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Biomimikrija® (bios, zivot + mimesis, oponasati), princip prema kojemu se Priroda koristi kao
model, uditeljica i mjera.

“Nature’s elegant processes, refined over the course of evolution, provide myriad examples of
systems that operate with unparalleled simplicity, efficiency and durability. It is the esence of

elegance in engineering.”?
Mincor® TX TT keeps textiles clean

Brojna rjeSenja u inzenjerskim disciplinama

rolling water
droplet

inspirirana su bioloSkim fenomenima:? 4 }

bioinzenjerstvo i biotehnologija,

carrier matrix

A

biomehanika,

nanoparticle

biomedicinsko inzenjerstvo,

biofizika,

bionika,

biomimetika.

Tehnoloske inovacije inspirirane Prirodom.3

1 A. M. Czyzewski, A. E. BarronAIChE Journal 54 (2008) 2.

2 L. H. Shu et al, CIRP Annals - Manufacturing Technology 60 (2011) 673.
3 http://www.mnn.com/earth-matters/wilderness-resources/photos/7-amazing-examples-of-biomimicry/copying-mother-nature
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[ Proteini ] tvorba peptidne veze

Amino acid (2) H

Proteini (protos, grcki): primaran, najviseg prioriteta. Nenlng Schd (1) Sy
Prisutni su u svim stanicama i imaju kljucnu ulogu u b

odrzavaniju strukture i funkcionalnosti svih oblika Zivota: H
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enzimska kataliza,

transport i pohrana drugih molekula,
Peptide bond

mehanicka potpora i zastita imuniteta,

koordinirano kretanje,

H
|
||

R

stvaranje i prijenos ziv€anih impulsa,

Dipeptide

kontrola rasta i diferencijacije.

Proteini su bioloSke makromolekule gradene iz 20 proteinogenih aminokiselina povezanih
peptidnom vezom (20 aminokiselina moze tvoriti do 8000 razliCitih tripeptida te preko 64 milijuna
heksapeptidal).

BoCni ogranci R vezani na glavni lanac ne sudjeluju u tvorbi peptidne veze, ali se odlikuju
razliCitim svojstvima: veliCinom, oblikom, nabojem, sposobnoSc¢u sudjelovanja u vodikovim
vezama te kemijskom reaktivnoScu.

Neki bocCni ogranci su nepolarni i hidrofobni (“water-fearing”), neki su nabijeni, neki sadrze

funkcijske skupine, itd.


https://edutorij.e-skole.hr/share/proxy/alfresco-noauth/edutorij/api/proxy-guest/7b5e1fe5-86e2-4142-af6c-5197c4a08148/content/uploads/kemija-8/m04/j10/8-4-10-stvaranje-peptidne-veze.mp4?v=20180727

Nabiranje proteina ima kljuénu ulogu u regulaciji bioloSke aktivnosti.

Vazan faktor koji upravlja nabiranjem proteina je distribucija polarnih i nepolarnih aminokiselina.
Nepolarni (hidrofobni) bo¢ni ogranci nakupljaju se u unutrasnjosti molekule kako bi izbjeqli
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 i drugim polarnim molekulama u stanici.
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B. Alberts et al. Molecular Biology of the Cell. 4th edition. New York: Garland Science; 2002.
C. M. Dobson, Nature 2003, 426, 884.




- L-Aminokiseline medusobno se povezuju u polipeptidne lance
koji se tijekom i poslije sinteze smataju (nabiru) u 3D-strukture pri
cemu se ostvaruju brojne razliCite konformacije (prostorni

rasporedi atoma u molekuli).
Nativha konformacija (termodinamicki najstabilnija

konformacija) proteina odreduje njegovu funkcionalnost.

Koliko vremena treba proteinu izgradenom iz 100 aminokiselina za smatanje u nativnu

konformaciju?
Uz pretpostavku da svaki aminokiselinski ostatak ostvaruje tri konformacije, broj mogucih

konformacija za cijelu sekvenciju iznosi 319 =5 x 1047,

: [1H ” 4 .' rA m ’J\
ako protein “isprobava” moguce &

&
konformacije brzinom 10%%/s, trebat \5 @ .
cemub5x104/108s=5x10%s= _ p

1,6 x 10?7 godina! s ¢

“Levinthalov paradoks”. proteinima

za spontano nabiranje treba manje A - ::
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* Nabiranje proteinskih lanaca ograniCeno je slabim nekovalentnim vezama (vodikove veze, ionske
veze i van der Waalsove interakcije) koje se uspostavljaju izmedu razli€itih dijelova lanca.

* lako su te veze i do 300 puta slabije od kovalentnih veza, njihova brojnost i simultanost

omogucuju da se dvije regije petidnog lanca medusobno ¢vrsto drze.
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* Prema tome, stabilnost svake nabrane strukture odredena

je zdruzenim utjecajem mnogobrojnih nekovalentnih veza.

» Posljedica svih tih interakcija je da svaki pojedini protein ima specificnu 3D-strukturu, odredenu
slijedom aminokiselina u njegovom lancu.
PogreSnim savijanjem proteinskih lanaca mogu nastati amiloidna vlakna (plak) koja se nakupljaju u tkivima

uzrokuju¢i teska kroni€na oboljenja (amilodioza); nakupljanjem amiloidnog plaka u mozgu nastaju

neurodegenerativne bolesti (Alzheimerova, Parkinsonova bolest).



 Biolozi i kemicCari razlikuju Cetiri strukturne razine

u arhitekturi proteina:

I. Primarna struktura: slijed aminokiselina u
lancu.

. Sekundarna struktura: prostorni odnos
aminokiselinskih  ostataka koji su u
linearnom slijedu medusobno blizu.

lll. Tercijjarna  struktura: prostorni  odnos
aminokiselinskih ostatak koji su u linearnom
slijedu udaljeni.

V. Kvaterna struktura: odnosi se na proteine

gradene iz viSe polipeptidnih lanaca.

Primary structure
amino acid sequence

Secondary structure
regular sub-structures

Quaternary structure
complex of protein molecules

Y Tertiary structure
\ )\ three-dimensional structure




» Primarna struktura odredena je slijedom kovalentno vezanih aminokiselina.

aminokiseline

peptidna veza

« Peptidna veza: stabilna u laboratorijskim

uvjetima (cijepa se djelovanjem koncentriranih

kiselina ili baza pri visokim temperaturama);

nestabilna prema proteazama i peptidazama

(cijepa se pri vrlo blagim uvjetima).



« Zbog djelomiénog dvostrukog karaktera, peptidna je veza
planarna (C, C, O, N, Hi C_ leze u istoj ravnini) i kruta (nema

rotacije oko veze izmedu karbonilnog ugljika i dusikova atoma).

* Rotacija oko jednostrukih veza C —N i C —C(O)

ovisi o veli€ini i naboju bo¢nog ogranka, a omogu-

¢uje nabiranje peptidnih lanaca. ograniéena rotacija
» Pet je faktora koji utjeCu na konformacijsku ravnotezu peptidnih -
lanaca: (i) diedarski kutevi ®@ (opisuje rotaciju oko C —N veze) i .
Y (opisuje rotaciju oko C,—C(O) veze), (ii) vodikove veze, (iii)

steriCka ometanja susjednih skupina, (iv) odbijanja i privlacenja

nabijenih skupina te (v) hidrofobnost i hidrofilnost.

Amino
terminus

Carboxyl
terminus




Sekundarna_struktura - steriCki odnos aminokiselinskih ostataka koji su u linearnom slijedu

medusobno blizu. Ostvaruje se njihovim medusobnim nekovalentnim interakcijama (vodikova i

lonska veza, hidrofobne i van der Waalsove interakcije).

Pri tomu su od posebnog znacaja intra- i intermolekulske
vodikove veze u kojima kao donor sudjeluje amidna

skupina, dok karbonilna grupa ima ulogu akceptora.

Elementi sekundarne strukture:

a-uzvojnica,
B-nabrana plocCa,

okret.

Nastanak odredene sekundarne strukture
uvjetovan je svojstvima aminokiselina iz kojih
je graden peptidni lanac:

a-uzvojnica: Ala, Glu, Leu.

B-ploca: Val, lle.

okret: Gly, Pro, Asn, Ser.



