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1. Uvod

1.1.Biomimetika

Pojam biomimetika (engl. Biomimetic) datira od 1957. godine, a opisuje koncept
oponasanja prirodnih sustava pri dizajnu novih industrijskih proizvoda.® Taj je pojam kovanica

grckih rije¢i bios (zivot) i mimesis (oponasati) (slika 1.).

OPONASATI
Slika 1. Znacenje pojma "biomimetika".

Koncept biomimetike poznat je od drevnih vremena. Primjerice, Kinezi su ga
primjenjivali prije 3000 godina pokusavajuci pripraviti umjetnu svilu, dok je Leonardo da Vinci
pocetkom 16. stolje¢a proucavao pti¢ji let kako bi konstruirao lete¢u napravu. U Merriam-
Websterovom rje¢niku biomimetika se definira kao studij tvorbe, strukture i funkcije prirodnih
spojeva i1 materijala (poput enzima ili svile) te bioloSkih mehanizama i procesa (npr. sinteza
proteina ili fotosinteza) s ciljem priprave sli¢nih produkata pomoé¢u umjetnih mehanizama.? Kao
sinonimi, u znanstvenoj se literaturi koriste i pojmovi biomimikrija (engl. biomimicry) i bionika
(engl. bionics). Prema definiciji Centra za biomimikriju Drzavnog sveuéiliSta u Arizoni,
biomimikrija predstavlja disciplinu koja oponasa prirodne strategije i principe s ciljem stvaranja
odrzivih rjeSenja za izazove s kojima se suodavamo u svakodnevnom Zivotu.® Pojam bionika
ces¢e se koristi u inzenjerskim disciplinama, a odnosi se na kopiranje i preuzimanje ideja iz
prirode. Osim spomenutih sinonima, u novije se vrijeme sve Ce$ée koristi izraz ,bioloski
inspiriran* (engl. bioinspired, biologically inspired).

Biomimetika je interdisciplinarno podru¢je koje objedinjuje biologiju, fiziku, kemiju i
znanost o materijalima,*® a kao koncept se primjenjuje i u arhitekturi i ekonomiji. U nedavno
napisanom pregledu bioinspiriranih i biomimetickih materijala,® biomimikrija ili bioinspiracija
podrazumijeva shvacanje i primjenu prirodnih principa i izgradnji visoko-kompleksnih i
sofisticiranih inZenjerskih modela namijenjenith za rjeSavanje izazova s kojima se suocava
dana$nje ¢ovjeCanstvo. Prirodni prirucnik rjeSenja je itekako iscrpan ako se ima u vidu da su
prirodni materijali i sustavi razvijeni na nac¢in da mogu obavljati brojne i1 raznolike funkcije
poput strukturne potpore, prijenosa signala, kretanja, opaZanja, katalize, prijenosa naboja,

molekulskog prepoznavanja, samoudruzivanja, samoorganiziranja, samoreplikacije, itd. U¢enje i
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stjecanje nadahnuc¢a iz tako iscrpnog izvora prirodnih rjeSenja te izravna primjena prirodnih
principa predstavljaju izuzetno u¢inkovit pristup u rjesavanju kriticnih globalnih izazova kao sto

su hrana, voda, domovinska sigurnost, javno zdravstvo icista energija.
1.2. Biomimetika u biotehnologiji i prehrambenoj tehnologiji

Prema UN-ovoj Konvenciji o bioloskoj raznolikosti, biotehnologija podrazumijeva
tehnolosku primjenu bioloskih sustava, zivih organizama ili njihovih dijelova s ciljem priprave
ili modifikacije produkata ili procesa za specifiénu uporabu.” Prema tome, biotehnologija kao
znanstvena disciplina pripada polju biomimetike, te ¢e u ovom odjeljku biti navedeno nekoliko
primjera primjene biomimetike u biotehnologiji i prehrambenoj tehnologiji.

Dizajn samoudruzuju¢ih biomaterijala koji oponasaju slozene bioloske strukture
predstavlja svojevrstan izazovs obzirom da su bioloske strukture bile usavrSavane tijekom
evolucijskog razvoja. Opisane su molekule (slika 2a.) koje se samoudruzuju u nanostrukturirane
gelove (slika 2b.) i induciraju mineralizaciju kostanog tkiva. Tako stvoreni minerali strukturno
su sli¢ni mineralima iz ko$tanog tkiva te se mogu usaditi u o$te¢enu kost (slika 2c.) i poboljsati

regeneraciju kodtanog tkiva.®®
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Slika 2. Samoudruzuju¢i materijali namijenjeni regeneraciji kostanog tkiva.®

Nadalje, pregledni rad objavljen u ¢asopisu Trends in Biotechnology opisuje istrazivanje
terapeutske u¢inkovitosti bioinspiriranih nano- i1 mikrocestica. Takve biomimeticke ¢estice mogu
inkapsulirati i otpustati male molekule i proteine unutar i izvan stanice, a takoder sudjeluju u

izazivanju staninog odgovora. Spomenuti pristup koji ukljucuje i dizajn potrebnih fizikalnih,
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kemijskih i bioloskih parametara primjenjuje se u borbi protiv brojnih bolesti, ukljuéujuéi i
karcinome.*°

Osim u terapiji, biomimetika nalazi svoju primjenu i u procesiranju hrane. Procjena kvalitete
hrane uobicajeno se provodi uz pomo¢ panela za senzorsko ispitivanje. Ta metoda ima odredene
nedostatke kao S§to su stres i umor ispitivaca, relativno dugo trajanje, visoki troskovi te
nemoguénost online pra¢enja. Stoga je razvoj metoda koje omoguéuju objektivnu procjenu
namirnica, a koje pri tom zamjenjuju senzorske panele, od velike vaznosti za prehrambeno
inzenjerstvo. Proucavanje uloge nosa i jezika u prepoznavanju razlicitih molekula mirisa i okusa
potaknulo je istrazivanja irazvoj elektronskog nosa i elektronskog jezika koji oponasaju prirodne
bioloske sustave te se primjenjuju kao biomimetic¢ki senzori okusa i mirisa u prehrambenoj
industriji.***23 Na slici 3. prikazan je e-nos koji oponasa strukturu i funkcionalnost ljudskog

nosa, a primjenjuje se za odredivanje hlapivih sastojaka u namirnicama.***°

Bioloski olfaktorni receptor
olfaktorni
sustav

olfaktorni pupoljak mozak

|dent|f|kaC|Ja
. k 5|gna proceSIra
%j MIRIS |

hlapljiva tvar
Umjetni .
e-nos e procesiranje baza podataka '

senzor

Slika 3. Sli¢nosti izmedu bioloskog olfaktornog sustava i e-nosa.**

2. Mimetici proteina

2.1. Proteini - struktura i svojstva

Proteini (grcki protos; primarni, najviseg prioriteta) su bioloske makromolekule prisutne u
svim stanicama te imaju kljuénu ulogu u odrZzavanju strukture i funkcionalnosti svih oblika
zivota. Sudjeluju u enzimskoj katalizi, prijenosu i pohrani drugih molekula, mehanickoj potpori i
zaStiti imuniteta, koordiniranom kretanju, stvaranju i prijenosu zivéanih impulsa te kontroli rasta
i diferencijacije. Gradeni su iz 20 proteinogenih aminokiselina koje mogu tvoriti 8000 razli¢itih
tripeptida te preko 64 milijuna heksapeptida, $to proteinima osim funkcionalne omogucuje i

veliku strukturnu raznolikost. Razlikuju se u strukturi i svojstvima bo¢nih ogranaka (veli¢ina,
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trodimenzijski oblik, naboj, sposobnost stvaranja vodikovih veza, polarnost te kemijska
reaktivnost) vezanih na glavni lanac ili okosnicu. Peptidna veza kojom se medusobno povezuju
aminokiseline zbog djelomi¢nog dvostrukog karaktera je planarna (atomi C,, C, O, N, H i C,
leze u istoj ravnini) i rigidna (nema slobodne rotacije oko veze izmedu karbonilnog ugljika i
dusikova atoma) (slika 4a.). Rotacija oko jednostrukih veza C,—N i C,—C(O) ovisi o veli¢ini i

naboju bo¢nog ogranka, a omogucuje smatanje (nabiranje) peptidnih lanaca (slika 4b.).

(@) (b)

moguca rotacija

(0]
/krn Co <=——> /\@ Ca AN .
Cal N/ Ca N/ E i
0

ogranicena rotacija

Slika 4. (a) Djelomi¢ni dvostruki karakter amidne veze; (b) Rotacija oko
jednostrukih veza C,—N 1 C,—C(O).

Peptidna veza je vrlo stabilna u laboratorijskim uvjetima (cijepa se nakon dugotrajnog
izlaganja koncentriranim kiselinama ili bazama pri visokim temperaturama), dok se proteini iz
hrane u Zelucu metaboliziraju pri puno blazim uvjetima, zahvaljujué¢i proteolitickom uc¢inku
enzima.

