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Membranotropische peptiden zijn korte sequenties die interageren met
membranen. Twee categorieén van zulke bioactieve peptiden werden
hier bestudeerd: cel-penetrerende peptiden (CPPs) en virale
fusiepeptiden (FPs). CPPs zijn vaak kationisch en werden reeds
grondig bestudeerd omwille van hun vermogen voor het openbreken
van celmembranen. Ze worden daarom vaak ingezet voor het
verbeteren van de opname van polaire therapeutische middelen. FPs
daarentegen zijn korte hydrofobe sequenties die terug te vinden zijn in
virale proteinen. Ze vormen een essentieel onderdeel van omhulde
virussen voor het binnendringen van het gastcelmembraan, hetgeen het
virale membraan toelaat om te fuseren tijdens infectie. We hebben
eerder een vectormethode ontwikkeld waarbij FPs van het hepatitis C
virus (HCV) dienst doen als verankeringen in biologische membranen.
Preliminaire resultaten legden een beperkte membranotropische
activiteit bloot, mogelijks door het gebrek aan structuratie, hetgeen
cruciaal is voor het verklaren van membranotropisch gedrag. Dus werd
voorgesteld om conformationeel verstrakte aminozuren in te zetten ter
bevordering van peptidestructuratie. Twee cyclische Trp-surrogaten
werden gekozen voor lokale verstrakking. Geschikte bouwstenen
werden gesynthetiseerd met het oog op hun incorporatie in
ongeordende membranotropische peptiden: de tetrahydro-B-carboline-
afgeleide Tcc en de indoloazepinonstructuur Aia. Deze structuren
worden gekenmerkt door vastgelegde dihedrale hoeken en beperkte
Zijketenoriéntatie, hetgeen de peptidestructuur en/of de
membranotropische activiteit beinvioedt. Om de invioed van lokale
verstrakkingen op membraanactiviteit en structuratie te bestuderen
werden vier referentiepeptiden uitgekozen: een CPP (RW9) en drie
virale peptiden (HCV7, Flav en C8). Deze peptiden werden
gesynthetiseerd via SPPS en de Trp aminozuren werden vervangen
door zowel de Tcc als Aia bouwstenen. Het aantal modificaties en hun
plaatsing werden hierbij gevarieerd, wat aanleiding gaf tot een reeks
van 34 peptiden. Hun membranotropische activiteit werd onderzocht
met behulp van spectrofluorescente titraties in aanwezigheid van
liposomen, hetgeen toeliet de partitiecoéfficiénten (Kp) te bepalen.
Resultaten toonden aan dat activiteitsverhoging bij de introductie van
Tcc of Aia zowel afhankelijk is van de sequentie als van het aantal
modificaties. De meest actieve peptiden waren [Aia*]RW9 (H-RRW-
Aia-Arg-RWRR-NH2) en [Tcc!#C8 (Ac-Tcc-ED-Tce-VGWI-NH2), met
Kp-waarden die driemaal hoger lagen dan diegene van hun
oorspronkelijke tegenhangers. Bijkomende moleculair-dynamische (MD)
simulaties lagen in de lijn van de eerder experimenteel vastgestelde
trends. Verder structureel onderzoek werd uitgevoerd met behulp van
circulair dichroisme (CD) metingen. Tot slot werden fluoresceine-
gelabelde varianten van deze peptiden toegevoegd aan CHO-K1-
celcultuurmedium voor het uitvoeren van permeatiestudies aan de hand
van confocale microscopie. Verdere studies zullen uitwijzen wat het
vermogen van de aangepaste sequenties is in het binnenbrengen van
bioactieve bestanddelen in cellen.