* a-Uzvojnica: polipeptidni lanac je tijesno spiralno

uvijen tvorecCi Stapicastu strukturu. Pri tomu su 5(3 H
aminokiselinski ogranci usmjereni prema van U “;‘,C —¢ P
uzvojitom rasporedu. @\% ,7’@
« Uzvojnica je stabilizirana intramolekulskim vodikovim W A " C
vezama izmedu NH-skupine ostatka i i CO-skupine @\?é H ) @
ostatka i+4 unutar istoga lanca tvore¢i 13-Glane 1 @ *a @
Q-

prstenove. é. oo \_c,¢
v H ﬁo‘" . —K

U prirodnim peptidima uzvojnice su

IR ;
(P)- ili desne orjentacije. /5 i 6 {

3.6 residues/turn
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» [-Nabrana ploc¢a: polipeptidni je lanac istegnut (nije uvijen kao u a.-uzvojnici).

o paralelna pB-nabrana ploca: dijelovi lanca orijentirani su u istom smjeru s obzirom na N- i

C-terminus, a vodikove veze izmedu peptidnih lanaca ravnhomjerno su pomaknute,

zatvarajuci odredeni kut u odnosu na drugi lanac i tvoreCi 12-Clane prstenove.
b \'




o antiparalelna pB-nabrana ploCa: dijelovi lanca orijentirani su u suprothnom smjeru s
obzirom na N- i C-terminus, a vodikove veze izmedu peptidnih lanaca gotovo su

okomite na susjedni segment, tvoreci 10- i 14-Clane

prstene. & |

- |
i
'
'
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prirodne strukture B-ploca:
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4

)“wr”\)“Hr )wrM:
Jme*r *rvr“i:>

antiparalelna pB-plo¢a

i) i

E)J\ /k[rN\)J\ /krrN\)J\ /Hr ¥ ¢—
X J\WN\)L )Hr“\* wa\; —

paralelna B-plo¢a

0O R
R\])LHJ\H/
NH =
oj\ 6
R N)H/
H R

a3 A

iy

JHrm/\”\mﬁ‘“

B-ukosnica

interakcija susjednih B-plo¢a



« Okreti: imaju vaznu ulogu u savijanju proteina i utjeCu na njihovu stabilnost. Odgovorni su za
kompaktni, globularni oblik proteinskih molekula, jer omogucavaju promjenu smjera polipeptidnih
lanaca. Ovisno o broju konstituirajucCih ostataka dijele se na a, B, y, 6 i m-okrete. Stabilizirani su
intramolekulskim NH---OC vodikovim vezama: zatvaranjem 7-Clanog prstena nastaju , 10-

Clani prsten odgovara [3-okretu, dok 13-Clani prsten rezultira a-uzvojnicom.
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« B-Okreti su najCeScCi okreti, a definiraju se kao
tetrapeptidne sekvencije u kojima udaljenost izmedu
C,(i) i C_(i+3) mora biti manja ili jednaka 7A. Odlikuju se
vrlo izrazenim hidrofilnim svojstvima, zbog <¢ega su
smjesteni na povrsini proteinske molekule, te sudjeluju u
procesima molekulskog prepoznavanja kao i u

interakcijama peptidnih supstrata s njihovim receptorima.




{ Kako struktura odreduje funkciju proteina? W

» Paul Ehrlich, 1907.: “Corpora non agunt nisi fixata” - Molekule ne djeluju ako nisu povezane.

* Medusobno povezivanje dviju molekula nekovalentnim vezama (vodikovim, van der Waalsovim)
osnovni je preduvjet za postizanje bioloSke funkcionalnosti (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).

« Temeljni preduvjet za uspjeSno povezivanje jest strukturna komplementarnost liganda i

receptora: trodimenzijske strukture moraju odgovarati jedna drugoj oblikom, ali i veli€inom,

nabojem, te hidrofobnim odnosno hidrofilnim svojstvima.

ligand (key) is
inappropriate shape —— ligand is good
for receptor (lock) A 4 —— fit for receptor and

binds to it




* Receptor je bioloSka makromolekula (lipoproteini ili glikoproteini, jednostavni proteini, nukleinske

kiseline i lipidi) koja doprinosi bioloSkom odgovoru nakon interakcije s ligandom.

Intermelecular forces

 Ligand (lat. ligare, vezati) je molekula koja se l

intermolekulskim vezama (ionske, vodikove,

v . . . = —
Van der Waalsove) moze povezivati s drugim + \—
molekulama tvoreci stabilne komplekse.

* Molecular Docking (molekulsko pristajanje): Z 3 prome

>

Biulogical\lrespunce

Feceptor
protein

simulacija konfiguracije, puta i energije

Confermational change

vezanja izmedu proteina i liganda.




« Simulacija interakcija s proteinskim veznim mjestom: vezno mjesto nalazi se izmedu plave i

zelene uzvojnice, a vodikove veze i n-interakcije izmedu liganda i veznog mjesta prikazane su

NS

isprekidanim zutim i plavim linijama.




[ Mogu li se peptidi koristiti kao lijekovi? |

Peptidi i peptidni derivati pripadaju molekulama srednje veliine. Njihova se svojstva mogu
unaprijediti u odnosu na male molekule i makromolekule, pri ¢emu nastaju lijekovi srednje
veli€ine (engl. Mid-size drugs) koji ciljaju ne samo enzimska aktivha mjesta i dZzepove receptora,

vec i protein-protein interakcije.
Male molekule i makromolekule imaju svoje prednosti i nedostatke. Prednosti malih molekula su

oralna biodostupnost i niska imunogenost, dok su njihovi

nedostaci niska specificnost i nuspojave. S druge strane,
makromolekule se odlikuju visokom specificnoScu i ne

izazivaju brojne nuspojave, dok su njihovi nedostatci

niska primjenjivost i visoka imunogenost. fgﬂm .
Molekule srednje veliCine, dizajnirane qﬁfo& H
kao lijekovi (mid-size drugs), zadrza- small i e-aizo macromolecule
molecule molecule . :
vaju prednosti i reduciraju nedostatke == P =
P J molecular[ TTTTTTTTTIRRITITTTTTTE FTTTTTTT
vezane uz male molekule i makro-  Weight o 1,000 2,000 3,000 Pl 100,000
molekule. Peptidi se, kao molekule cell side
P adaptability bility | antigenicity | specificity 5
srednje veli€ine, intenzivno razvijaju small O
J 14 molecule O O (low) 4 A
kao lijekovi nove generacije. macro- i« R X o O
molecule (high) (a few)
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lako sudjeluju u vaznim imunoloskim i neuroloSkim procesima peptidi nisu

pogodni za koristenje u terapeutske svrhe:

njihova im velika fleksibilnost omogucava

interakciju s razli€itim receptorima Sto rezultira nepozeljnim nuspojavama,

podlijezu proteolitickom djelovanju peptidaza iz gastrointestinalnog trakta i seruma,

velika molekulska masa i polarni karakter otezava njihov transport kroz staniCnu membranu i

krvno-mozdanu barijeru.

ALTERNATIVNI
RECEPTOR

NEZELJENI BIOLOSKI UCINAK

ZELJENI
RECEPTOR

[ 1A

KONFORMACIJSKO OGRANICENJE

ZELJENI BIOLOSKI UCINAK




* Peptidomimetici kao zamjena za peptide u njihovim interakcijama s receptorima
predstavljaju moguce rjesenje za spomenute prepreke u koristenju peptida kao

terapeutika:

niska stabilnost - prirodni peptidi sacinjeni iz L-aminokiselina podlozni su djelovanju
endopeptidaza (cijepaju unutarnje amidne veze) i egzopeptidaza (zapoc€inju hidrolizu na N- ili C-
terminusu peptidnog lanca); otpornost peptida na hidrolitiCki u€inak peptidaza moze se poboljSati:
(i) eliminacijom pojedine amidne veze, (i) uvodenjem D-aminokiselina te (iii) kemijskom
modifikacijom terminalnih skupina,

slaba topljivost u vodi - moze se poboljSati uvodenjem polarnih funkcijskih skupina,

o Slaba permeabilnost kroz bioloSke barijere - krvno-mozdane i intestinalne stanice izluCuju
hidrolitiCke enzime stvarajuci biokemijsku barijeru; istovremeno, njihova strukturna svojstva

odreduju fizicku barijeru. Ove se zapreke mogu prevladati korekcijom fiziCko-kemijskih svojstava i

peptida i supstrata.

 Dakle, klinicka primjena bioloski aktivnin peptida omogucena je modifikacijom njihovih nepovoljnih

farmakoloskih i biofarmaceutskih svojstava.

W. Wang et al, Curr. Pharm. Design 5 (1999) 265.
W.-G. Forssmann et al, Current Opinion in Biotechnology 15 (2004) 599.



* Peptidomimetici su spojevi €iji esencijalni farmakoforni elementi oponasaju 3D-strukturu

prirodnih peptida i proteina i zadrzavaju njihovu sposobnost interakcije s bioloSkim

metama te ostvaruju jednak bioloski uéinak.

» Peptidomimetici se moraju odlikovati sljede¢im farmakoloSkim svojstvima:

a) metaboliCka stabilnost,

b) dobra biodostupnost (brzina apsor-
pcije i koliCina aktivne tvari, odnosno
lijeka koji dospije u sistemsku cir-
kulaciju te se zatim izluCuje kroz urin),

c) afinitet i selektivhost za receptore
(postize se smanjenjem konforma-
cijske slobode, odnosno uvodenjem
razliitin konformacijskin ograniCenja
Sto rezultira zauzimanjem rigidne
konformacije),

d) minimalne nuspojave.

A. Giannis et al, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 32 (1993) 1244.

R. M. J. Liskamp et al, ChemBioChem 12 (2011) 1626.
J. Vagner et al, Curr. Opin. Chem. Biol. 12 (2008) 292.
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« Zahtjevi za modificiranim peptidima s unaprijedenim farmakodinamickim i farmakokinetiCkim
svojstvima (povecana djelotvornost, selektivnost, metaboliCka stabilnost i bioraspolozivost, a
smanjena toksicnost) doveli su do razvoja peptidomimetike, interdisciplinarnog znanstvenog
podrucja koje objedinjuje organsku kemiju, biokemiju, farmakologiju i biotehnologiju.