Prirodne L-aminokiseline medusobno se povezuju u polipeptidne lance koji se tijekom i
poslije sinteze smataju (nabiru) tvoreCi brojne razli¢ite konformacije uslijed rotacije oko
formalno jednostrukih veza. Konformacija u kojoj je molekula bioloski aktivna naziva se
nativnom konformacijom i odreduje funkcionalnost pripadajuceg proteina. Nabiranje proteinskih
lanaca igra klju¢nu ulogu u regulaciji bioloske aktivnosti. Vazan faktor koji upravlja nabiranjem
proteina jest raspodjela polarnih i nepolarnih aminokiselina u strukturi proteina. Nepolarni
(hidrofobni) bo¢ni ogranci nakupljaju se u unutrasnjosti molekule kako bi izbjegli kontakt s
vodenom okolinom u stanici. Suprotno tomu, polarni i nabijeni ogranci nastoje se zadrzati blizu
povrsine molekule kako bi mogli stvarati vodikove veze s vodom idrugim polarnim molekulama

u stanici (slika 5.).*%*7



razmotani polipeptid nabrana konformacija u vodenom okruzenju

Slika 5. Nabiranje proteinskog lanca.®

Nabiranje proteinskih lanaca ograniCeno je slabim nekovalentnim interakcijama
(vodikovim vezama, ionskim vezama i van der Waalsovim interakcijama) koje se uspostavljaju
izmedu razli¢itih dijelova lanca (slika 6.). lako su te interakcije i do 300 puta slabije od
kovalentnih veza, njihova brojnost i simultanost omoguéuju da se dvije regije peptidnog lanca
medusobno relativno ¢vrsto povezu. Dakle, stabilnost tako nabranih struktura odredena je
zajednickim utjecajem mnogobrojnih nekovalentnih interakcija, ¢ija je posljedica specificna
trodimenzijska struktura svakog pojedinog proteina. Pogreske u nabiranju proteinskih lanaca
Cesto uzrokuju patoloska stanja. NeZeljena agregacija proteinskih lanaca dovodi do tvorbe
amiloidnih viakana (plaka) koji se nakuplja u tkivima uzrokujuéi teska kroni¢na oboljenja
(amilodioza). Nakupljanjem amiloidnog plaka u mozgu nastaju neurodegenerativne bolesti

(Alzheimerova, Parkinsonova bolest).
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Slika 6. Nekovalentne interakcije koje se uspostavljaju unutar proteinskog lanca.*®
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Biolozi i kemicari razlikuju Cetiri strukturne razine u arhitekturi proteina: I. Primarna
struktura (slijed aminokiselina u lancu), Il. Sekundarna struktura (prostorni odnos
aminokiselinskih ostataka koji su u linearnom slijedu medusobno blizu), Ill. Tercijarna struktura
(prostorni odnos aminokiselinskih ostatak koji su u linearnom slijedu udaljeni) te 1V. Kvaterna
struktura (odnosi se na proteine gradene iz vise polipeptidnih lanaca).

Struktura proteina odreduje njegovu funkcionalnost. U skladu s Ehrlichovim nacelom
“Corpora non agunt nisi fixata” (lat. "Molekule ne djeluju ako nisu povezane™), medusobno
povezivanje dviju molekula nekovalentnim vezama osnovni je preduvjet za postizanje bioloskog
odgovora. Primjerice, vezivanjem antitijela na antigen stimulira se imunosustav, stani¢ne se
reakcije potiCu vezivanjem hormona za receptore na povrSini stanice, kataliza reakcije zapocCinje
vezivanjem enzima za supstrat, itd. Temeljni preduvjet za uspjesno povezivanje dviju molekula
jest njihova strukturna komplementarnost sto podrazumijeva da trodimenzijske strukture moraju
odgovarati jedna drugoj oblikom, veli¢inom, nabojem, te hidrofobnim, odnosno hidrofilnim

svojstvima (slika 7.).

ligand A ligand B

ligand A }/

nekovalentne interakcije

Slika 7. Vezivanje proteinskog receptora i komplementarnog liganda B.

2.2.  Mogu li se peptidi koristiti kao lijekovi?

[ako sudjeluju u vaznim imunoloSkim 1 neuroloSkim procesima peptidi nisu pogodni za
koristenje u terapeutske svrhe iz nekoliko razloga. Njihova im velika fleksibilnost omogucava
interakciju s razliCitim receptorima $to rezultira nepozeljnim nuspojavama (Slika 8b.). Osim toga,
podlijezu proteolitickom djelovanju peptidaza iz gastrointestinalnog trakta i seruma (slike 8a. i
8c.). Velika molekulska masa i polarni karakter otezavaju njihov transport kroz stani¢énu

membranu i krvno- moZdanu barijeru (slika 8c.).2% 2
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j peptidaza jalternativni g

receptor proteoliticki

proteoliza na nezeljeni m m

inaktivne fragmente bioloski u¢inak

Slika 8. (a) Peptid u konformacijskoj ravnotezi; (b) Proteoliticka nestabilnost i polarnost
peptida.?

Unato¢ ovim nepovoljnim svojstvima, klinicka primjena bioloski aktivnih peptida moze

se posti¢i modifikacijom njihovih nepovoljnih farmakoloskih i biofarmaceutskih svojstava.22’23

Afinitet peptida za Zeljeni receptor povecava se ograniCavanjem njegove fleksibilnosti

uvodenjem razli¢itih konformacijskih ogranienja $to rezultira zauzimanjem rigidne bioaktivne

- _75 Zeljeni
ogranicavanje bioloski u¢inak
konformacijske
slobode

Slika 9. Ograni¢avanje konformacijske slobode i "zaklju¢avanje" bioaktivne konformacije.

konformacije (slika 9.).

Problem nestabilnosti prirodnih peptida sacinjenih iz L-aminokiselina u prisutnosti
endopeptidaza (cijepaju unutarnje amidne veze) i egzopeptidaza (zapoCinju hidrolizu na N- ili
C-kraju peptidnog lanca) moze se prevladati: (i) eliminacijom pojedine amidne veze, (ii)
uvodenjem D-aminokiselina te (iii) kemijskom modifikacijom terminalnih skupina. Slaba
topljivost u vodi moze se poboljsati uvodenjem polarnih funkcijskih skupina, dok se slaba
permeabilnost kroz bioloske barijere prevladava korekcijom fizicko-kemijskih svojstava i
peptida i supstrata.?*2°
Zahtjevi za modificiranim peptidima s unaprijedenim farmakodinamickim 1

farmakokinetickim svojstvima (pove¢ana djelotvornost, selektivnost, metabolicka stabilnost i
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bioraspoloZivost, a smanjena toksi¢nost) doveli su do razvoja peptidomimetike,

interdisciplinarnog znanstvenog podrucja koje objedinjuje organsku ke miju, biokemiju,

farmakologiju i biotehnologiju.
Dvije su op¢e prihvaéene definicije peptidomimetika:

(1 Peptidomimetik je spoj koji kao ligand moze oponasati ili blokirati bioloski ucinak
peptidnog receptora.

(i)  Peptidomimetik je spoj ciji esencijalni farmakoforni elementi oponasaju 3D-strukturu
prirodnog peptida i proteina i zadrzavaju njegovu sposobnost interakcije s bioloskim
ciljanim sustavima pri cemu zadrzavaju jednak bioloski ucinak 252782930
Mimetik aktivnog mjesta purin-nukleozid-fosforilaze (PNP) primjer je peptidomimetika

koji kao ligand blokira vezno mjesto peptidnog receptora. PNP je hidroliti¢ki enzim koji cijepa

vezu izmedu purina i Seera dajuc¢i slobodnu purinsku bazu i fosforilirani Sec¢er. U cilju inhibicije
tog enzima dizajniraju se ligandi ¢ija je trodimenzijska struktura komplementarna veznom

mjestu enzima, te tako onemoguéuju vezanje nukleozida, prirodnog supstrata (slika 10.).3!

purin

| purin-
| nukleozid

MIMETIK

Secer

Slika 10. Mimetik koji blokira bioloski u&inak peptidnog receptora.®*

Primjer peptidomimetika koji oponasa bioloski u¢inak peptidnog receptora jest mimetik
ciklickog peptida Ac—N le—cyclo[Asp—Pro—D-Phe—Arg-Trp—Lys] —NH, koji je agonist receptora
melanokortina (MCRs), zahvaljuju¢i konformaciji fragmenta —D-Phe—Arg-Trp— koja je
komplementarna MCRs-u. U cilju pronalaska mimetika koji najbolje oponasa konformaciju tog
fragmenta ispitani su brojni ciklicki sustavi, a najboljim se pokazao cikloheksanski mimetik
prikazan na slici 11. ¢ija triptaminska skupina na Cs-atomu oponasa Trp, dok butil-gvanidinska

skupina na C1-atomu oponasa Arg,.>?



Slika 11. Peptidomimetik ¢ija su sekundarna strukturna svojstva analogna onima u prirodnom

peptidu.®?

Terapeutska uporaba peptidomimetika moguca je ukoliko se odlikuju sljede¢im
farmakoloskim svojstvima: (i) metabolickom stabilnosti, (ii) dobrom biodostupnosti (brzina
apsorpcije i koli¢ina aktivne tvari, odnosno lijeka koji dospije u sistemsku cirkulaciju te se zatim
izluCuje kroz urin), (iii) afinitetom i selektivnost prema receptorima te (iv) minimalnim

nuspo javama.

2.3. Pregled pojmova karakteristi¢énih za podrucje peptidnih mimetika

* Oligomeri: tvari koje se sastoje od viSestruko ponavljajucih jedinica niske relativne
molekulske mase.

* Foldameri: lancaste molekule ili oligomeri koji poprimaju elemente sekundarne strukture
stabilizirane nekovalentnim interakcijama.

* Ligandi: molekule koje se specificno i reverzibilno vezu za drugu molekulu tvoreci
kompleks.

* Receptori: proteini u stanici ili na povrSini stanice za koje se vezu ligandi, uzrokujuci
promjene u stani¢noj aktivnosti.

» Agonisti: prirodne ili sintetske molekule koje oponasaju funkciju liganada.

» Antagonisti: prirodne ili sintetske molekule koje inhibiraju funkciju liganada.

» Farmakofor: skup sterickih i elektronskih svojstava neophodan za optimalnu interakciju sa
specificnom bioloskom metom (IUPAC). Dio molekule odgovoran za farmakolosko

djelovanje (Struna, Hrvatsko strukovno nazivlje).
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Izosteri: dvije ili viSe razli¢itih molekula koje sadrzavaju jednak broj ukupnih ili valentnih

elektrona, a odlikuju se sli¢nim svojstvima.
Peptidomimetik: molekula koja oponaSa trodimenzijski prostor peptida, te ima sposobnost

izazivanja bioloSkog u¢inka nakon vezivanja na receptor.

Peptidni analog: peptidomimetik s modificiranim bo¢nim ograncima (Slika 12.).

/%/ Eﬁ{

Slika 12. Struktura peptidnog analoga.

X

Depsipeptid: pseudopeptid u kojem je amidna veza zamijenjena esterskom vezom (slika 13.).

Slika 13. Struktura depsipeptida.

Peptoid: peptidomimetik u kojemu je bo¢ni lanac pomaknut sa Cy-atoma na amidni dusikov

atom (slika 14.).

L v\ N e

H

M
o

Slika 14. Struktura peptoida.

Ureidopeptid: peptidomimetik u kojemu je amidna veza zamijenjena ureidnom skupinom

(slika 15.).

