kako tako veliki kompleksi prehajajo
membrano brez negativnih stanskih u¢inkov, (na primer toksi¢nosti) §e
ni znano (24, 25).

Manj je znanega o znotrajcelicnem transportu CPP, ki je klju¢en za to
da molekula, ki jo CPP prenasa, doseze tar¢no mesto. Po
endocitoznem vstopu so CPP zaprti v endosomih. Sposobnost
endosomalnega pobega je pomembna omejitev za dostavo ucinkovin,
v jedro ali citoplazmo. V primeru, ko se CPP predolgo zadrzi v
endosomih, konc¢a v lizosomih, kjer ga proteaze razgradijo. In vitro
lahko uporabimo snovi, ki povzrocijo razpad endo/lizosomov kot je
klorokvin in endosomoliti¢ni polimeri, vendar ti pristopi ve¢inoma niso
primerni za Studije in uporabo in vivo (14). Endosomalni pobeg lahko
omogocimo tudi z modifikacijo CPP, kar je potencialno uporabno in
vivo saj s tem ne povzro¢imo lize celi¢nih organelov. Kadar zelimo s
CPP v celico dostaviti molekulo, npr. fragment nukleinske kisline, ki naj
se vkljuci v celicno DNA (transfekcija) ali vpliva na izrazanje genov, je
pomembno, da konstrukt CPP — tovor doseze celi¢no jedro. Pri tem so
zelo uginkoviti peptidi z motivom za lokalizacijo v jedro (»nuclear
localization signal,« NLS) (2). Znane so Se druge strategije za
povecanie transfekcijske ucinkovitosti, ki npr. pri peptidu Tat vklju€ujejo
tudi fuzijo tega CPP z domeno hemaglutinina - HA2, proteina iz virusa
influence, C terminalno cisteamidacijo in stearilacijo (14).

4 Uporaba dostavnih peptidov

Prednosti CPP kot transportnih molekul so v njihovi majhni
citotoksi¢nosti in dejstvu, da lahko prenasajo molekule zelo razli¢nih
velikosti in lastnosti od nizkomolekularnih u€inkovin do terapevtskih
proteinov ter fragmentov nukleinskih kislin, Slika 2. Z uporabo CPP
lahko izboljsamo prehod ucinkovin preko membrane, da v celici
dosezemo vi§je koncentracije in moc¢nejs$o jakost delovanja. Vse vec
raziskav pa je usmerjenih v povecanje celi¢cno oziroma organelno

Slika 2: Uporaba dostavnih peptidov
za prenos razlicnih vrst
tovornih molekul (prirejeno po

(22)).
Figure 2: Applications of cell

olekularne|
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penetrating peptides for
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(modified from (22)).
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specificne dostave. Poleg prenosa ucinkovin so CPP uporabni tudi za
specificno oznacevanje celic in znotrajceli¢nih tar¢ (4, 22).

Molekula tovora je na dostavni peptid lahko vezana kovalentno ali
nekovalentno. Kovalentno vez lahko vzpostavimo kemi¢no z uporabo
stranske verige primerne aminokisline, na primer amino skupine lizina
ali tiolne skupine cisteina (15). V primeru, da je tovor protein ali peptid
lahko kompleks sintetiziramo ali eksprimiramo v tandemu kot fuzijski
protein (26). Pri kovalentni povezavi se lahko uporabi tudi
bifunkcionalne povezovalne molekule, ki se na eni strani vezejo na
CPP, na drugi pa na molekulo tovora (4). Pri nekovalentni povezavi
pogosto sodelujejo ionske interakcije. Odvisno od lastnosti obeh
partnerjev lahko nastanejo skupki kompleksov, kar vodi v nastanek
nanodelcev, to pa je pri kovalentni vezavi manj verjetno (25).