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

* Primjer  peptidomimetika
koji blokira bioloski ucinak

peptidnog receptora:

- Mimetik aktivnog mjesta PNP (purin-nukleozid-fosforilaza; cijepa vezu izmedu purina i SeCera
dajuci slobodnu purinsku bazu i fosforilirani Secer) inhibira aktivhost enzima (medicinska primjena
u lijeCenju autoimunih bolesti, leukemije T-stanica, spreCavanju odbacivanja transplatiranih

organa).

J. Gante, J. Angew. Chern. Int. Ed. 33 (1994) 1699.

M. Kahn, Synlett 11 (1993) 821. 1 b
N\

G. L. Olsen et al, J. Med. Chem. 136 (1993) 3039.

N. Livnah et al, Bulletin of the Israel Chemical Society 20 (2005) 32.
C. E. Bugg et al, J. Biol. Chem. 265 (1990) 1812.




Peptidomimetik je spoj €ija su sekundarna strukturna svojstva analogna prirodnom
peptidu zbog €éega moze oponasati njegovu biolosSku funkciju.

Primjer peptidomimetika koji oponasa bioloski ucCinak peptidnog receptora:

ciklicki peptid Ac-Nle-cyclo[Asp-Pro- -Arg-Trp-Lys]-NH, djeluje kao agonist receptora
melanokortina (MCRs) (agonisti potiCu receptor na Zeljeni odgovor) zahvaljuju¢i konformaciji

fragmenta - -Arg-Trp- koja je komplementarna MCRs-u,

Ispitani su brojni ciklicki sustavi u cilju pronalaska onoga koji najbolje oponasa konformaciju tog

fragmenta,
cikloheksanski mimetik: triptaminska skupina na C, oponaSa

Trp, dok butil-gvanidin na C, oponasa Arg.

C. Fotsch et al, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 13 (2003) 2337.



L=PRO

Molekulski i biokemijski pristup L-PHE  L=VAL [ L-GLU [ L=LYS [ L=-ARG { L-SER
u dizajnu peptidomimetika t
A
identifikacija najmanjeg bioaktivnog LVAL — L-aLu L-LYS L-ARG
fragmenta, L 5
“Ala-Scan” kojim se identificiraju
L-ALA — L-GLU L-LYS L-ARG
aminokiseline vazne za bioloSku aktivnost,
. . .. T v L-VAL —7 L=ALA L-LYS L-ARG
promjena konfiguracije pojedinacnih
aminokiselina, l C
zamjena pojedinaénih aminokiselina s D-VAL |—| D-GLU D-LYS D-ARG
neprirodnim aminokiselinama ili njihovim L D
mimeticima,
L-VAL — D-GLU X L-ARG
| E
: R : L-VAL D-GLU
zamjena fragmenata ciklickog peptida s | |
bioizosterima u cilju dobivanja_nepeptidne L-ARG 4
organske molekule. l -

Thomas Nogrady, Donald F. Weaver, Medicinal Chemistry: A Molecular and
Biochemical Approach, Third Edition, Published by Oxford University Press,

Inc. 198 Madison Avenue, New York, New York 10016, 2005.




mimics with mimics wit
peptide amino acid
main-chains side-chains

mimics with

both peptide main-chains
and

amino acid side-chains

Mimetici glavnog lanca (okosnice): amidne veze glavnog peptidnog lanca supstituirane su
izosternim skupinama (-CH=CH-, -CH=CF, -CH,CH,—, -CH,NH-, -CSNH-, -CH,O-, —CH,S-,
—COCH,-, —-CH(OH)CH,—, itd.) Cime se utjeCe na rotacijsku slobodu, obrasce intra- i

intermolekulskih vodikovih veza, polarnost, hidrofobnost i oralnu biodostupnost.

Mimetici aminokiselinskih boCnih ogranaka: osiguravaju strukturnu i konformacijsku raznolikost -

Krucijalni znacaj u peptidnoj mimikriji.

Mimetici s modificiranim glavnim lancem i boCnim ograncima. LIS

1E. Ko et al, Minimalist and universal peptidomimetics, Chem. Soc. Rev. 40 (2011) 4411.



Web of Science, pretraga* ukljuCuje sljedecCe teme:

- Peptidomimetic(s),

- Peptide mimetic(s),

- Protein mimetic(s), 4500 -
o Peptide mimicry, 4000—-
o Protein mimicry. 3500_-
3000 —
2500 —
2000 —
1500 —
1000 —
500 — I
.
g@Q 2 QQ@
,\q@’ ,\q@\’ ,\q@@’ (,90\' (LQQQ)' qp'\'\' N Q"

* PretraZivanje je provedeno 7. sijeCnja 2020.



{Pregled pojmova karakteristi€nih za podrucje peptidnih mimetika J ® .

tonom er
A

« Oligomeri: tvari koje se sastoje od viSestruko ponavljajucih

jedinica niske relativne molekulske mase. enzs @@ g &"“

« Foldameri: lanCaste molekule ili oligomeri

koji poprimaju elemente sekundarne
strukture stabilizirane nekovalentnim interakcijama.
« Ligandi: tvari (hormoni, lijekovi, funkcijske skupine) koje se

specificno i reverzibilno vezu za drugu molekulu tvoreci

kompleks.

y . N . : Agonists and Antagonists
* Receptori: proteini u stanici ili na povrsini stanice
Agonists Drugs that occupy receptors and activate therm.
za koji se vezu ligandi, uzrokuju¢i promjene u
stani¢noj aktivnosti.
« Agonisti: prirodne ili sintetske molekule koje
oponasaju funkciju liganada (potiCu receptor na

Zeljeni odgovor)..

* Antagonisti: prirodne ili sintetske molekule koje

Iﬂhlbll’aju funkCIjU Ilganada Full actvation



Protein Pharmacophore

« Farmakofor: komplet sterickih i elektronskih

svojstava neophodan za optimalnu interakciju

sa specificnom bioloSkom metom.

 lzosteri: dvije ili viSe razliCitih molekula koje . o i o
sadrzavaju jednak broj ukupnih ili valentnih O‘u)\‘)\o O‘g)\\)’\o
O R H R
elektrona, a odlikuju se slicnim svojstvima.  Peptide Alkene Peptide Isostere
amide bond highlighted in red alkene mimics the geometry of an amide
but lacks H-bond donor and acceptor

* Peptidomimetik: molekula koja oponasa L 0 -
trodimenzijski  prostor peptida, te ima it+3 E> O "
sposobnost izazivanja bioloSkog uc€inka nakon ; O |
vezivanja na receptor. '




Peptidni analog: peptidomimetik s

modificiranim boCnim ograncima.

Depsipeptid: pseudopeptid u kojem je

amidna veza zamijenjena esterskom.

Peptoid: peptidomimetik u kojemu je
bocni lanac pomaknut sa Ca atoma na

amidni dusSikov atom.

Ureidopeptid:  peptidomimetik u
kojemu je amidna veza zamijenjena

ureido-skupinom.
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» Retro-inverzni peptid: izmijenjena je konfiguracija pripadajuc¢ih aminokiselina (L-aminokiseline

EH

o) =

zamijenjene su s b-aminokiselinama i obrnuto); obrnut je smjer peptidnog lanca [zamijenjene su

peptidne veze (-NHCO- umjesto —CONH-)].
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* Retropeptid: konfiguracija je zadrzana, a obrnut je smjer peptidnog lanca [zamijenjene su
peptidne veze (-NHCO- umjesto —CONH-)].
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dramati¢no produljuje poluvrijeme zivota mimetika!

* Obrtanje smjera amidne veze u brojnim sluCajevima minimizira utjecaj peptidaza, tj. in vivo



* Pseudopeptid: (i) peptidomimetik koji sadrzava pseudopeptidnu

ili (if) poliamid graden iz neproteinogenih a-aminokiselina.

« Uvodenjem pseudopeptidnih veza povecava se otpornost prema enzimskoj degradaciji, ostvaruju

se konformacijske izmjene koje se odrazavaju na karakter vodikovih veza i fleksibilnost, te se

povecavaju specificnost, potencijal i bioloska aktivhost receptoral

P. E. Nielsen, Pseudo-peptides in Drug Discovery, Wiley , Weinheim 2004.




Peptidni mimetici | pseudopeptidi

Mimetici a-uzvojnice

Prof. dr. sc. Lidija BariSi¢



{ Mimetici sekundarnih struktura J

Potreba za razumijevanjem, kontrolom i oponasSanjem funkcije prirodnih peptida nametnula je
ideju oponasanja sekundarnih struktura (oa-uzvojnice, B-ploCe i okreta).

S obzirom da struktura proteina diktira njegovu funkciju, sposobnost sintetske molekule da
oponasa strukturu nekog prirodnog proteina izravno ¢e utjecati na

njezinu biolosku ucinkovitost.

Priroda funkciju proteina kontrolira uglavhom preko protein-
protein interakcija koje su upravljane hidrofobnoscu, vodikovim i
lonskim vezama, te van der Waalsovim interakcijama izmedu

povrSina dvaju proteina.