Slika 15. Struktura ureidopeptida.
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* Retro-inverzni peptid: izmijenjena je konfiguracija pripadaju¢ih aminokiselina (L-
aminokiseline zamijenjene su s D-aminokiselinama i obrnuto); obrnut je smjer peptidnog

lanca [zamijenjene su peptidne veze (-NHCO- umjesto -CONH-)] (slika 16.).
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Slika 16. Struktura retro-inverznog peptida.

Retropeptid: konfiguracija je zadrzana, a obrnut je smjer peptidnog lanca [zamijenjene su

peptidne veze (-NHCO- umjesto -CONH-)] (slika 17.).
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Slika 17. Struktura retropeptida.

Pseudopeptid: (i) peptidomimetik koji sadrzava pseudopeptidnu vezu kao surogat amidne

veze ili (ii) poliamid graden iz neproteinogenih a.-aminokiselina (slika 18.).

Slika 18. Struktura pseudopeptida.

o (e} O (¢}
4 PN ! IWLP PN
2N N N
TN S ﬁ/ \[( : OH N N N Y b OH
£ o) E : H
(0] (0] (6] (@)

' 5 T}&\\/‘\ ' 0 )k - '\ g\\*
HZN/ \\/\{ g/ Y : OH H2N/ N \vE E/ : OH
oy 2 0 z H H

0 0 o 0
' E \/K ' S )k 2 '\ E\\/K
e ~N
i N T YT YT Yo Ty ;o
Q E o) E z H

Uvodenjem pseudopeptidnih veza povecava se otpornost prema enzimskoj degradaciji,

33

ostvaruju se konformacijske izmjene koje se odrazavaju na karakter vodikovih veza i

fleksibilnost, te se povecavaju specifi¢nost, potencijal i bioloska aktivnost receptora.
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3. Mimetici sekundarnih struktura proteina

Zelja za razumijevanjem, kontrolom i oponaganjem funkcije prirodnih peptida nametnula
je potrebu za sintezom spojeva koji mogu oponasati sekundarne strukture (a.-uzvojnice, B-ploce i
okreta). S obzirom da struktura proteina utjece na njegovu funkcionalnost, sposobnost mimetika,
kao sintetske molekule, da oponasa strukturu nekog prirodnog proteina izravno ¢e utjecati na
njezinu bioloSku u¢inkovitost.

Priroda funkciju proteina kontrolira uglavnom preko protein-protein interakcija koje su
upravljane hidrofobnos¢u, vodikovim i ionskim vezama, te van der Waalsovim interakcijama
izmedu povr$ina dvaju proteina.®* Mimikrija velikih proteinskih povrsina bila bi izuzetno
zahtjevna. Taj je zadatak pojednostavljen okricem proteinskih “hot-spots”, aminokiselinskih
ostataka, odnosno mjesta na ciljanom proteinu koja imaju veliku sklonost k vezivanju liganda te
povoljno doprinose slobodnoj energiji vezanja. Visoko uredeni motivi sekundarnih struktura (o-
uzvojnice, B-ploce i okreti) predstavljaju takva mjesta. Dizajn malih molekula koje oponasaju
elemente sekundarne strukture te ostvaruju jednaku ili slicnu funkcionalnost doveo je do
znalajnog razvoja peptidomimetike.*

Na slici 19. prikazani su rezultati pretrage baze Web of Science s klju¢nim rije¢ima:
peptidomimetic, peptide mimetic, protein mimetic, peptide mimicry i protein mimicry. Od 1990.
godine biljezi se uzlazni trend u broju objavljenih znanstvenih radova, a moze se uoditi da je broj
objavljenih radova u zadnjih osam godina gotovo jednak broju radova objavljenih u prethodnom

petnaesto godisnjem razdoblju, Sto zorno svjedocCi o propulzivnom razvoju ove discipline.

Broj objavljenih radova

7000
6000 —
5000 ] —

4000 —

3000 —

2000 —
1000 -

0 ]

Slika 19. Broj objavljenih radova iz podrucja peptidomimetike prema bazi Web of Science.
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3.1. Mimetici a-uzvojnice

o-Uzvojnica nastaje smatanjem polipeptidnog lanca pri ¢emu nastaje Cvrsti cilindar.
Karbonilna skupina svake aminokiseline povezana je vodikovom vezom s NH-skupinom
aminokiseline smjeStene cCetiri ostatka dalje. Svaki puni zavoj uzvojnice sadrzi 3,6

aminokiselinskih ostataka (slika 20a).

(b)

lipidni
dvosloj

Slika 20. (a) a.-uzvojnica;®® (b) a-uzvojnice u strukturi transmembranskih proteina.®’

Kratke regije a.-uzvojnica prisutne su u proteinima lociranima u stani¢noj membrani i na
njezinoj povrsini (transportnim proteinima i receptorima) (slika 20b). Takvi transmembranski
proteini prolaze kroz membranu kao a-uzvojnice sacinjene iz nepolarnih aminokiselina.
Hidrofilna polipeptidna okosnica uvija se u uzvojnicu, a hidrofobni bo¢ni ogranci usmjereni
prema vani zaklanjaju je od hidrofobnog lipidnog okruzenja.
najcesci cilj prilikom sinteze peptidnih mimetika. Njezini mimetici mogu biti blago derivatizirani

prirodni peptidi, ali i male molekule koje nalikuju heli¢nim strukturama.

3.1.1. Peptoidi

U peptoidima je, za razliku od peptida, bo¢ni ogranak s C,-atoma premjeSten na amidni

dusik Sto rezultira ne samo gubitkom kiralnosti ve¢ i gubitkom sposobnosti sudjelovanja u

vodikovoj vezi (slika 21.),38 3940 41,42
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Slika 21. a.-Uzvojnice u molekulama o.-peptida i peptoida.3®,*3

Heli¢nost je u peptoidima inducirana uvodenjem kiralnih hidrofobnih bo¢nih ogranaka.
Kako nabiranje peptoida ne induciraju vodikove veze, nastale su uzvojnice stabilne i u
kompeticijskim otapalima (slika 22a.).** Bioaktivni peptoidi sadrze kationske, hidrofobne
aromatske ili alifatske bo¢ne ogranke kako bi se uspostavila heli€na struktura poZzeljnih
amfipatskih svojstava (slika 2a.), nuzna za antimikrobnu aktivnost peptoida (slika 22b.).*
Naime, bioloska aktivnost antimikrobnih peptida (AMP, engl. antimicrobial peptide) ukljucuje
formiranje uzvojnice i njezino vezivanje za stani¢nu membranu uslijed ¢ega dolazi do tvorbe
pora i destabilizacije lipidnog dvosloja te pucanja stani¢ne membrane i smrti stanice (slika 22c.).
Za razliku od prirodnih antimikrobnih peptida koji podlijezu proteolizi, peptoidni mimetici ¢ija
je amidna veza modificirana (naime, peptoidi ne sadrze amidni proton) stabilni su prema
proteazama. Osim toga, prisutnost hidrofobnih skupina na amidnom dusiku omoguc¢ava njihovu
bolju permeabilnost kroz stani¢ne membrane.

Nekoliko razli¢itih strategija, ukjuéuju¢i i N-metiliranje*® kojim se pripravljaju peptoidi,
koristi se u cilju redukcije enzimske hidrolize. N-metiliranjem ciklosporina (imunosupresiv)
(slika 23a.) i analoga somatostatina (regulira izlu¢ivanje hormona rasta) (Slika 23b.) povecava se
njihova stabilnost prema peptidazama kao i oralna bioraspolozivost.*’

Peptoidi se istrazuju kao potencijalni terapeutici u podru¢ju pluénih surfaktanata,

antibiotika, medicinske dijagnostike te kao antikancerogeni agensi.



15

@
hidrofilna strana
ave D
hidrofobna strana
(b) hidrofilna strana (C)

‘ SR ORGP RSN
SN !
)

5 Yo,
DO
o ik
00 7 \ \"'v
el W jﬁ»ﬁj
W LR 8
VRN -2 BG

Slika 22. (a) a.-Uzvojnica u molekuli peptoida;** (b) Hidrofobne interakcije peptoidne

a-uzvojnice s bakterijskom membranom; *® Stanica E. coli prije (lijevo) i poslije (desno)

tretiranja s antimikrobnim peptidom LL-37.%°

NH2

Slika 23. N-metilirani derivati (a) ciklosporina i (b) analoga somatostatina.*®
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3.1.2. B-Peptidi

[-Peptidi izvode se iz B-aminokiselina u kojima su N- i C-kraju razdvojeni dvama C
atomima. Sli¢no a-peptidima, formiraju visokostabilne 12- ili 14-Clane heli¢ne strukture
temeljene na unutarmolekulskim vodikovim vezama (IHB, engl. intramolecular hydrogen bond)
(slika 24.), ali i B-ploce i okrete. Produljavanjem peptidnoga lanca za jednu metilensku skupinu

505152535455 Navedena strukturna swojstva

poveéava se njegova proteoliticka stabilnost.
iskoristena su u dizajnu antimikrobnih -peptida kao mimetika o.-uzvojnice prirodnih peptidnih

antibiotika.>®

N
. oy
14-¢lani prsten & o

N "
\',"\N
O v N
N O
~ @
w . H 0 ]
12-¢lani prsten N = ’n
_l.
o ‘E‘L‘
e v

Slika 24. 12- i 14-¢lani IHB-prstenovi u molekulama 3-peptida koji omogucuju

tvorbu a.-uzvojnice.

U odnosu na a-peptide, odlikuju se poveéanom metabolickom 1 strukturnom stabilno$¢u
Sto je demonstrirano na primjeru vezivanja za aktivno mjesto metaloendopeptidaze: karbonilna
skupina iz o-peptida stupa u interakciju s Zn, dok se kod P-peptida ¢ija je peptidna veza
izmjeStena iz aktivnog mjesta i kod kojeg je prisutan dodatni C-atom u okosnici spomenuta

interakcija ne opaZa, te ne dolazi do proteolize (slika 25.).°7

(u]
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Slika 25. Shematski dijagram koji pokazuje da se i - i B-peptid vezu za aktivno mjesto

== IE

[
Laay

peptidaze, ali do cijepanja 3-peptida ne dolazi.
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Magainin, peptidni antibiotik izoliran iz koze Zabe Xenopus laevis, djelotvoran je na
viruse, bakterije, protozoe, kvasce i gljivice. Ostvaruje citotoksi¢ni u¢inak na stanice raka i
inhibira virus Herpes simplex.®® Njegova je bioloska aktivnost posljedica stvaranja amfipatske
uzvojnice (hidrofobne skupine rasporedene su na jednoj, a hidrofilne skupine na drugoj strani
uzvojnice), koja se na nacin svojstven antimikrobnim peptidima veze za stani¢nu membranu i

uzrokuje lizu stanice (slika 26.).