4.1 Vnos nizko molekvlarnih uéinkovin
Dostavni peptidi se uporabljajo za dostavo ucinkovin, katerih uporabo
omejujejo nekatere lastnosti, kot je velika lipofilnost ali slab prehod in
porazdelitev v tkiva (22). Primer predstavlja dermalni vnos protivnetne
molekule ciklosporina A v povezavi s CPP, ki omogoca prodor
ucinkovine v globlje leze€a tkiva in prenos zadostne koli¢ine ucinkovine
za terapevtski uc¢inek (27). CPP pa so se izkazali tudi kot dobri
prenasalci ucinkovin v rakave celice, ki so odporne na
kemoterapevtike. Primer predstavlja doksorubicin v konjugaciji s Tat-
peptidom in transferinom, ki deluje citotoksi¢no na doksorubicin
odporno celiéno linijo (28). Podobno CPP omogocijo prenos
metotreksata v celi¢no linijo raka na dojkah odporno na to ucinkovino
(29). Te ucinkovine sicer lahko vstopijo v celico, funkcija konjugacije s
CPP pa je, da onemogoci njihovo izErpavanje iz celice.

4.2 Vnos nukleinskih kislin

Prednost nukleinskih kislin  pred tradicionalno uporabljenimi
nizkomolekularnimi zdravili je v zelo veliki specificnosti za taréne
molekule in majhni pojavnosti nezelenih stranskih u¢inkov. V primerjavi
s proteini so prakticno neimunogene. V konjugaciji s CPP so v celice
uspesno vnesli plazmide, protismiselne oligonukleotide in male
interferenéne RNA (siRNA, short interfering RNA) (16). siRNA je
navadno 21-23 baznih parov dolga dvoverizna RNA, ki se vkljuCuje v
utiSanje genov preko uravnavanja razgradnje mRNA (30).

S pomocjo CPP so plazmidno DNA vnesli tako v celice v kulturi kot tudi
in vivo (16). Zaradi velikosti plazmidov in posledi¢no velikega
negativnega naboja je navadno mogocCa le kovalentna vezava. V
primeru nekovalentne vezave plazmidov in tovora, namre¢ nastanejo
zelo veliki kompleksi, ki pogosto ne prehajajo membrane. Vel raziskav
kaze na to, da je za in vivo $tudije prenosa plazmidov bolj primerna
uporaba polimerov in kompleksnih sistemov v primerjavi s preprostimi
CPP pristopi, kjer je prenasalec monomeren peptid. Pri polimernih
oziroma kompleksnih sistemih gre za povezavo posameznih peptidov
v vecjo molekulo, ki omogoca bolj u¢inkovit prenos (16). Transfekcijsko
ucinkovitost Tat-peptida so na primer povecali s tvorbo di- in
tetramerov ali z disulfidno povezavo v linearne polimere (12).

Protismiselna-RNA tehnologija je osnovana na zaporedno specifiéni
interakciji vneSenih oligonukleotidov s komplementarnim zaporedjem
mRNA v citosolu ali jedru. Hibridizacija mRNA z oligonukleotidom
prekine proteinsko sintezo z onemogocCanjem prevajanja genske

310 farm vestn 2009; 60

informacije, z vzpodbujanjem razgradnje mRNA z endogeno RNAzo H
ali s preprecevanjem zorenja pre-mRNA v funkcionalno mRNA (31).
Problem hitre razgradnje oligonukleotidov v celici so uspesno resili z
uporabo razli¢nih sinteticnih analogov, npr. PNA. S konjugacijo
protismiselnih oligonukleotidov s CPP so dosegli bioloski odgovor tako
in vitro kot in vivo. Primer je dostava s transportanom povezane
protismiselne PNA, usmerjene proti elementu, ki je odgovoren za
transaktivacijo (TAR element) genoma virusa HIV v celi¢na jedra, s
¢emer se je zmanjSala transaktivacija HIV-1 v celi¢ni liniji. Ta uspesna
aplikacija je odprla moznosti za razvoj zdravil proti virusu HIV (32).

Uspesnost utiSanja genskega izrazanja s siRNA, ki je bila konjugirana
s Tat- peptidom, je primerljiva tisti, pri kateri so kot transfekcijski medij
uporabili lipofektamin. Z uporabo modificiranega penetratina in
transportana in kovalentno vezano siRNA so v razli¢nih linijah sesal&jih
celic dosegli utiSanje izrazanja reporterskih proteinov (zelenega
fluorescentnega proteina (GFP) in luciferaze) za obdobje do sedmih
dni (83). Vnos siRNA s pomocjo CPP je bil uspesen tudi in vivo pri
zdravljenju tumorjev. S subkutanim vnosom siRNA nekovalentno
povezane s holesterol-oligo-D-argininom so uspesno zavrli izrazanje
angiogenega rastnega faktorja (VEGF), s Cemer se je tumor sedem-
krat zmanjsal (34).