Mimikrija velikih proteinskih povrSina bila bi izuzetno zahtjevna; taj je zadatak pojednostavijen
okricem proteinskih “hot-spots”, aminokiselinskih ostataka koji doprinose slobodnoj energiji
vezivanja, odnosno mjesta na ciljanom proteinu koja imaju veliku sklonost k vezivanju liganda.
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 sli€nu funkcionalnost doveo je do propulzivhog razvoja polja peptidomimetike.

N. T. Ross, W. P. Katt and A, D. Hamilton Phil. Trans. R. Soc. A 2010 368, 989.
K. D. Stigers, M. J. Soth, J. S. Nowick, Curr. Opin. Chem. Biol. 1999, 3, 714.




H
« a-Uzvojnica nastaje umatanjem jednog polipeptidnog lanca pri -
cemu nastaje Cvrsti cilindar. Karbonilna skupina svake
aminokiseline povezana je vodikovom vezom s NH-skupinom

aminokiseline smjeStene Cetiri ostatka dalje. Svaki puni zavoj

uzvojnice sadrzi 3,6 aminokiselinskih ostataka.

* Kratke regije a-uzvojnica prisutne su u proteinima lociranima

ues/turn

u staniénoj membrani (transportnim proteinima i receptorima).

Takvi transmembranski proteini prolaze kroz membranu kao
a-uzvojnice sacinjene iz nepolarnin aminokiselina. Hidrofilna

polipeptidna okosnica uvija se u uzvojnicu dok se hidrofobni bocni Carboxyl terminus

Amino

ogranci usmjeravaju prema van, Cime se uzvojnica Buitatio terminus

zaklanja od hidrofobnog lipidnog okruzenja.

* a-Uzvojnica, kao najéesci element sekundarne strukture

u proteinima, predstavlja najcesci cilj peptidne mimetike.

* Mimetici o-uzvojnice mogu biti blago derivatizirani

Inside

prirodni peptidi, ali i male molekule koje imaju slicnosts |~ *

Carboxyl
terminus

helicnom strukturom.




* U peptoidima je, za razliku od peptida, bo¢ni ogranak s C,
atoma premjeSten na amidni dusSik Sto rezultira ne samo

gubitkom kiralnosti ve¢ i gubitkom sposobnosti sudjelovanja u

vodikovoj vezi.

* Heli¢nost je inducirana uvodenjem

@)

H{ H\/U\Hf a-peptid

Q

= |

R
|

@)
N peptoid

* Nabiranje peptoida ne induciraju vodikove veze te su njihove uzvojnice stabilne i u kompeticijskim

otapalima.

Nspe
(S)-N-(1-feniletil)glicin

polypeptide
hydraphilic \
R-group \ -

hydrophobic
R-group

folded form - hydrophilic
exterior




Bioaktivni peptoidi sadrze kationske, hidrofobne aromatske ili ‘
alifatske boCne ogranke kako bi se uspostavila heliCna
struktura  pozeljnih  hidrofobnih  svojstava, nuzna za VTLN*/N&EO{—
antimikrobnu aktivnost peptoida. °
Za razliku od prirodnih antimikrobnih peptida koji podlijezu
proteolizi, peptoidni mimetici Cija je amidna veza modificirana
(peptoidi ne sadrze amidni proton!) stabilni su prema
proteazama.

Prisutnost hidrofobnih skupina na amidnom dusSiku omogucava
njihovu bolju permeabilnost kroz stani€ne membrane.
Razmatranja mogucCe terapeutske uporabe peptoida
podrazumijevaju odgovore na pitanja: kojom se brzinom
eliminiraju iz tijela?, nakupljaju li se u tijelu i gdje?, ponasaju li
se u organizmu kao ksenobiotici ?, jesu li hepatotoksicni?.

Peptoidi se istrazuju kao moguéi farmaceutici u podrucju

plu¢nih surfaktanata, antibiotika te kao antikancerogeni agensi.

Annelise E. Barron et al, Current Pharmaceutical Design, 2011, 17, 2732.



* Niska biodostupnost peptida (brzina apsorpcije i koliCina lijeka koji
dospije nakon oralnog unosa u sistemsku cirkulaciju nakon Cega se iz
organizma izlu€i putem urina) pripisuje se inaktivaciji u
gastrointestinalnom traktu uslijed djelovanja peptidaza = limitirana

terapeutska primjena.

* Nekoliko razliCitih strategija, ukljuCujuci i N-metiliranje kojim se
pripravljaju peptoidi, koristeno je u cilju redukcije enzimske hidrolize.
* N-metiliranjem ciklosporina (imunosupresiv) i analogd somatostatina (regulira izluCivanje

hormona rasta) povecCava se njihova stabilnost prema peptidazama te im se povecava oralna

bioraspolozivost.

Horst Kessler et al,. Angew. Chem. Int. Ed. 2008 (47) 2595.



» Uz nedostatak kiralnog centra, peptoidi su karakterizirani prisutno$¢u tercijarne amidne skupine.

« Tercijarna amidna veza omogucava povecanu

fleksibilnost (moguca je cis- i trans-konformacija svake R

Cq
|

amidne skupine $§to udvostruava broj moguéih Ca N Ca N
C, R
konformacija), a s povecanjem konformacijske slobode Y Y

@]
smanjuje se sposobnost vezivanja za zeljeni receptor. trans

+ Konformacijska fleksibilnost peptoida moze se ograniciti ciklizacijom:

S
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R.. Luxenhofer et al, Chem. Rev. 2016, 116, 1753.
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Amfipatska uzvojnica antimikrobnih peptida (AMP) vezuje se za staniChu membranu uslijed
Cega dolazi do tvorbe pora i destabilizacije lipidnog dvosloja te pucanja staniéne membrane.
Nakon ulaska u stanicu, neki AMP mogu dodatno sudjelovati u razliCitim interakcijama, npr.
vezivanju s nukleinskim kiselinama ili inhibiciji enzima, Cime se dodatno promovira antimikrobna
aktivnost. Antimikrobna selektivnost i potencijal AMP ovisi o njihovim fizikalno-kemijskim
svojstvima: naboju, sekundarnoj strukturi, hidrofobnosti, veli€ini te omjeru hidrofobnih i hidrofilnih
ostataka. Medu brojnim skupinama AMP-a najproucCavaniji su kationski AMP koji se vezuju na

negativno nabijene lipopolisaharide ili fosfolipide na bakterijskoj membrani te ostvaruju vrlo

visoku citotoksi¢nost.

Cause pit formation
In cell wall

Binds DNA

(\Aﬁ'{bi};{ptide Disrupts cell wall
/ integrity

Inhibit translation

Inhibit DNA

replicatuot/ Inhibit
transcription

Process

Inhibit protein
folding

Inhibit Cell membrane
integrity Inhibit cell membrane
synthesis



AMP izolirani iz prirodnih izvora smatraju se sigurnima za primjenu kod ljudi te se ispituju kao
moguca zamjena za konvencionalne lijekove, a nalaze primjenu i u preradi hrane. KliniCki razvoj

AMP i moguca terapeutska primjena ograniCeni su visokim troSkovima izolacije i prerade,

toksicnosc¢u te proteolitiCkom nestabilnoScu. —3

Zadnjih se godina broj novootkrivenin AMP naglo %

poveCava, zahvaljuju¢i razvoju metoda i tehnika za % 5 . ® o*
izolaciju, detekciju masenom spektrometrijom, % - !
sekvencioniranje i strukturnu karakterizaciju. Tako je do & 2 T

2015. bilo registrirano 2493 AMP (ukljuCujuci i sintetske), a E | e o?

od tada do prve polovice 2018. registrirano jos 2981 AMP! 2003 2008 e 2013 2017

RazliCiti antimikrobni agensi poput peptida i bakteriocina (nizina) koriste se kao biokonzervansi,
u cilju produzenja roka trajanja namirnica. (Bakteriocini se definiraju kao skupina proteinskih
spojeva, sintetiziranih na ribosomima, a odlikuju se koncentracijski-ovisnim multifunkcijskim
svojstvima). Prisutni su kod svih bakterijskih vrsta, a posebno kod bakterija mlijeCne kiseline.

Nekoliko je prednosti njihovog koriStenja u konzerviranju hrane: sigurni su za konzumaciju, nisu
toksicni

prema eukariotskim stanicama, odlikuju se Sirokim spektrom aktivnosti prema

mikroorganizmima koji uzrokuju kvarenje hrane te su otporni na promjene pH i temperature.

E. L. Ongey et al, Pharmaceuticals 11 (2018) 68.
M. Rai et al, J. Food Sci. Technol . 53 (2016) 53 3381.



« AMP (engl. antimicrobial peptide) uglavnom su kationski peptidi (pozitivho nabijeni) Sto olakSava
njihovo vezanje na negativno nabijenu vanjsku povrsinu bakterijske membrane kao i membrane

kanceroznih stanica.

Selectivity of Antimicrobial peptides

Er\,ﬁhrorltv membrane Barlﬁna membrane
ee G (-

©® @ R DR LA
Hydrophobic interactions Electrostatic and hydrophobic

interactions LL-37 (Shai, Y. Current Pharmaceutical Design 2002 (8) 715.