= O
\_\ \>—\ hidrofilni boéni ogranci
ivH NH;

Slika 26. Amfipatska uzvojnica u molekuli antimikrobnog peptida magainina.*°

Njegov mimetik, peptid B-17°° poprima strukturu 12-&lane uzvojnice, stabilizirane
serijom vodikovih veza izmedu karbonilne skupine na polozaju i te amidnog protona na polozaju
i+3. Amfipatski karakter, neophodan za antimikrobnu aktivnost, osiguran je prisutno$é¢u
hidrofobnih [ACPC (2-aminociklopentankarboksilna kiselina)] i hidrofilnih skupina [APC (4-
aminopirolidin-3-karboksilna kiselina)] rasporedeninh na suprotnim stranama uzvojnice (slika
27.). U odnosu na prirodni peptid magainin, ostvaruje poboljsanu biolosku aktivnost (djelotvoran
je protiv Cetiri bakterijske vrste, ukljuCujuéi 1 dva patogena rezistentna na uobiajene

antibiotike). %61

i+3
H H H H H s H H
N N N N N, N N NH,
\’( + Ve +
0 0 0 M, O, o A © 0 0
i e~

_________________ 3

12-¢lani [HB-prsten

Slika 27. Peptid 3-17 kao mimetik o.-uzvojnice iz magainina.
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3.1.3. “Uvezani” (stapled) peptidi

Cesto kratke peptidne sekvencije, iako smjestene u sredistu visoko stabilne o.-uzvojnice,
ne mogu poprimiti uredenu strukturu. Medutim, jednostavnim kemijskim izmjenama moguce je
“prisiliti” peptid da zauzme konformaciju uzvojnice. Primjerice, ugradnjom kovalentne spojnice
izmedu ostataka i te i+4 smanjuje se njihova medusobna udaljenost i omoguéuje smjeStanje na
istoj strani uzvojnice, uz povecanje heli¢nosti i do 80% (slika 28.). Metoda “uvezivanja” peptida
koriStenjem nepeptidnih premosnica omoguCava pretvaranje vrlo malih peptida (10-15

aminokiselinskih ostataka) u bioloski aktivne spojeve. ©263:64.6°

i+

Slika 28. Tvorba a.-uzvojnice metodom "uvezivanja".®?

Zahvaljuju¢i hidrofobnoj ugljikovodi¢noj spojnici, stabilizirane uzvojnice lakSe prolaze
kroz lipidni dvosloj. Nadalje, peptidna veza prisilno stabiliziranih peptida slabije je dostupna
proteazama, §to rezultira njihovom poveéanom proteolitickom stabilnos¢u. Uvezani peptidi
djeluju kao inhibitori HIV-1 (zahvaljuju¢i visokom afinitetu vezivanja na proteine iz virusnog
omotaca) te induciraju apoptozu stanica karcinoma (inhibiraju protein -katenin koji, prisutan u
hiperaktivnom obliku, uzrokuje nekontroliran rast stanica raka debelog crijeva, koze, mozga i
jajnika). Zahvaljuju¢i svojem bioloskom djelovanju, u literaturi su opisani kao "magi¢no

streljivo u prirodnom arsenalu*.®®

3.1.4. Male nepeptidne molekule kao mimetici a.-uzvojnice

Protein-protein interakcije (PPI) prepoznate su kao posrednici u brojnim procesima kojima
podlijezu bioloski sustavi. S obzirom na njihovu vrlo veliku brojnost (izmedu 130000 i 650000),
razvoj novih terapeutika koji ciljaju PPl predstavlja veliki izazov u medicinskoj kemiji i
kemijskoj biologiji. Ve¢ina tih interakcija opaza se na velikoj dodirnoj povrSini (1500 do 3000
A), pri ¢emu vezivanju ne pridonose svi ostaci. Dapace, smatra se da je vrlo mali broj njihovih

aminokiselinskih ostataka (najces¢e Arg, Trp i Tyr) ukljuCen u vezivanje. Takve su regije
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oznacene kao "hot-spots”, a nalaze se na povrSini proteina i organizirane su kao a-uzvojnice, 3-

ploce ili okreti. Kako se a-uzvojnice locirane na povrSini jednog proteina smjeStaju u veznu

Supljinu drugog proteina tijekom PPI, studija njihovih mimetika od velikog je znacaja.%607:68:69.70
Tradicionalno se peptidomimetici dijele na tri tipa:

e Tip I: kratki peptidi koji oponasaju sekundarnu strukturu prirodnog peptida, sa zanemarivim
izmjenama sekvencije,

e Tip II: nepeptidne funkcionalne molekule koje ne oponasaju peptidnu sekundarnu strukturu,

e Tip III: nepeptidne molekule koje oponasaju regije iz prirodnog proteina koje sudjeluju u
klju¢nim interakcijama.

Klasi¢na medicinska kemija koristi male molekule koje se vezu ili u aktivno mjesto
proteina ili na alosteri¢ko mjesto. Kad je rije¢ o PPI, prilican je izazov s pomo¢u malih molekula
oponaSati veliku medupovrSinu uklju¢enu u PPI. Usprkos tomu, razvijene su brojne male
nepeptidne molekule kao mimetici tipa Il, koje inhibiraju PPI.

Primjer takvih malih molekula su oligofenilni kalupi i njihovi derivati.”® Njihove fenilne
podjedinice povezane su jednostrukim vezama i ne leze u istoj ravnini. Zahvaljuju¢i udaljenosti
izmedu dvaju supstituenata smjestenih na susjednim fenilnim skupinama koja iznosi izmedu 5 i 6
A i odgovara udaljenosti izmedu ostataka i, i+4 i i+7 iz uzvojnice, ove molekule oponasaju
uzvojnicu i istrazuju se kao inhibitori ili antagonisti PPI (slika 29a.).

Bcl-xL, antiapoptoticki protein prekomjerno eksprimiran u stanicama raka, stiti stanice raka
od smrti. Opisani su terfenilni mimetici a.-uzvojnice iz Bak proteina (slika 29b.) koji djeluju kao

antagonisti Bcl-xL proteina u protein-protein interakcijama.

(a) | (b)

Ri+
@ ’ R,'+7

Slika 29. (a) Oligofenilni kalupi kao mimetici o.-uzvojnice; ® (b) Oligofenilni kalup kao mimetik

a-uzvojnice.”®
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3.1.5. Mimetici apolipoproteina

Humani apolipoprotein Apo-I, izgraden iz 243 aminokiseline, glavna je proteinska
komponenta HDL-a (lipoprotein visoke gusto¢e, engl. High Density Lipoprotein).
Konstituiraju¢i aminokiselinski ostaci formiraju skupine od po 10 ponavljaju¢ih amfipatskih o-
uzvojnica (8 uzvojnica sadrzi po 22, a 2 uzvojnice po 11 aminokiselina) (slika 30a.). Hidrofobni
aminokiselinski ostaci pozicionirani su na jednoj strani uzvojnice, dok su neutralni i negativno
nabijeni ostatci smjesteni na suprotnoj, polarnoj strani uzvojnice.’*

Apo-l sakuplja visak kolesterola iz krvi i tkiva sprjecavaju¢i njegovo talozenje po
stijenkama krvnih zila i razvoj kardiovaskularnih bolesti. Povoljan u¢inak HDL-a na
aterosklerozu pripisuje se lipid-vezuju¢im svojstvima Apo-l, koja su posljedica prisutnosti
ponavljaju¢ih amfipatskih uzvojnica. Vezani kolesterol prenosi se iz perifernih tkiva do jetre
odakle se izluCuje ili kao slobodni kolesterol ili u obliku zu¢nih kamenaca.

Kako je rije¢ o velikom proteinu ¢ija je proizvodnja zahtjevna i skupa, oponasanjem
njegove uredene sekundarne strukture moguce je pripraviti mimetike manje molekulske mase.
Opisani su mimetici Apo-I koji sadrze samo 18 aminokiselinskih ostataka i odlikuju se
svojstvima prosje¢nog amfipatskog heliksa, $to je prikazano s pomocu heli¢nog kotaca na slici
30b. Bioaktivni mimetik 4F koji sadrzi Phe-ostatke na 4 od ukupno 8 mjesta na hidrofobnoj

strani heliksa pokazao se u¢inkovitijim od analoga 3F.?

(b)

Slika 30. (a) 10 a.-uzvojnica u molekuli Apo-1;"* (b) Mimetici apolipoproteina Apo-1

koji tvore 18-¢&lane a-uzvojnice.”
3.2. Mimetici okreta

Okreti su mjesta na kojima proteinski lanac mijenja svoj smjer uslijed tvorbe
intralananih vodikovih veza, u kojima najceS¢e sudjeluju Asn, Gly i Pro zahvaljujuéi svojim

torzijskim svojstvima. Ovisno o broju konstituiraju¢ih ostataka dijele se na o, B,y i w-okrete.
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Zatvaranjem 7-¢lanog IHB-prstena nastaju y-okreti, 10-¢lani prsten odgovara 3-okretu, 13-¢lani
prsten rezultira o-uzvojnicom dok je m-okret posljedica tvorbe 16-¢lanog ITHB-prstena (slika
31.)."°

\
)

0" o !
H \ H :
~ /J\ Co. N /\ Co. N /‘\ Co,
JyricOc N \ﬂ/ e i N \ﬂ/ e v ?é
i i+1 i+2 ) i+3 i+4 i i+5
n-okret: NH,,5---OC; = 16-¢lani IHB-prsten B-okret: NH;, 5---OC; = 10-¢lani IHB-prsten

y-okret: NH;,,---OC; = 7-¢lani IHB-prsten

Slika 31. Vrste okreta.