4.3 Vnos proteinov in peptidov

Uporaba eksogenih proteinov in peptidov je dragoceno orodje pri
zdravljenju Stevilnih bolezni, oviro pri uporabi proteinov pa predstavlja
vnos velikih makromolekul v celico. Raziskave kazejo, da je CPP mozno
uporabiti za vnos proteinov velikosti med 30 kDa (npr. GFP) do 120-150
kDa (npr. IgG) (22). Tako so npr. s pomocjo Tat-peptida in penetratina
uspeli vnesti v celice imunoglobuline, ki so po prenosu ohranili
sposobnost vezave na antigen (35). Ucinkovit vnos omogoca tudi
nekovalentna povezava med CPP in proteinom, kar so pokazali s
primerom Pep-1 v kompleksu s peptidi, proteini in protitelesi. Tak§en
pristop poenostavlja pripravo kompleksov, saj ne zahteva dodatnih
kemijskih modifikacij (2).

4.3.1 Raziskave vnosa in vivo

V preteklem desetletju so s pomoc¢jo dostavnih peptidov v sesalcje
celi¢ne linije uspesno vnesli proteine in peptide za zdravljenje razli¢nih
bolezni kot so rak in astma ter bolezni, katerih posledica je apoptoza.
V vecini primerov gre za CPP (Tat-peptid, penetratin, poliarginin,
VP22), ki so kovalentno vezani s peptidi ali proteini ali za fuzijske
proteine (tovor in CPP sta izrazena v tandemu) (2).

Tumorski supresor p53 je DNA vezavni protein, ki lahko sprozi
apoptozo ali izrazanje genov, ki so vkljuceni v biologijo raka in zato
predstavlja taréno molekulo pri zdravljenju raka. Z vnosom CPP
kovalentno vezanih s peptidi, ki izvirajo iz p53, se obnovi funkcija tega
transkripcijskega dejavnika v rakavih celicah. Primer je vnos C-
terminalnega dela p53, ki upocasni rast tumorja po intraperitonealnem
vnosu v misi z B-celi¢nim limfomom (36), podoben ucinek pa ima PNC-
28, ki izhaja iz vezavne domene MDM-2 p53 (10). Proliferacijo celic,
kot posledico raka, so uspeSno zavrli z uporabo peptida iz N-
terminalnega dela Smac proteina, ki inaktivira inhibitorje apoptoznih
proteinov in poveda obdutljivost za pro-apoptozne signale (37). Se ena
uspe$na metoda pa vkljuCuje vnos proteinskih in peptidnih domen
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naravnih proteinskih inhibitorjev (p16""k, p21, p15, p27¥P) od ciklina
odvisnih kinaz, ki so vklju¢ene v uravnavanje celi¢nega cikla (38).

Deregulacija apoptoze je povezana s Stevilnimi boleznimi, za regulacijo
pa se pri raziskavah uspesno uporablja s CPP posredovan vnos
peptidov in proteinov na ravni sesal¢jih celi¢nih linij. Apoptozo so
uspesno zavrli z vnosom inhibitorja kaspaze 8 FLIP (39) in peptida iz
Bcl2 (ki je vkljuCen v regulacijo permeabilnosti zunanje membrane
mitohondrija) (40). V obeh primerih so za prenos uporabili Tat-peptid,
medtem, ko so s Pep-1 vnesli proteine za pospesitev apoptoze
alveolarnih sten v pljucih misi oz. za popravljanje napak pri delovanju
protein kinaze A (41, 42).