« E. coli prije (lijevo) i poslije (desno) tretiranja AMP

« U citiranom radu opisana je serija amfipatskih peptoida s hidrofobnim i kationskim skupinama u bo¢nim

ograncima kako bi se ispitao utjecaj bo€nog ogranka i duljine sekvencije na antimikrobnu aktivnost.

Modulation of
hydrophobicity, charge, length

Potent antimicrobial activity
& increased selectivity

NH,

Y1 G ?

\/U\ N\/U\ N\)L JL]\
N/\ﬂ/ N/\[]/ N/\[( N NH, MIC (E. coli) = 1.6 uM
i b é < Hmax (200 M) = 9.8%
NH NH, LCso (MRCS) = 80.5 }JM

J. Lee et al, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 28 (2018) 170.



Peptoidi 1-7 zauzimaju konformaciju

uzvojnice gradene iz tri ili Cetiri
ponavljajuce jedinice, od kojih je
svaka sadrzi po tri monomera (dva
hidrofobna i jedan kationski). Takav
heliéni peptoid, s kationskim |
hidrofobnom ostatcima oponaSa |

amfipatska i heli€na svojstva AMP-a.

Njihov  antimikrobni i

citotoksicni potencijal
usporeden je s poznatim
AMP-om peksigananom
(sadrzi  hidrofobne |
kationske ostatke). RijeC
je o visokopotenthom
analogu magainina
izgradenom iz 22

aminokiseline.

I o~ MH;

""'w? O ~ .;l:J} - ::-J}
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NH: T NH;
X
1:n=4,X=-H/2:n=3,X=-H 6:n=4
3:n=4 X=-Cl/4:n=4,X=-CHy 7T:n=3
S:n=4 X=-F

NHQ

NH4



Dva kontrolna spoja (peptoid 1 i peksiganan) pokazali su se potentnim antimikrobnim spoje-

vima. Peptoid 2, iako sadrzi istu ponavljaju¢u sekvenciju kao 1, nesto je slabijeg antimikrobnog

potencijala. Hidrofobni analozi 3-5 pokazuju slabu do umjerenu antimikrobnu aktivnost protiv E.

coli, dok su prema B. subtilis aktivniji, s izuzetkom najhidrofobnijeg peptoida 3 (sadrzi Cl-atom

na p-polozaju). Suprotno tome, peptoid 5 koji sadrzu F-atom na p-polozaju pokazuje MIC-vrijed-

nosti usporedive sa spojem 1 5to ne iznenaduje jer se F-atom u brojnim istraZivanjima pokazao

ucinkovitim izosterom H-atoma. Peptoidi 6 i 7 koji sadrze dodatni lipofilni Nlys-ostatak pokazuju i

poboljSanu antibakte-
rijsku  aktivhost u
odnosunali?2.
Hidrofobni peptoidi 3-5,
kao i peptoid 1, uzro-
kuju potpunu hemolizu
eritrocita. Niski postotak
hemolize u slucaju pep-
toida 7 (9,8%) indicira
njegovu visoku antibak-

terijsku selektivnost.

Antibacterial and hemolytic activities of peptoids and pexiganan

Compounds MIC* (M) HD,o/HD<," H,un”

E coli B. subtilis (200 uM)
1 1.6 0.8 9.1/63.4 100
2 3.1 1.6 119.5/>200 387+54
3 >6.1 6.1 <6.25/10.4 100
4 »6.1 0.8 <6.25/83 100
5 3.1 0.4 <6.25]<6.25 100
6 1.6 0.4 19.5[>200 48.1 +3
7 1.6 0.8 >200/>200 98+ 0.8
Pexiganan 0.8 0.4 113.4/>200 21.5+29

* MIC: minimal inhibitory concentration. These concentrations represent the
mean values of three independent experiments performed in duplicate.

B HC,q and HCs, are the concentrations of the compounds that cause 10% and 50%
hemolysis of rat erythrocytes, respectively.

* Hpax 15 the percent (%) hemolysis at the highest concentration tested (200 pM).




« Sljedeci zadatak bio je istraziti ostvaruju li kationski amfipatski peptoidi 1-7 citotoksiCnu aktivnost
protiv stanica leukemije i raka prostate te normalnih stanica fibroblasta. Opcenito, LCg;-
vrijednosti u skladu su s postotkom hemolize eritrocita. Peptoidi 3-5 koji su veC pri niskim
koncetracijama uzrokovali hemolizu eritrocita pokazali su i relativno niske LCg,-vrijednosti protiv
kanceroznih i zdravih stanica. Peptoid 7 koji je imao najslabiju hemolitiCku aktivhost pokazao je i

nisku citotoksicnost.
L, values (pM) against cancer cells (Jurkat and LNCaP) and normal cells (MRC5)

Jurkat LNCaP MRC5
1 221 5.0 2.0
2 186 27 40.0
3 1.58 10.0 3.0
4 ND" 12.0 2.0
5 247 9.5 9.5
6 5.04 ND" 10.0
7 289 ND" 80.5
Pexiganan ND" ND" 21.2

* These concentrations represent mean values of three independent expeniments
performed in duplicate.
B ND: Not Determined.

« Zakljucno, hidrofobni peptoidi 3-5 neselektivnho su toksiCni prema stanicama sisavaca, dok
peptoid 7 ostvaruje antibakterijsku aktivnost. Osim toga, 7 pokazuje i nisku hemolitiCku aktivnost

Sto ga Cini obecavajucim kandidatom za terapeutsku primjenu.
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| B-Peptidi |

Produljavanjem peptidnoga lanca za jednu metilensku skupinu moze se povecati njegova

otpornost prema peptidazama.

Izvode se iz B-aminokiselina u kojima su N-

| C-terminus razdvojeni dvama C-atomima.

Formiraju visokostabilne 12- ili 14-Clane o
heliCne strukture, ali i B-plohe i okrete ERONN AN Y

(analogno a-peptidima).

U odnosu na a-peptide, odlikuju se pove¢anom metaboliCkom i strukturnom stabilnoS¢u Sto je
demonstrirano na primjeru vezivanja za aktivno mjesto metaloendopeptidaze: karbonilna skupina

1z a-peptida stupa u interakciju s Zn, dok se kod B-peptida ista interakcija ne opaza.

e

]
i
i
i
i

* Njihova su strukturna svojstva iskoriStena u dizajnu antimikrobnih B-peptida.



* Magainin, peptidni antibiotik, \_\ %_\
MNH

; ; ; v ; gttt 2
izoliran iz koZze Xenopus laevis, 4 ol ?
2
. ANV,
« djelotvoran protiv virusa, bakterija, % ' F 3
protozoa, kvasaca, funga,

 citotoksic¢ni u€inak na stanice raka,

* inhibira virus Herpes simplex.

* Njegov mimetik, peptid B-17, stabilizira se
tvorbom 12-Clane uzvojnice, a amfipatski

karakter (prisutnost hidrofobnih skupina

na jednoj, te hidrofilnih skupina na drugoj

strani uzvojnice) osigurava prisustvom hidrofobnih i kationskih skupina.

H K ki g K H H
H, E_Iz

- -3

NH,

» PoboljSana bioloSka aktivnost u odnosu na prirodni peptid (djelotvoran je protiv Cetiri bakterijske

vrste, ukljuCujuci i dva patogena rezistentna na uobiCajene antibiotike).



(Foldameri s heterogenom okosnicom J

« Foldameri su neprirodni oligomeri koji se smataju poprimajuci visokouredenu sekundarnu i

kvaternu strukturu, oponasajuci arhitekturu prirodnih proteina.

« Za razliku od homogenih foldamera Ciji gradevni blokovi

pripadaju istoj skupini spojeva,

heterogeni foldameri su nacinjeni iz ponavljajucih jedinica koje pripadaju razliitim skupinama

spojeva.

« Kemija foldamera zapocCela je maodifikacijom prirodnih a-peptida s njihovim - i y-analozima.

* Najbolje su opisani mjesoviti foldameri nastali kombinacijom

- I B-aminokiselina,

 sadrze podjedinice razliCitih tipova a-a—o—-o—B—B—p—p-, o—P-a—pf-a—p-, a—a—P-oa—a—P, ..

te pokazuju visoku rezistenciju na djelovanje proteaza.

0 Sequence Structure Function
H Diverse Patterns Secondary and Quaternary Biomedical Applications
“‘{N\/U\;‘S ) by
RO 8 % o9&
( ' ) \~e &6 2 protein surface
—) — /h\ : €, = — [T
% \/\n}‘ | e “ e, antimicrobial
R O O W ) ' €a ¢ A activity
(] ¢
A .

A. J. Wilson, D. J. Aitken et al, Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 11096



« Sustavnim kombiniranjem - i 3 aminokiselina ostvaruju se razli€iti strukturni motivi (A, B, C,...)

koji podlijezu interkonverziji (kod prikazanog o/B-peptida izmjenjuju se heliCne strukture B i C).

(A) /?\ (B) 7 T
S el e e IS VS PSP S PN

N

k| 11

« Kombiniranjem a-i y-aminokiselina pripravljeni su oligomerni tetrapeptid (sekvencija yoyo) |
heksapeptid (sekvencija ayayoy) koji u €vrstom stanju i u otopini zauzimaju konformacije 12-

¢lanih uzvojnica.