Oko 25% svih ostataka u proteinima sudjeluje u P-okretima koji obuhvacaju Cetiri
aminokiselinska ostatka u kojima udaljenost izmedu Cq(i) i Cy(i+3) ne smije biti veéa od 7A
(slika 32a.). Odlikuju se vrlo izrazenim hidrofilnim svojstvima (sadrze polarne i nabijene
skupine), uslijed ¢ega su smjeSteni na powvrSini proteinske molekule i izloZeni razli¢itim
receptorima s kojima ostvaruju interakcije te izravno sudjeluju u imunoloskim, metabolickim,
hematoloskim i endokrinoloSkim reakc ijama.73

Protein-protein interakcije (PPI), kako je ve¢ reCeno, imaju kljué¢nu ulogu u brojnim
bioloskim procesima. Kontrolirano uplitanje u takve interakcije, koje predstavlja golem
potencijal za razvoj novih terapeutika, suo¢eno je s brojnim izazovima, npr. dodirna povr§ina
ukljucena u specificno prepoznavanje obi¢no je dosta velika i plitka, vezne su regije cesto
nepovezane zbog Cega su sintetski peptidi uglavnom beskorisni, itd. Proteinske sekundarne
strukture su esencijalne za specificno prepoznavanje u PPL. Pritom [-okreti imaju vrlo vaznu
ulogu u mnogim bioloSkim prepoznavaju¢im sustavima (npr. u interakcijama hormona 1 njihovih
receptora te antitijela i antigena), te postoji veliki interes za razvoj malih spregnutin mimetika
B-okreta kao mo¢nih i selektivnih terapeutskih agenasa.

Glavnina mimetika (3-okreta dobivena je zamjenom ostataka smjestenih u “kutu” okreta s
odgovaraju¢im zaCetnicima okreta (engl turn-inducer), s namjerom ocuvanja obrasca
unutarmolekulskih vodikovih veza (slika 32b.). Idealni zacetnici okreta imaju rigidni kostur koji
usmjerava bo¢ne ogranke u istom smjeru kao i u prirodnim peptidima, ¢emu izvedeni mimetici

duguju povecanu otpornost prema proteazama.3*"°
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zacetnik okreta
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Slika 32. (a) Unutarmolekulska vodikova veza izmedu ostataka i i i+3 koja dovodi do tvorbe
[-okreta (10-¢lani IHB-prsten); (b) Dizajn mimetika (3-okreta temeljen na umetanju

zacetnika okreta U peptidnu sekvenciju.

Jedan od brojnih pristupa u dizajnu mimetika B-okreta s umetnutim zacetnicima okreta
temelji se na lokalnoj ciklizaciji peptidne okosnice, ¢ime se smanjuje fleksibilnost peptida.
Umetanjem ciklicke B-laktamske "brave” izmedu ostataka i+2 i i+3, peptid se fiksira u trans
konformaciji koja pogoduje tvorbi vodikove veze (slika 33a.). Rigidnu konformaciju moguce je
posti¢i kombinacijom kovalentne spojnice i ciklizacije (slika 33b.), umetanjem amidne skupine
(slika 33c., 33d.) ili etilenskog mosta (slika 33e.) te brojnim drugim pristupima pomoc¢u kojih se
Cetiri ostatka iz regije okreta dovode u neposrednu blizinu §to je preduvjet za tvorbu vodikove
veze NHj4s---OC;.

Drugi pristup u dizajnu mimetika B-okreta bazira se na uporabi nepeptidnih kalupa s
pomoc¢u kojih se ogranicava njihova konformacijska fleksibilnost. U tu se svrhu koriste
funkcionalizirani dibenzofurani (slika 33f.), benzodiazepini (slika 33g.), diketopiperazini (slika
33h.) i Seceri (slika 33i.). Konformacijsku fleksibilnost moguce je ograni¢iti i premos¢ivanjem
peptidne okosnice pomocu (S)-aminobiciklo-[2.2.2]-oktankarboksilne Kiseline (slika 33j.) i 6,6-
spiroketal-aminokiselina (slika 33k.).
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Slika 33. Primjeri zacetnika [3-okreta.



3.2.1. Mimetici f-okreta iz somatostatina

Okreti predstavljaju integralne dijelove mnogih antibiotika, toksina, ionofora i
metaboli¢kih produkata. Primjerice, antimikrobne dekapeptidne sekvencije poput gramicidina S 1
tirocidina A-E, antibiotici viomicin i ciklicki valinomicin te oktapeptid amatoksin i heptapeptid
falotoksin sadrze okrete u strukturi. Okreti su prepoznavajuci elementi u reakcijama brojnih
peptidnih hormona poput angiotenzina, bradikinina i somatostatina.”

Somatostatin, ciklicki tetradekapeptid, je hormon koji sudjeluje u regulaciji lucenja
hormona rasta i u regulaciji probavnog sustava. Njegova bioaktivna konformacija neophodna za
vezivanje i prijenos signala sadrZzana je u tetrapeptidnoj sekvenciji Phe-Trp-Lys-Thr koja definira
[B-okret (slika 34a.). Zamjenom L-Trp s D-Trp i skra¢ivanjem 14-Clanog peptidnog lanca
somatostatina dobiven je 8-Clani peptid oktreotid, mimetik koji se pokazao u€inkovitijim
inhibitorom hormona rasta, glukagona i inzulina u odnosu na prirodni somatostatin (slika 34b,
34c.).7877
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©
©

SO
0 <>
G

Slika 34. (a) B-Okret u molekuli somatostatina; (b) B-Okret u molekuli oktreotida;

(c) Kristalna struktura oktreotida.””

Opisan je i ciklicki, svjetlom aktivirani mimetik [-okreta kao analog somatostatina.
Umetanjem azobenzenskog kalupa nasuprot tetrapeptidne vezne regije Phe-Trp-Lys-Thr
odgovorne za biolosku aktivnost somatostatina induciran je -okret u pripravljenom mimetiku i

to zracenjem (trans-ciklopeptid ne zauzima zeljenu konformaciju za razliku od izomernog cis-
oblika) (slika 35.)."
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Slika 35. Indukcija 3-okreta umetanjem azobenzenskog kalupa i zracenjem.

B-D-glukoza pokazala se pogodnim kalupom za smjeStanje aminokiselinskih ostataka
nadenih u regiji B-okreta u somatostatinu. Prednost glukoznog kalupa u odnosu na ostale

mimetike jest moguénost uvodenja bocnih aminokiselinskih ostataka reakcijama esterifikacije

(radije nego tvorbom C—C veza). Nadalje, glukoza ima dobro definirana stereokemijska svojstva
te je komercijalno dostupna. Mimetici B-okreta temeljeni na glukozi odlikuju se poboljsanim

farmakokinetickim profilom u odnosu na mimetike bazirane na drugim ciklickim kalupima (slika

36.).”°
e e

E

Slika 36. Mimetik somatostatina s glukopiranoznim kalupom koji ogranic¢ava

konformacijsku fleksibilnost.
3.2.2. Mimetici p-okreta izgramicidina

Gramicidin S, ciklodekapeptid sekvencije [ciklo(Pro—D-Phe—Leu—Orn-Val);] s pomocu
dvaju dipeptida —Pro—D-Phe— zauzima strukturu [3-okreta, dok su dva tripeptida —Leu—Orn—Val-
istegnuta u konformaciju B-ploce (slika 37a.). Njegov je antimikrobni u¢inak posljedica tvorbe
pora u vanjskoj membrani mikrobne stanice. Pri dizajnu i sintezi njegovih mimetika koristene su
razlicite strategije: umetanje neprirodnih aminokiselina, modifikacija veli¢ine prstena te

modifikacija regija B-okreta i B-ploce.8%® Zamjenom dipeptida —Pro—D-Phe— iz regije p-okreta
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sa Secernim kalupima pripraviljeno je nekoliko mimetika koji su se pokazali manje toksi¢nima u
odnosu na gramicidin S te su pokazali slabiju antimikrobnu aktivnost. Kao kalupi za indukciju
okreta ispitivane su Se¢erne aminokiseline razli¢itih veli¢ina prstena, pri ¢emu je najbolja

konformacijska i hidrofobna svojstva ostvario mimetik s piranoznim kalupom (slika 37b.).

@) (b)

Slika 37. (a) B-Okret u molekuli gramicidina S; (b) Mimetik gramicidina S s umetnutim

Secernim kalupom kao zacetnikom okreta.
3.2.3. Mimetici p-okreta izgonadotropina

Agonisti receptora gonadotropina (hormona koji regulira rast, spolni razvoj i
reproduktivnu funkciju) ubrajaju se medu prve uspjeSne primjere primjene peptidomimetika u
dizajnu lijekova. Prema rezultatima studije odnosa strukture i aktivnosti (SAR, engl. structure-
activity relationship), vezivanjem gonadotropina za odgovaraju¢i receptor dolazi do
priblizavanja njegovih N- i C- krajeva, §to je indikacija p-okreta. Oba kraja sudjeluju u vezivanju
na receptor. N-kraj sudjeluje i u aktivaciji receptora, a bilo kakva supstitucija u tom podrucju
dovodi do antagonistitkog u&inka. Peptidna okosnica iz gonadotropina savijena je oko Gly®°.
Supstitucija ove pozicije s D-aminokiselinama stabilizira konformaciju i smanjuje metabolicku

degradaciju (slika 38.).8283:84

Zamjena s D-aminokiselinom povecava aktivnost

Gly 10 NH2

His 2

Slika 38. p-Okret u molekuli gonadotropina.®*
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Supstitucijom Gly® s D-Trp inducirana je konformacija B-okreta u rezultirajuéem
triptorelinu, a bioloska je aktivnost znacajno povecéana. Triptorelin smanjuje razinu testosterona
u krvi §to omogucuje njegovu primjenu u lije¢enju uznapredovalog raka prostate. Osim toga,
utvrdeno je da snizava razinu estrogena i dovodi do smanjenja kroni¢ne boli uzrokovane

endometriozom (slika 39.).8%:8¢

Slika 39. Kemijska struktura triptorelina, mimetika gonadotropina,

ukojem je Gly® zamijenjens D-Trp.

Supstitucijom Gly® s D-Ser(t-Bu) unaprijedena je proteolititka stabilnost tako dobivenog
mimetika goserelina koji se primjenjuje u lijecenju benignih ginekoloskih bolesti, te karcinoma

prostate i dojke.?’