Uporaba CPP za prenos u¢inkovin preko krvno-mozganske bariere
predstavlja novo moznost za izbolj$anje izida ishemijskih stanj. Proteine
in peptide, ki preprecujejo mozgansko ishemijo pri poskodbah, npr.
Tat-cJNK peptid ter BelxI protein, ki zmanjSa odmiranje zivénih celic v
podroc¢ju ishemi¢nih poskodb, so vnesli vezane na Tat-peptid (43).
Poleg Tat-peptida, sta prenosa snovi preko krvno-mozganske bariere
sposobna tudi D-penetratin in Pep-1.

V celi¢ni liniji ¢loveskih eozinofilcev so s pomocjo dostavnih peptidov
uspesno preprecili pretiran imunski odziv, kar je pomembno pri
zdravljenju astme. Dominantno negativna oblika Ras ali fosfoinozitol 3
kinaza v povezavi s Tat-peptidom zavirata vnetni odgovor dihalnih poti
(44). Proteini in peptidi vezani na Tat-peptid omogocajo vnos
antigenskih molekul za zdravljenje alergij ali pripravo cepiv (45).

(] oge

5 Tkivna specifiénost

Za uporabo uginkovine v terapevtske namene je klju¢na specifi¢nost za
dolo¢ena tar¢na tkiva, v katera Zelimo dostaviti molekulo tovora.
Specificnost za tumorsko tkivo peptida pVEC so povecali s povezavo
s peptidom PEGA, ki se akumulira v celicah raka dojke. PEGA sam po
sebi ne prehaja celicne membrane, v konjugaciji z dostavnim peptidom
in zdravilom za zdravljenje raka klorambucilom pa omogoc¢a 4-kratno
povecanje ucinkovitosti klorambucila v celi¢nih linijah rakavih celic

(11).

Drugi pristop k povecanju specificnosti dostavnega peptida za taréno
mesto je, da v kompleks CPP-tovor vklju¢ijo zaporedje, ki inaktivira
sposobnost CPP za vstop v celico, a se na tarénem mestu encimsko
cepi. Tako kompleks CPP-tovor vstopa le v tkivo v katerem so specifi¢ni
encimi, ki aktivirajo dostavni peptid. Tako so polikationske CPP
inaktivirali s polianionskimi peptidnimi zaporediji, za reaktivacijo CPP
pa so poskrbele metaloproteaze na tarénem mestu (46).

6 Predkliniéne in kliniéne
raziskave

Trenutno potekajo Stevilne predklini¢ne in tudi nekaj klini¢nih raziskav,
ki temeljijo na dermalnem ali sistemskem vnosu razli¢nih zdravilnih
uc¢inkovin s CPP. Leta 2003 je bila opravljena klini¢na studija faze Il, pri
kateri gre za dermalni vnos kompleksa ciklosporin-poliarginin, ki
ucinkovito prodira v kozo, vstopa v kozne limfocite T in inhibira kozna
vnetja (27). Poteka tudi Studija faze Il zdravljenja akutnega srénega
infarkta in cerebralne ishemije z inhibitorjem protein kinaze C v
kompleksu s Tat-peptidom (47). Obetavne so S$tudije vnosa

oligonukleotidov za popravljanje sestavljanja pre-mRNA z oligoarginini
v povezavi s 6-aminoheksanojsko kislino in zdravljenje razli¢nih bolezni
z vnosom nekovalentnega kompleksa Tat-siRNA (2).

7 Sklep

Dostavni peptidi predstavljajo novo inovativno orodje za povecanje
bioloske uporabnosti potencialno farmakolosko u¢inkovitih molekul, ki
vklju€ujejo nizkomolekularne ucinkovine, peptide, proteine in
nukleinske kisline. Prednost uporabe dostavnih peptidov je v hitrem in
zelo uginkovitem vnosu v celice, stabilnosti CPP v telesnih tekoc¢inah ter
netoksi¢nosti. Uspesnost predklini¢nih Studij je razkrila velike moznosti,
ki jih imajo CPP za uporabo v terapevtske namene, pa naj si bodo z
ucinkovino povezani kovalentno ali nekovalentno. V bliznji prihodnosti
lahko pri¢akujemo prva komercialno dostopna zdravila, ki temeljijo na
uporabi CPP, za prihodnost pa ostane izziv povecanja specificnosti
vnosa Vv tar¢no tkivo.

[ ]
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