D. L. Steer et al, Curr. Med. Chem. 9 (2002) 811. S. Rotem et al, Biochim. Biophys. Acta 1788 (2009) 1582. S. H. Gellman, J. Am. Chem. Soc., 2009,
M.-I. Aguliar et al, Org. Biomol. Chem. 5 (2007) 2884. W. S:Horne et al, Accounts Chem. Res. 41 (2008) 1399. 131, 16018.



Istrazuju se razliCite strategije za mimikriju a-heliCnih segmenata s proteinske povrsine, a u cilju
stvaranja inhibitora uzvojnicom posredovanih PPI. Opisani su heterogeni foldameri koji se vezuju
za prepoznavajucu povrsinu vaskularnog endotelnog faktora fasta (VEGF, protein odgovoran za

rast novih krvnih zila), a bazirani su na ranije opisanim o-peptidima v114 i v107 gradepim_iz 19

aminokiselinskih ostataka koji se vezuju na VEGF-povrsSinu.

Peptid v114, sastavljen iz a-aminokiselina,
u prethodnim se istraZivanjima pokazao
najboljim ligandom za vezno mjesto VEGF,
dok ligand v107 ostvaruje tri puta slabije
vezivanje. Oba peptida sadrze jednu
disulfidnu vezu, a razlikuju se na
pozicijama 1-4, 81 9. os
Glavni cilj zamjene a—p jest zadrzati 107 (GON MWEIQFERL—M{E
afinitet za VEGF i smanijiti proteolitiCku | v1l4 &DIWEWEEFERLNHE

nestabilnost. vll4*  VEPNCDIHV'LWEWECFERL-NH,
Sistematska evaluacija zamjene o—fp u toj 19-Clanoj sekvenciji omogucila je identifikaciju

homologa koji sadrzi ~ 30% [-ostataka, a zadrzava visok afinitet za VEGF te pokazuje

rezistenciju prema proteolizi. Takvi a/p-peptidi inhibiraju VEGF-stimuliranu proliferaciju humanih

endOteImh stanica pupcane vene. Holly S. Haase et al, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 7652-7655



« Ala-scanom peptida v114 utvrdeno je da 5-8

I
boc¢ni ogranci ostataka V9, M10, W11, W13 | v107 GGNEQDIPLRMW WECFERIL-NH,

R o vll4 VEPNCDIHVMWEW E C[F[ER L-ng,

F16 igraju kljuCnu ulogu u vezivanju s VEGF.
vll4d* VEPNCDIHV|FLWEW E C|FERL-NH,
Uslijedio je B—scan kako bi se utvrdilo koji 1 VEPNCDIHVFWEW E C|F/ZR B-nm,
polozaji u peptidu 114 toleriraju zamjenu o—3 2 VEPNCDIHV|'MLWEW E C[F/ZR L-nH,
(plavo oznacava B-aminokiselinu, a naranca- 3 VEPNCDIHVILWEWE CF\ZR L,
sto ciklicku -aminokiselinu). Osim toga, kako 4 WEONCDI HEE‘_ E - E QEZRL'“HE
bi se sprijeCila moguca tvorba sulfoksida, ‘ j\/ﬁ\j *a.;f ,_
""‘\-..“ = = z
provedena je zamjena M10—norleucin ("L) H :
dajuci prototip v114* koji se odlikuje visokim
afinitetom za VEGF.
« o/B-peptid 1, sa zamjenom a—f na polozajima E2 i L19 oligomer K, (uM)?
te a—ciklo-p (Z) na E17, zadrzao je vrlo visok afinitet v107 0.60
za VEGF (K, = 0,26 uM). o/B-peptid 2 s Cetvorostrukom "lH_ D'DT.D
v114* 0.060

zamjenom a—f takoder je pokazao afinitet za VEGF (K; 1 0.26
= 0,74 uM). U odnosu na prototip v114*, zamjena a—f | 2 0.74

: - : . . 3 1.6
a—ciklo-f (Z) u peptidima 3 i 4 rezultirala je 4 16

smanjenjem afiniteta za VEGF.



- . b
Utjecaj zamjene a—p na proteolitiCku stabilnost ispitan je u prisutnosti proteinaze oligomer  f,, (min)

K. Peptid v114* razgraduje se vrlo brzo (t,, = 1,6 min). o/p-peptid 3 pokazao se Vi?: :
15 puta stabilnijim u odnosu na prototip v114*, a MS-analiza utvrdila je da kod :114>:: 1.6
oba peptida do cijepanja dolazi izmedu "L10 i W11. U nadi da ¢e pokazati vecu | 1 B
rezistenciju prema proteolizi testiran je o/p-peptid 4 (koji sadrzi Sest zamjena ; ;1
o—p ukljuCujuci i W11!). Njegovo vrijeme polu-Zivota iznosi 300’, Sto ga €ini 190 | 4 300

puta rezistentnijim prema proteinazi K u odnosu na prototip v114*, te >10 puta rezistentnijim

u odnosu na 3. Afinitet mimetika 4 za VEGF je nesto nizi u odnosu na mimetik 3 (~ 3 puta).
Izlaganjem VEGF inducira se proliferaciia humanih endotelnih stanica pupCane vene (HUVEC), a

v114* inhibira VEGF-induciranu HUVEC-proliferaciju. Stoga je u nastavku istraZivanja ispitan
inhibicijski u€inak o/B-peptida 3 i 4. Kao pozitivha kontrola koriSteno je anti-VEGF protutijelo koje punu
inhibiciju ostvaruje vec pri 0,001uM. Peptid v114* pri konc. 30 uM potpuno inhibira VEGF-stimuliranu
HUVEC-proliferaciju. o/B-peptidi 3 i 4 pokazuju slabiji inhibitorni potencijal (§to ne iznenaduje s obzirom
da imaju i slabiji afinitet za VEGF u odnosu
na v114*),

Kako pri inhibitornim koncentracijama pep-

(=] = -
=23 o o
L L L

o
B
1

tidi 3 1 4 nisu toksi¢ni, dobiveni rezultati

et
N
1

Relative VEGF-Induced
Proliferation

sugeriraju da ti spojevi mogu blokirati

0.0~

VEGF-posredovanu transdukciju signala Cm}ten;raﬁon 0.001 0.0001 30 3.0 150 15 150 15
1LY

preko receptora na povrsini stanice. Ant-VEGFAD  v114* 3 4  Noinhibitor




[“Uvezani” (stapled) peptidi J

Cesto kratke peptidne sekvencije, makar smjestene i u sredidtu visoko stabilne a-uzvojnice, ne

mogu poprimiti uredenu strukturu.

Jednostavnim modifikacijama moze se “prisiliti” peptid ; A
y - -
da zauzme konformaciju uzvojnice: tvorbom kovalentne S 1 v
spojnice smanjuje se udaljenost izmedu ostataka koji bi T (:;'_ _1““
se trebali nalaziti na istoj strani uzvojnice (povecanje 1"\" "} .
4 i |
helignosti i do 80%). <daay //- /
.______.: e . -
Zahvaljuju¢i  hidrofobnoj ugljikovodikovoj spoijnici, o ',:' "
o
stabilizirane uzvojnice lakSe prolaze kroz lipidni dvoslo;. Nl
-

Peptidna veza prisilno stabiliziranih peptida manje je

izlozena, §to rezultira njihovom povec¢anom stabilnoS¢u
na djelovanje proteaza.
Metoda “uvezivanja” peptida koristenjem nepeptidnih

premosnica omogucava pretvaranje vrlo malih peptida

(10-15 aminokiselinskih ostataka) u bioloski aktivne

spojeve.



* Djeluju kao inhibitori HIV-1 (zahvaljujuéi
visokom afinitetu vezivanja na proteine iz

virusnog omotaca).

* Induciraju apoptozu stanica raka (inhibiraju

protein B-katenin koji, prisutan u hiperaktivnom
obliku, uzrokuje nekontroliran rast stanica raka “Magic bullets in nature’s arsenal”
debelog crijeva, koze, mozga i jajnika).

* Uvezani (“stapled”) citokini ( hormoni koje luCe stanice imunosustava) ublazavaju aktivnost

interleukina-13 odgovornog za astmaticne napade.

. s IS
STAPLED PEPTIDES
- Stapled
Drug Properties Peptides
Specific

Cell penetration - ++
Specificity ++ ++
Stability = ot

J. A. Kritzer, Nat. Chem. Biol. 6 (2010) 566.

W. Wolfson, Chem. Biol. 16 (2009) 910.
H. Zhang et al, Retrovirology 8 (2011) 28.
Verdine, G. American Chemical Society's (ACS) National Meeting & Exposition, Anaheim, California, 2011.
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Protein-protein interakcije (PPI) imaju kljuénu ulogu u razli¢itim bioloskim procesima (proliferacija,

rast i diferencijacija, apoptoza).
Interface
Poremecaji u PPl dovode do bolesti (HIV, karcinom,

dijabetes i neurodegenerativne bolesti).
Izniman biokemijski i medicinski znacaj uloge a-uzvojnica
u protein-protein, protein-nukleinska kiselina i protein-lipid

interakcijama potaknuo je istraZivanja malih nepeptidnih

molekula i molekulskih kalupa koji oponasaju a-uzvojnicu.
Protomer 1 Protomer 2

Mimikrija proteinskih a-helicnih  domena predstavlja
uspjesSnu strategiju za razvoj sintetskih modulatora PPI.
Motiv a-uzvojnice je najcesS¢i element sekundarne
strukture prisutan na povrsini i u unutrasnjosti proteina, te
je ukljuCen u interakcije s drugim molekulama.
Aminokiselinski bocni ogranci rasporeduju se u tri

odvojene regije, CinecCi tako tri mogucCa pristupa za

molekulsko prepoznavanje.