3.2.4. Mimetici p-okreta iz Leu-enkefalina

Leu-enkefalin, endogeni opiodni peptid sekvencije Tyr—Gly—Gly—Phe—Leu djeluje kao
agonist opijatnih receptora i odgovoran je za smanjenje intenziteta boli. Njegova je bioaktivna
konformacija stabilizirana unutarmolekulskom vodikovom vezom NHppe i+3--OCryr i Koja tvori 3-
okret (slika 40a.). Zamjenom prva Cetiri ostatka iz Leu-enkefalina s 10-Clanom ciklickom
strukturom kao kalupom pripravljen je njegov mimetik®® prikazan na slici 40b., dok je
izostavljanjem jednog glicinskog ostatka i uvodenjem 7-&lanog prstena pripravljen mimetik®
prikazan na slici 40c. U oba je mimetika unutarmolekulska vodikova veza zamijenjena s
etilenskom premosnicom, a istovremeno je amidna skupina izmedu ostataka i te i+1 zamijenjena

eterskom izosternom skupinom za koju se pokazalo da je kompatibilna s opioidnim receptorima.



28

@) (b) ©)

OH

O
HN

HN

H

0
o
H,N
> o
102 3
7 ; ’
6 5 0
0 o X
0 0
N
0 o HO
HO HN HO HN 0

Slika 40. (a) B-Okret u molekuli Leu-enkefalina; (b) Mimetik s 10-¢lanom ciklickom izosternom

H,N

skupinom kao zacetnikom okreta; (c) Mimetik s 7-¢lanom ciklickom izosternom

skupinom kao zacetnikom okreta.
3.2.5. Mimetici okreti izvedeni iz ferocen-1,1'-diamina

U Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta zadnjih se godina
sintetiziraju peptidomimetici s ferocen-1,1'-diaminom kao zacetnikom razli¢itih okreta.

Ferocen je organometalni spoj u kojem je Zeliezov kation (Fe?*) smjesten izmedu dva
ciklopentadienilna liganda (Cp) i &esto se nazivaju ,,sendvic spojevi.®® Ferocen se odlikuje
topljivos¢u u organskim otapalima, stabilno$¢u pri visokim temperaturama (do 400 ° C), te
redoks-svojstvima. Zahvaljuju¢i njegovoj lipofilnosti koja olakSava prolazak kroz stani¢nu
membranu, stabilnosti u fizioloskom mediju, niskoj toksi¢nosti, oksido-redukcijskom kapacitetu
I mogucénosti za relativno jednostavnim kemijskim modifikacijama, ferocen se nalazi u srediStu
interesa bioorganometalne kemije. U recentnom pregledu ferocenskih spojeva opisana je njihova
primjena u nanomedicini, industriji biosenzora i katalizi.**

Jedan od pristupa u sintezi peptidomimetika obuhva¢a umetanje 1,1'-disupstituiranog
ferocenskog kalupa u peptidnu sekvenciju s cillem uvodenja okreta. Zahvaljujuéi udaljenosti
izmedu ciklopentadienilnih prstenova od 3,3 A u takvim je konjugatima omoguéeno nastajanje
unutarmolekulskih vodikovih veza. Pritom ferocen ima ulogu za¢etnika okreta, a vodikove veze
uspostavljene izmedu peptidnih lanaca vezanih na ferocenski kalup dovode do tvorbe struktura
nalik B-nabranim plodama.’? S obzirom na moguéu ulogu ferocenskog kalupa kao donora ili

akceptora vodikove wveze, ostvaruju se tri glavna strukturna motiva u ferocenskim
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peptidomimeticima. 1z ferocen-1,1'-dikarboksilne  kiseline  izvedeni su  peptidi
Fn[CO—(AK)n—OMe], (1) s 10-clanim IHB-prstenom. Dvanaesteroc¢lani IHB-prstenovi
uspostavljaju se u mimeticima Y-(AK),—NH-Fn—-CO—(AK)n,—OMe (Il) izvedenim iz 1'-
aminoferocen-1-karboksilne kiseline, dok se u konjugatima Fn—[NH—(AK)n—Y]2 (I11) izvedenim
iz ferocen-1,1'-diamina stvara 14-Clani IHB-prsten (2 simultana 10-¢lana THB-prstena ili
strukture nalik B-okretima [Fn = ferocenilen, AK = prirodna aminokiselina, Y = Ac (acetil), Boc
(tert-butoksikarbonil), m = 1, 2,..; n = 1, 2,...] (slika 41.).%® Za razliku od dobro istrazenih i
opisanih konjugata I i 11, konjugati Il izvedeni iz ferocendiamina opisani su u svega ftri
publikacije®3%4%°
kemiju PBF-a.

od ¢ega su dvije rezultat istrazivanja provedenih u Laboratoriju za organsku
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Slika 41. Ferocenski peptidi I-111 izvedeni iz razli¢itih zacetnika okreta

U nasem su Laboratoriju pripravljeni konjugati Ill sacinjeni iz ferocen-diamina kao
zaCetnika okreta 1 Ala, odnosno homo- i heterokiralnih Ala-Pro dipeptida. Pokazalo se da je
variranjem Kiralnosti prirodnih aminokiselina, kao i N-terminalnih skupina moguce inducirati
tvorbu IHB-prstenova razli¢itih veli¢ina u takvim biokonjugatima (slika 42.). U homokiralnim su
peptidima, ovisno o velicini N-zastitne skupine, formirani 14-¢lani (2 simultana p-okreta,
obrazac B), 17-¢lani (motiv A) i 20-¢lani IHB-prstenovi (motiv C) temeljeni na medulan¢anim
vodikovim vezama. Potpuno drugaciji obrazac vodikovih veza (motiv D), temeljen na dvije
simultane unutarlanéane vodikove veze (dva 7-¢lana prstena) i dvije medulan¢ane vodikove veze

(10-¢lani prsten), opazen je kod heterokiralnih konjugata.
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Slika 42. Obrasci unutarmolekulskih vodikovih veza opazeni u homokiralnim peptidima (motivi
A, B iC) i heterokiralnim peptidima (motiv D).

Nadalje, konjugati Il koji su sadrzavali alaninsku sekvenciju podvrgnuti su bioloskim
testovima u cilju ispitivanja citotoksiénog u¢inka na stani¢ne linije Hs 578T i Hep G2, pri ¢emu
se pokazalo da lipofilnost ispitivanih biokonjugata najvise utjeCe na njihovu biolosku aktivnost
(slika 43.).%
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Slika 43. (a) In vitro anti-proliferativni u¢inak ferocena i njegovih konjugata I11b (plavo) i lllc
(crveno) na stanice karcinoma jetre Hep G2. (b) Rs-vrijednosti konjugata 111b i I1lc ukazuju na

vecu lipofilnost peptida 111b.
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3.3. Mimetici B -ploce

Najjednostavniji peptidni strukturni element je B-nit s linearno ili zupcasto rasporedenim
aminokiselinama. Amidne veze u B-niti gotovo su koplanarne, a bo¢ni ogranci su naizmjeni¢no
rasporedeni iznad i ispod ravnine peptidne okosnice (slika 44a.). lzmedu aminokiselinskih
ostataka unutar B-niti ne uspostavljaju se vodikove veze zbog ¢ega ima izduzenu konformaciju.
Izolirane B-niti nisu uobiCajene; medutim, susjedne PB-niti najces¢e se medusobno povezuju
vodikovim vezama tvoreci B-ploce ¢ime se stabilizira proteinska struktura (slika 44b.).

B-Ploce ¢ine vise od treCine elemenata sekundarne strukture i imaju kljucnu ulogu u
razli¢itim bioloskim procesima koji se dovode u vezu s normalnom funkcijom organizma, ali i
patoloskim stanjima, npr. mnogi proteini skloni su agregaciji pri cemu nastaju plakovi, strukture
netopljivih B-ploca, koji uzrokuju progresivna neuroloska oboljenja.

Udio proteaza u genomu ¢ovjeka iznosi 2%, dok se u genomu infektivnih organizama
nalazi 1-5% proteaza. Proteoliticki se enzimi vezuju na svoje supstrate i inhibitore koristec¢i
istegnute B-niti, dijelove B-ploca, kao prepoznavajuce elemente. | mnogi drugi biomolekulski
receptori koriste B-niti kao prepoznavajute elemente, te stoga njihovi mimetici mogu naci
primjenu u medicini kao inhibitori enzima i antagonisti, %%:°"989°

Pri dizajnu i razvoju molekula koje oponasaju [-niti mora se uzeti u razmatranje razlika u
veli¢ini, obliku i sastavu fB-niti, B-ploca, okreta i a-uzvojnica. B-Niti karakterizira najveca
moguéa udaljenost izmedu bo¢nih ogranaka (udaljenost izmedu ostataka i te i+4 iznosi 14,5 A),
¢ime su smanjena stericka odbijanja izmedu bo¢nih ogranaka, a istovremeno je osigurana velika
izlozenost okosnice otapalu ili receptoru (Slika 44a.). Nakon zdruzivanja B-niti u B-plocu
smanjuje se udaljenost izmedu ostataka i i i+4 na 13,2 A, pri ¢emu medu vodikove veze jo$
uvijek zaklanjaju okosnicu od interakcija s otapalom i ligandima (slika 44b.). Medutim, bo¢ni
ogranci, koji su u B-plo¢i usmjereni na suprotne strane, izloZeni su enzimima. S druge strane,
ostatci i i i+4 iz o.-uzvojnice nalaze se na manjoj udaljenosti (~ 6,3 A), $to dovodi do sazimanja
peptidnog lanca u kojem su kisikovi 1 vodikovi atomi iz svih amidnih veza ukljuceni u
unutarlancane vodikove veze (slika 44c.). Na taj je nadin okosnica zaklonjena od
medumolekulskih vodikovih veza s receptorom 1 jedino su boc¢ni ogranci dostupni za
medumolekulske interakcije. Konformacija B-okreta omogucava izloZenost bo¢nih ogranaka
otapalu ili receptoru i istovremeno ogranicava izlozenost okosnice vodikovim vezama. Prosjecna
udaljenost izmedu Ci+1 i Cisz iznosi 5,2 A §to odgovara udaljenosti dvaju susjednih bo¢nih
ogranaka u a.-uzvojnici, s tim da su bo¢ni ogranci iz okreta prikazani dvodimenzijski, za razliku

od trodimenzijskog rasporeda bo¢nih ogranaka iz uzvojnice (slika 44d.).
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Najjedostavniji pristup u dizajnu mimetika B-plo¢e zasniva se na koriStenju kratkih
peptida kao mimetika odgovaraju¢ih proteinskih regija koje sudjeluju u prepoznavanju s drugim
proteinima ili DNA. Medutim, kratki peptidi imaju brojna nepovoljna svojstva (konformacijska
fleksibilnost, proteolitiéka nestabilnost, niska biodostupnost) koja onemoguéuju njihovu
kandidatima za lijekove. U tom se smislu ¢esto provodi ciklizacija bo¢ni ogranak — boc¢ni
ogranak, bo¢ni ogranak — okosnica ili okosnica — okosnica kao metoda kojom se peptid
“prisiljava” da zauzme bioaktivnu konformaciju. Osim postizanja konformacijski rigidnih

strukura, ciklizacijom se ostvaruje i povecana proteoliticka stabilnost.
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Slika 44. Usporedba udaljenosti izmedu bo¢nih ogranaka u (a) $-lancu, (b) B-ploci,