BoCni ogranci strSe van uzvojnice i definiraju njezinu povrsinu, zbog €ega njihova orjentacija
utjeCe na interakciju uzvojnice s drugim makromolekulama i ligandima.

BoCni ogranci na pozicijama i, i+4 i i+7 pozicionirani su na istoj strani uzvojnice. S obzirom da se
PPIs uglavhom opazaju na jednoj strani uzvojnice, mimikrija segmenta proteinske strukture koji
sadrzi spomenute hot-spot ostatke dosSla je u fokus istrazivanja. Drugim rijeCima, mimikrija
topografije a-uzvojnice omogucava dizajn inhibitora PPIl. Topografski mimetici su posebno

zanimljivi jer mogu biti sintetski skrojeni tako da unaprijede pozeljna svojstva poput specificnosti,

afiniteta, metaboliCke stabilnosti i topljivosti.
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S.M. Firestine et al, Curr. Med. Chem. 2011, 18, 2420. W. D. Lubell, Peptidomimetics Il, Springer 2017.
A. D. Hamilton et al, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2014, 24, 717.



« S 1,6-disupstituiranim i 1,1,6-trisupstituiranim
indanima zapocCela su istrazivanja malih molekula i
molekulskih kalupa kao mimetika a-uzvojnice.

« 1,1,6-Trisupstituirani indan 1 dizajniran je da oponasa
I-1, 1 i i+1 ostatke o-uzvojnice s ciljem mimikrije
prirodnog neuropeptida neurokinina koji kontrolira

kontrakcije glatkih misiéa kardiovaskularnog i

urinarnog sustava. Mimetik je pokazao selektivnost prema receptorima prirodnog analoga.

i-1

i+3

i+5
i+6
i+7

Antracenski kalup 2, supstituiran na pozicijama 2 i 7, oponasa ostatke i+6 i i+8 iz uzvojnice. Kao

inhibitor apoptotskog proteina Bim/Bcl-2 oponasa Asp67 i lle65 iz Bim-uzvojnice.

ostatke i, i+3 ili i+4 te i+7, dok

terfenilni kalup zauzima isti prostor

i+7,
kao i helicna okosnica. Pokazali ‘ @i+4
su se inhibitorima p53/Mdm?2 €
interakcije (Mdm2 onkogeni

protein je staniCni antagonist o~ Helix

tumor-supresorskog proteina p53).

Sintetizirani su terfenilni mimetici a-uzvojnice dizajnirani tako da fenilni supstituenti oponasaju

-o=b

ared

Structural
Mimetic




Stanice raka prezivljavaju izbjegavanjem apoptoze, uslijed prekomjerne izlozenosti anti-

apoptotskim proteinima (Bcl-2, Bcl-X, i Mcl-1) koji se vezuju na BH3 a-helicnu domenu iz pro-

apoptotskih proteina (Bax, Bak, Bad i Bim) C¢ime inhibiraju njihovu aktivnost.

Dizajnirani su

a-uzvojnice iz BH3 koji se vezuju na anti-apoptotske proteine,

Cime sprjeCavaju njihovo vezivanje na proapoptotske Bak- i Bim-BH3 proteine.

9]
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CO,NH, -_Q]ekl‘Jlskap
BH3-M6
Dakle, inhibira vezivanje a-uzvojnice iz

BH3 na anti-apoptotske proteine.

A. Kazi et al, The Journal of Biological Chemistry 286 (2011) 9382.
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* Nedostatak aromatskih mimetika uzvojnice ogleda se u nemogucénosti razlikovanja kiralnih
proteinskih veznih mjesta. Za razliku od terfenila koji se odlikuju aksijalnom kiralno$¢u, vecéina
aromatskih mimetika uzvojnice ne sadrzi kiralnu okosnicu. Taj se nedostatak mozZe prevladati

dizajnom topografskin mimetika nacinjenih iz aminokiselinske okosnice na koju su vezani

prirodni i neprirodni bo¢ni ogranci.

 Optimalna konformacija potrebna za
mimikriju  helicnih  bo¢nih  ogranaka %J%J‘,Q KxN\)L)\(
podrazumijeva  prstenastu  geometriju R KUn \/L,f
oksopiperazinskog dimera, Cija je prednost peptide oligooxopiperazine R
prisutnost kiralne okosnice. Osim toga,
oksopiperazini se dugi niz godina

primjenjuju u medicinskim istrazivanjima.

* Oksopiperazinski mimetici uzvojnice
(OHM, engl. Oxopiperazine Helix Mimetic)
dizajnirani su tako da inhibiraju PPI

oponasajuci helicne proteinske receptore.

B. Bullock Lao et al, 3. Am. Chem. Soc. 136 (2014) 7877.



« Dizajn peptidomimetika predstavilja proces predvidanja aminokiselinske sekvencije koja ¢ce se

nabrati u zeljenu strukturu i ostvariti zeljenu funkcionalnost.

 Kiljuéni koraci u dizajnu molekulskih kalupa kao inhibitora PPI: (" Identify )
Hot Spots

v’ ala-scan radi identifikacije hot-spots odn. Zal;

aminokiselinskih ostataka uklju¢enih u PPI, Hot Spots on

Scaffold
v' mimikrija odn. prijenos tako identificiranih hot-
spots na kalup, Experimentally
o B N ) Validate
v optimizacija konformacije kompleksa ligand-
protein i dizajn analoga hot-spotova, Inspect Top
Designs )

v najpotentnijim kandidatima za inhibitore PPI

odreduje se afinitet vezanja =za ciljanu & @i“‘ize GOHiHey
@sign Analosﬂ

proteinsku povrsinu,

v eksperimentalna validacija.




Tumor-supresorski (sprijeGava tvorbu
karcinoma) protein p53 igra krucijalnu
ulogu u brojnim fizioloSkim procesima,
a njegova je mutacija detektirana u ~
50% karcinoma. Onkogeni protein
Mdm2 ima ulogu antagonista proteina
p53. Tvorba p53/Mdm2 kompleksa

regulira ravnotezu izmedu rasta stanice

| zastoja staniCnog ciklusa. Stoga je

nuzno razviti inhibitore interakcije p53/Mdmz2 (PPI).

p53 sa svoja tri hidrofobna ostatka: Phel9, Trp23 i Leu26 (FWL)
ostvaruje klju¢ne kontakte s Mdm2. Stoga je 1. korak u dizajnu
oksopiperazinskih kalupa inhibitora PPl modeliranje tih ostataka
na kalupu. Oksopiperazinski dimer ima na raspolaganju 4
aminokiselinska ostatka, od kojih se 3 (R;, R, i R,) preklapaju s
bo¢nim ograncima ostataka i, i+4 i i+7 iz a-uzvojnice. Znadi,
ostatak R; iz kalupa, za kojeg je utvrdeno da ne sudjeluje u
kontaktu s receptorom, dostupan je za smjestaj topljivih skupina

ili malih bo¢nih ogranaka koji nisu kemijski reaktivni.




* Dizajnirani su OHM 1-4 u kojima je

oBuvana sekvencija iz p53 veznog mimetic R, R, R, R, X Ky (uM)®
dZzepa u Mdm2 (FWL), te sadrze ! Phe  Tp A lew  OH 658
2 Phe Trp Lys Leu OH =200
hidrofobne, anionske ili kationske 3 Phe Trp Leu Leu OH 79 + 0.5
4 Phe Trp Phe Leu OH 6.9 + 1.3

ostatke na poziciji R;  Takvi
nepeptidni ligandi zauzimaju p53
vezni dzep u Mdmz2, pri ¢emu Leu i
Phe na toj Rj-poziciji najviSe
doprinose afinitetu mimetika za

vezno mjesto Mdmz2.

o :
N\

Figure 4. Docking of the oxopiperazine scaffold (cyan) with sidechains
shown in orange in pS3 binding pocket of Mdm2. Figure shows the
relative positioning of the oxopiperazine dimer side chains R;—R, and
pS3 hotspot residues Phel9, Trp23, and Leu26 within the protein
pocket.



* Spoj 4, koji pokazuje najveci afinitet za

Mdm2, ostvaruje nekoliko energetski
povoljnih interakcija S Mdm2
zahvaljuju¢i oponaSanju p53-hotspot-
ostataka. Njegovi R;, R, i R,-ostatci

sudjeluju u interakciji s Mdm2-veznim

mjestom:
N\~
R, ostatak (Phe) u interakciji R, ostatak (Trp) u interakciji s R, ostatak (Leu) u interakciji s
s ostacima lle61, Met62 i ostacima Leu54, Leu57, Gly58, ostacima Leu54, Val93, His96,
Tyr67 iz Mdm-dzZepa. lle61, Phe86 iz Mdm-dzepa. 1e99i Ile103 iz Mdm-dzZepa.