(c) a-uzvojnici i (d) B-okretu
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3.3.1. Makrocikli¢ki mimetici

Makrocikli dobiveni kondenzacijom boc¢nih ogranaka s okosnicom predstavljaju
visokospregnute strukturne mimetike tri- i tetrapeptidnih regija iz supstrata ili inhibitora
linearnih peptida. Neki od tih makrocikla sadrze dvije trans- amidne veze i para-supstituirane
aromatske prstenove koji ometaju tvorbu vodikovih veza uslijed ¢ega makrocikli zauzimaju
izduzenu konformaciju, pogodnu za vezivanje s proteazama.

Primjer kompleksa makrocikla i enzima u kojem makrocikl oponasa B-lanac koji ¢e s
veznim mjestom enzima tvoriti B-ploc¢u jest 19-¢lani makrociklicki peptid cikloteonamid izoliran
iz morske spuzve Theonella sp.®° koji se pokazao inhibitorom trombina, tripsina i streptokinaze.
Konformacijskom analizom u otopini 1 ¢vrstom stanju ustanovilo se da cikloteonamid u blizini
veznog mjesta proteaze zauzima konformaciju istegnutog p-lanca te sa svojim fragmentom
NH-CHR-C(O)-Pro—Arg—  tvori  medumolekulske  vodikove veze s ostacima
Ser214/Trp215/Gly216 iz veznog mjesta trombina (slika 45.).%°
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Slika 45. Kompleks makrociklickog mimetika 3-ploce i trombina.

Vankomicin je glikopeptidni antibiotik visokodjelotvoran prema Gram-pozitivnim

bakterijama, ukljuc¢uju¢i i MRSA (meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus). Inhibira sintezu
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stani¢ne stijenke stvaranjem vodikovih veza s D-Ala-D-Ala fragmentom iz prekursora stani¢ne

stijenke, pri ¢emu se formira motiv P-ploce. Mimetici vankomicina dizajnirani su tako da

oponasaju bis-aril-eterski fragment D—E iz njegove strukture (slika 46.).1%*
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Slika 46. (a) Inhibicija sinteze stani¢ne stijenke djelovanjem vankomicina.

(b) Mimetici vankomicina.**

Brojne bolesti posljedica su agregacije amiloidnih proteina pri ¢emu nastaju amiloidni
fibrili u konformaciji B-niti iz B-nabrane ploce. Makrociklicki mimetici amiloidne [-ploce
ABSMs (engl. macrocycles amyloid f-sheet mimics), testirani su kao moguéi inhibitori
agregacije amiloidnih proteina. Rije¢ je 0 54-¢lanoj prstenastoj strukturi koja se sastoji iz
heptapeptidne [-niti (gornji lanac), jedne Hao-skupine (5-hidrazino-2-metoksibenzojeva
kiselina) kao tripeptidni mimetik B-niti te dviju ornitinskih skupina na mjestu okreta izmedu
gornje i donje niti (slika 47.). Hao-skupina sluzi kao kalup za stvaranje unutarmolekulskih
vodikovih veza, te ujedno minimizira izlozenost skupina s donjeg lanca intermolekulskim
vodikovim vezama i time sprie¢ava agregaciju ABSM u otopini.*®? Inhibicija agregacije
amiloidnih proteina u prisutnosti makrociklickog mimetika amiloidne -ploce ABSM ukazuje da
ABSM s jednim lancem koji sudjeluje u vodikovim vezama te jednim lancem koji blokira
vodikove veze predstavlja uCinkovit pristup u dizajnu inhibitora amiloidne agregacije.
Sposobnost ABSMs da inhibiraju agregaciju i detoksificiraju amiloidne agregate ukazuje na

terapeutskipotencijal u lije€enju bolesti izazvanih amiloidnom agregacijom.
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Slika 47. Dizajn amiloidnih mimetika B-ploce. (a) Makrociklicki mimetik amiloidne f3-ploce
ABSMs s gornjom, prepoznavajucom f-niti. Orn na mjestu okreta te Hao-blokirajuc¢a skupina.

(b) Prikaz prepoznavanja ABSM i blokade amiloidne agregacije.'%?

3.3.2. Aromatski mimetici

Inhibicijom enzima farnezil-transferaze pomoc¢u aromatskih mimetika p-ploce ostvaruje
se jak antimalarijski u€inak, ¢ime se pomaze u prevladavanju problema uzrokovanih porastom
rezistencije na postojece lijekove. Farnezil-transferaza katalizira farnezilaciju odnosno prijenos
farnezilne skupine s farnezil-pirofosfata (FPP) na tiolnu skupinu C-terminalnog cisteinskog
ostatka ciljnog proteina CAAX (C = cistein, A = aminokiselina, X = metionin, glutamin ili serin)
(slika 48.).

ol )
7 7 7 0\p/o\ﬂ/0H
I I
farnezil-fosfat (FPP) /
TH
Cys—A—A,—X Cys—Al—Az—X
farnezil-transferaza

CAAX-protein farnelizirani CAAX-protein

Slika 48. Prijenos farnezilne skupine na ciljni protein CAAX.
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Zamjenom srediSnjeg dipeptida iz CAAX proteina s rigidnim i hidrofobnim aromatskim
kalupom stvaraju se preduvjeti za zauzimanje izduzene konformacije svojstvene B-niti, uz
povecanje njegove proteoliticke stabilnosti (slika 49.). Tako dizajnirani B-lanac, kao zacetnik 3-
ploce ostvaruje interakcije s farnezil-transferazom §to za posljedicu ima inhibiciju enzima 1

onemoguéavanje farnezilacije intracelularnih proteina. %

Slika 49. Mimetici tetrapeptida CAAX dobiveni uvodenjem rigidne aromatske skupine.

3.3.3. Biciklic¢ki kalupi kao mimetici f -niti

Heteroatomni biciklicki sustavi zauzimaju izduzenu konformaciju te se stoga istrazuju kao
konformacijski spregnuti kalupi za mimikriju -lanaca ikao inhibitori proteolitickih enzima.

Strukturna analiza CD4, stanicnog receptora za HIV, ukazala je na sekvenciju
—Phe—Leu—Thr—Lys— kao prepoznavaju¢i segment. Ciklicki vinil-amidni kalup dizajniran je tako
da oponasa fragment —Phe**~Leu*— (slika 50.).%*

(¢}

H Q H |
3/N\/K N\‘SS //////, H
©/‘ Y ©//|_/\/\_O/
-Phe*3-Leu** iz CD4 vinil-amidni mimetik

-Phe*3-Leu*4 iz CD4

Slika 50. Mimikrija fragment —Phe**~Leu**— iz CD4 s vinil-amidnim kalupom®%*
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PPACK peptid (D-Phe-Pro—ArgCH,CI) (slika 51a.) selektivno i ireverzibilno inhibira
trombin, a njegovi se mimetici dizajniraju tako da oponasaju orijentaciju D-Phe—Pro— fragmenta
(slika 51b.). Iznimno moc¢ni inhibitori trombina su mimetici PPACK peptida s ugradenim
biciklickim kalupom. Kristalna struktura kompleksa tog mimetika i trombina ukazuje na
postojanje vodikovih veza izmedu biciklickog kalupa ugradenog u mimetik i Ser?** te Gly**®

ostataka iz trombina, koje dovode do tvorbe antiparalelnog 3-nabrane ploce (slika 51c.).1%

@) (b)

>~

(0]
B N ﬁ\/l\/
1
HzN/W : C
O =

0
\L )Tji
11\11 NH,

(©
H
N NH,
N
7,
“, H L .
N N N Usporedba bioaktivnih konformacija
I R biciklickog mimetika i
}il 0 A peptidnog inhibitora PPACK
o Hooo
o) IIJ o)
‘zej\/N\r‘f :721\
Gly216 Ser214
trombin

Slika 51. (a) Struktura PPACK peptida. (b) Bioaktivne konformacije PP ACK peptida i njegovog
biciklickog mimetika. (C) B-Nabrana ploca zasnovana na vodikovim vezama izmedu biciklickog

mimetika i trombina.

3.3.4. Peptidne nanocijevi kao mimetici 8 -ploce

Ciklicki peptidi gradeni iz parnog broja alterniraju¢ih D- i L-aminokiselina odlikuju se
jedinstvenim strukturnim svojstvima. Njihove su amidne skupine iz okosnice orijentirane
okomito prema bo¢nim ograncima i ravnini prstena Sto omogucava stvaranje vodikovih veza
izmedu susjednih prstenova, po uzoru na B-nabranu plo¢u. Prsteni se samoudruzivanjem slazu

jedan iznad drugog tvoreéi Suplju, cjevastu strukturu nanodimenzija, odnosno nanocijev (engl.
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nanotube). Promjer nanocijevi moze varirati, ovisno o veli¢ini prstena ciklickog peptida (slika
52.).106107.108 prrodni ciklicki peptid lanreotid, inhibitor hormona rasta, takoder podlieZe

samoudruzivanju u uredene nanocijevi. Peptidne nanocijevi imaju vrlo Siroku primjenu (npr.

antimikrobni agensi, doprema lijekova, biosenzori, katalizatori, itd.).109
=l
H [o]

NHg n——i_H X
D o]

MNH

Rl D D |uR

HN o]

L L MNH
f HN-.H____:E_N/(B{‘E‘D
O g H z

Slika 52. Samoudruzivanje ciklopeptida u nanocijevi.**®

Antimikrobna aktivnost peptidnih nanocijevi posljedica je njihovih nekovalentnh
interakcija (vodikovih veza) s proteinima iz bakterijske stanicne membrane pri ¢emu dolazi do
povecanja propusnosti, pada transmembranskog ionskog potencijala i smrti stanice (Slika
53a.).1

Sintetske peptidne nanocijevi ¢ija je unutra$njost hidrofilna, a svojstva vanjske povrSine
ovisi o prirodi bo¢nih ogranaka, mogu oponasati transmembranske kanale. Nanocijev nastala
samoudruzivanjem Ciklo-[L-GIn—(D-Leu-L-Trp)s-D-Leu-] u lipidnom dvosloju posluZila je za
transport iona K* i Na* brzinom ve¢om od 107 iona/s. Takvi su umjetni transmembranski kanali
selektivni s obzirom na veli¢inu molekula. Primjerice, oktapeptidna nanocijev s unutarnjim
promjerom ~ 7A ne provodi glukozu (za transport glukoze kroz membranu potrebni su kanali
promjera veéeg od 9 A),'%" dok dekapeptid ciklo-[L-GIn- (D- Leu-L-Trp)s—D-Leu-] s unutradnjim
promjerom 10 A vrlo u¢inkovito transportira glukozu i glutaminsku kiselinu (slika 53b.). Ovi
rezultati ukazuju na mogucu ulogu peptidnih nanocijevi u dostavi farmakoloski aktivnih agenasa

u stanicu.*°
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Slika 53. (a) Antimikrobni u&inak peptidnih nanocijevi.*°® (b) Peptidne nanocijevi kao

umijetni transmembranski kanali.*%’

4. Peptidomimeticki terapeutici: trenutno stanje i perspektiva

Ono S§to peptide €ini nezamjenjivima u terapiji razli¢itih bolesti jest njihova visoka
specifi¢nost in vivo. Medutim, primjena peptida kao lijekova nailazi na brojne zapreke, poput
metaboliCke nestabilnosti, loSe oralne biodostupnosti i slabe permeabilnosti kroz membrane.
Linerni peptidi imaju vrlo kratko vrijeme poluzivota od svega nekoliko minuta zbog Cega je
prakticki nemogu¢e dopremiti peptidni lijek do ciljnog tkiva u potrebnoj koncentraciji. Oralno
primijenjeni peptidni lijekovi podlijezu brzom raspadu u probavnom sustavu, te se moraju
primijeniti intravenozno $to za pacijenta podrazumijeva odlazak k lije¢niku ili boravak u bolnici.
Spomenute se prepreke u koriStenju peptida kao lijekova mogu prevladati primjenom njthovih
mimetika.

Godine 2014. objavljena je knjiga indikativnog naslova Peptidomimetici u organskoj i
medicinskoj kemiji: umjetnost pretvaranja peptida u lijekove *** u kojoj je predstavljen koncept
izgradnje bioaktivnih molekula koje oponasaju peptide i1 odlikuju se pove¢anom stabilnoscu i
unaprijedenom bioloskom aktivno$¢u, a Cija je namjena pretezito terapeutska. U nedavno
objavljenoj publikaciji**? opisano je je nekoliko peptidomimetickih lijekova odobrenih u Europi,
SAD-u i Japanu, koji su pripravljeni razli¢itim strategijama poput (i) zamjene L- S D-
aminokiselinom, npr. zamjenom L-Arg iz vazopresina s D-Arg pripravljen je dezmopresin kao
sintetska zamjena s visestruko pove¢anom antidiuretskom aktivnoséu, dok je zamjenom L-Phe iz
hormona koji potice stvaranje i oslobadanje melanina pripravljen afamelanotid koji se u Europi
koristi za lijeCenje eritropoetske protoporfirije, koznog oboljenja nastalog uslijed netolerancije na
svjetlost. Takoder je moguca (ii) ugradnja neprirodnih aminokiselina u peptidnu okosnicu, npr.
zamjenom Leu s neprirodnom aminokiselinom metil-tirozinom te disulfidne veze s tioeterskom
pripravljen je karbetocin, mimetik prirodnog peptidnog hormona oksitocina, §to je rezultiralo

zna¢ajno unaprijedenom metaboliCkom stabilnos¢u. Ciklizacija (iii) je koriStena prilikom
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priprave peptidomimetickog lijeka zikonotida, ciklickog polipeptida s tri disulfidne veze, koji
inhibira otpuStanje neurokemikalija povezanih s osjetom boli te se primjenjuje kao analgetik.

U 2015. godini najprodavaniji peptidomimeticki lijek u svijetu bio je glatiramer
(Copaxone) koji se koristi u terapiji relapsno-remitentne multiple skleroze. Rije¢ je o polimeru
sa¢injenom iz Glu, Ala, Tyr i Lys, koji oponasa mijelinski osnovni protein. Sljedec¢a na listi
najprodavanijin  peptidomimetickih lijekova jest skupina agonista GLP-1 (peptid-1-slican
glukagonu) za terapiju dijabetesa tipa 2: liraglutid (Victoza™, Saxenda'™) i egzenatid CR
(Bydueron™). Nakon njih, odobrena su jo§ tri agonista GLP-1, od kojih se jedan primjenjuje
svakodnevno, a druga dva jednom tjedno, §to je znacajno prosirilo trziSte za te lijekove. Agonisti
somatostatina za lije¢enje akromegalije: oktreotid (Sandostatin'™), lanreotid (SomatulinTM) i
pasireotid (Signifor™) odobreni su 2012. godine te su do 2015. godine dospjeli na visoko tre¢e
mjesto na listi najprodavanijih lijekova. Svi su ovi lijekovi dostupni hrvatskim pacijentima.
Veliku skupinu agonista GnRH (gonadotropin-otpustajuéeg hormona) koriStenih za lijeCenje
karcinoma prostate predstavljaju leuprorelin-acetat (Lupron depot™) i goserelin (Zoladex™™), s
tim da se na trzi$tu nalazi jo§ 10 agonista i antagonista ovog hormona. Teriparatid (Forteo'™)
jedini je peptidomimetik odobren u 2015. godini za lijeCenje osteoporoze, s tim da je 2017.
godine odobren i abaloparatid (Tymlos™). Kortikotropin (ActharGel™) primjenjuje se za
lijeCenje infantilnog spazma. Romiplostim, mimetik trombopoetina, primjenjuje se za lijeCenje
trombocitopenije (slika 54.).'** Trziste peptidnih terapeutika u eksponencijalnom je porastu i
njegova se vrijednost procjenjuje na 25,4 milijarde americkih dolara, S§to premasSuje iznos

drzavnog prora¢una Republike Hrvatske.

Copaxone™ (glatiramer) |
Victoza™, Saxenda™ (liraglutide)
Sandostatin™ (octreotide)
Forteo™ (teriparatide)

Acthar™ (corticotropin)
Lupron™ (leuprorelin)

Zoladex™ (goserelin)
Bydureon™ (exenatide)

Nplate™ (romiplostim)

Linzess™ (linaclotide)

$- $500 $1000 $1500 $2000 $2500 $3000 $3500 $4000 $4500

Global sales (Millions of USD)

Slika 54. Najprodavaniji peptidomimeticki lijekovi u2015. godini.**?
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Procjenjuje se da je na svjetskom farmaceutskom trziStu prisutno oko 60 peptidnih
lijekova. Dodatnih 150 peptidnih terapeutika nalazi u razli¢itim fazama klinic¢kih ispitivanja, dok
ih je 260 u pretklinickoj fazi razvoja.''* Prema nedavnom pregledu terapeutskih peptida,'
peptidni se lijekovi, ovisno o njihovoj povezanosti s endogenim peptidima, dijele u tri skupine:
prirodni peptidi, analozi i heterolozi. Prirodni peptidni lijek ima istu sekvenciju kao i peptidni
prirodni produkt. lako su prvi prirodni peptidi, poput inzulina, izolirani iz tkiva sisavaca, danas
se veCina prirodnih peptidnih lijekova dobiva kemijskom sintezom ili rekombinantnom
ekspresijom. Ograni¢enja i nepovoljna svojstva endogenih peptida motivirala su istrazivace da
priprave analoge (mimetike) kao modificirane ili supstituirane verzije prirodnih peptida s
unaprijedenim svojstvima. Tako je, primjerice, pripravljen dezmopresin kao analog vazopresina,
s produljenim vremenom poluzivota i pove¢anom selektivno$¢u prema receptorima. Primjeri
heterolognih peptida ukljuCuju peptidni fragment romiplostima, agonista receptora
trombopoetina otkrivenog metodom phage display, te LY-2510924, antagonista CXCR4
receptora otkrivenog metodom "medium-throughput” screening. Kako je vidljivo na slici 55.,
glavninu peptidnih lijekova c¢ine mimetici (analozi), najéeS¢e temeljeni na prirodnim
hormonima.**

250
heterologni

200 analogni
u prirodni
150

100

50

Broj testiranih kandidata

0 — ] - ]
1980-1989 1990-1999  2000-2009 2010-present

Pocetak klinickih ispitivanja
Slika 55. Kemijska baza peptida podvrgnutih klini¢kim ispitivanjima.***

Razvoj peptidnih terapeutika ide ukorak sa znanstvenim inovacijama kao i novim i
naprednim strategijama kemijske sinteze, a u cilju pove¢anja njihove molekulske raznolikosti i
unapredenja njihovih farmakoloskih svojstava. Vjeruje se da ¢e endogeni ligandi za peptidne
hormonske receptore i dalje predstavljati polaznu tocku u istrazivanju lijekova. Nadalje,
ocekivani napredak u probiru peptida i1 racunalnoj biologiji doprinijet ¢e daljnjem otkrivanju
novih peptidnih lijekova. Bolje razumijevanje molekulske baze genetskih poremecaja generirat
¢e nove potencijalne vodece terapeutike. Takoder, otkri¢a novih puteva dopreme lijeka u stanicu

kao 1produljenje vremena njegovog poluzivota dodatno ¢e doprinijeti razvoju ove vrste lijekova.
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