« Konacni je zakljuCak da oksopiperazinski kalup iz mimetika 4 zauzima isti Mdm-dzep kao i hot-
spots iz p53-uzvojnice Cime je inhibirana interakcija tumor-supresorskog proteina s njegovim

anatgonistom Mdm2-proteinom.



Benzilidenacetofenonski
mimetici a.-uzvojnice
zauzimaju istegnutu
konformaciju na veznim

proteinskim povrSinama.

0

0
OH
[0 by (98

Polarni teroksazolni

kalupi oponasaju i,

i+3ii+7 polozaje a- ¥

uzvojnice.

Trans-policikli¢ki eteri:
udaljenost izmedu
kisikovih atoma

(4,8 A) gotovo je

identi¢na intervalu

izmedu i i i+4 ostataka

a-uzvojnice (5A).

N

Trisupstituirani
imidazoli oponasaju |,
i+31i+7 polozaje

a-uzvojnice.

1,4-Benzodiazepin-2,5-dioni
oponasaju boCne ogranke

o-uzvojnicer

@
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(Mimetici okreta J

Protein-protein interakcije (PPI) imaju esencijalnu ulogu u brojnim bioloSkim procesima.
Kontrolirano uplitanje u takve interakcije, koje predstavlja golem potencijal za razvoj novih
terapeutika, suoCava se s brojnim izazovima [dodirna povrSina uklju¢ena u specificnho
prepoznavanje obiéno je dosta velika (750-1500 A) i plitka, vezne su regije ¢esto nepovezane
zbog Cega su sintetski peptidi uglavnom beskorisni, itd.].

Proteinske sekundarne strukture esencijalne su za specificno prepoznavanje u PPI. Pri tom j-
okreti imaju krucijalnu ulogu u mnogim bioloSkim prepoznavajuim sustavima (npr. u
interakcijama hormona i njihovih receptora, antitijela i antigena), te postoji veliki interes za razvoj

malih spregnutih mimetika pB-okreta kao potentnih i selektivnih terapeutskih agenasa.

Okreti su mjesta na kojima peptidni lanac mijenja svoj
smijer. NajCeSCe se opazaju na izlozenim povrSinama
proteina, te su stoga ukljuCeni u molekulsko
prepoznavanie.

Okreti su stabilizirani intramolekulskim vodikovim vezama.

U y-okretima dolazi do tvorbe 7-Clanih prstenova, dok su u

B-okretima prisutni 10-Clani prstenovi.

J. Chmielewski et al, Current Topics in Medicinal Chemistry, 2007, 7, 928
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Key learning points
1. Advantages of peptidomimetics over peptides.

2. Definition and classification of peptidomimetics.
3. Synthetic strategies and molecules for local modifications, secondary structure mimetics, global restrictions.

4. Applications of peptidomimetics in drug discovery.

“This field is moving towards the development of high molecular weight peptidomimetic with a
significant peptide character, although the development of small molecule peptidomimetics will likely
remain timely, in line with the increasing interest to peptide research and development in both pharma
and biotech taking advantage of multidisciplinary science and technology expanding peptide chemical

and target spaces.”

E. Lenci, A. Trabocchi, Peptidomimetic toolbox for drug discovery. Chem. Soc. Rev. 2020.,
DOI: 10.1039/d0cs00102c



* NajCesSc¢a dva sintetska alata koja se koriste pri dizajnu mimetika okreta su:

v' Elementi koji induciraju tvorbu okreta (turn inducing elements)

v" Mali molekulski kalupi kao strukturni mimetici (small molecular scaffolds as structural mimetics).
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(a) turn inducing elements

Elementi koji induciraju tvorbu p-okreta (zaCetnici okreta)

Ovaj se pristup zasniva na zamjeni aminokiselinskin ostataka

zacetnik okreta

i+1 i/ili i+2 s pogodnim elementom koji moze inducirati tvorbu

i C=0----H—N i*3
\ A
okreta i reducirati konformacijsku slobodu pripadajuce /C\

sekvencije.

U prirodnim B-okretima vrlo je visoka populacija prolinskin ostataka, pa se stoga analozi prolina
(p-Pro, t-butilprolin) Cesto koriste kao zaCetnici okreta.
Nadalje, kao zacCetnici okreta primijenjuju se i a-aminoizobutiriCna kiselina, pipekolin- i morfolin-

izvedeni heterocikliCki spojevi, triazolni prstenovi, spregnuti dipeptidni izosteri poput bicikliCkih bp-

aminokiselina baziranih na prolinu, tiazolidino-2-piperidinonski kalupi, itd.
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« Jedan od brojnih pristupa u dizajnu mimetika p-okreta s umetnutim zacCetnicima okreta temelji se na
lokalnoj ciklizaciji peptidne okosnice, Cime se smanjuje fleksibilnost peptida. Umetanjem ciklicke [-
laktamske "brave” umjesto ostataka i+1 i i+2, peptid se fiksira u trans-konformaciji koja pogoduje tvorbi
vodikove veze. Rigidnu konformaciju moguce je posti¢i kombinacijom kovalentne spojnice i ciklizacije,
umetanjem amidne skupine ili etilenskog mosta te brojnim drugim pristupima pomocu kojih se ostaci i i

i+3 dovode u neposrednu blizinu Sto je preduvjet za tvorbu vodikove veze NH,,;---OC..




Mali molekulski kalupi kao strukturni mimetici p-okreta

» Ovaj se pristup bazira na koristenju rigidnih kalupa koji zamjenjuju peptidnu okosnicu, a pri tom
pozicioniraju boCne ogranke u prostorni raspored kakav nalazimo u regijama okreta iz prirodnih
peptida. Takvi kalupi zadrzavaju sliCnost s srediSnjom dipeptidnom sekvencijom i+1 i i+2, ali ne
sadrze amidne veze Sto ih Cini puno stabilnijima, a ujedno i konformacijski spregnutima.
UobiCajeno sadrze amino- i karbonilnu skupinu na suprotnim polozajima u kalupu, koje su
raspolozive za umetanje u peptid, a povezuju se istom vodikovom vezom kakva se nalazi u
prirodnim okretima.

» Dizajn takvih molekulskih kalupa ukljuCuju spirociklicke laktame (na slici prikazani spirociklicki

laktam oponasSa sekvenciju Pro-Leu-Gly omogucujuc¢i tako modulaciju aktivhosti dopaminskog

receptora), glukozu, makrociklizaciju, itd.

(b) turn mimetic scaffolds
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 Primjeri nepeptidnih kalupa s pomocu kojih se ograniCava konformacijska fleksibilnost:

a IS

funkcionalizirani dibenzofurani, benzodiazepini, diketopiperazini i Seceri.

» Konformacijsku fleksibilnost moguce
je ograniciti i premoScivanjem peptid-
ne okosnice pomocu (S)-aminobiciklo-
[2.2.2]-oktankarboksilne kiseline i 6,6-

spiroketal-aminokiseline.

J. S. Nowick et al, Curr. Opin. Chem. Biol. 1999, 3, 714.




2,5-Diketopiperazini (DKPs) su male heterociklicke molekule nastale H
ciklizacijom dviju aminokiselina. Zahvaljuju¢i jednostavnoj sintezi te 0 "
mogucoj prisutnosti Cak Sest funkcijskin skupina, DKP se istrazuju kao TNlo
moguci lijekovi i katalizatori. Prisutni su u mnogim prirodnim produktima. H
Mimikrija B-okreta s pomocu DKP provodi se na tri nacCina: (a) unutarnji mimetik: DKP je dio
rigidnog kostura koji oponasSa strukturu B-okreta, (b) mimetik p-ukosnice: DKP je ugraden u
peptidni ili pseudopeptidni lanac u kojem inducira U-okret, (c) vanjski mimetik: DKP ima ulogu

kalupa koji u ciklickim peptidima stabilizira strukturu p-okreta.
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B-Hairpin mimics and receptors



Mimetici B-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 bioaktivha
konformacija stabilizirana unutarmolekulskom vodikovom vezom NHg,

3" OCqy,  kOja tvori B-okret.

Zamjenom dvaju glicinskih ostatka iz Leu-enkefalina s 10-Clanom
ciklickom strukturom kao kalupom pripravljen je njegov mimetik prikazan
na donjoj slici lijevo, dok je izostavljanjem dvaju glicinskin ostataka i
uvodenjem 7-Clanog prstena pripravljen
mimetik prikazan na donjoj slici desno. U
oba je mimetika unutarmolekulska vodikova
etilenskom

veza zamijenjena S

premosnicom, a Iistovremeno je amidna

skupina izmedu ostataka | te i+l

zamijenjena eterskom izosternom skupinom 0

HN

za koju se pokazalo da je kompatibilna s HO

opioidnim receptorima.
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Blomberg et al, J. Org. Chem. 69, 2004, 3500;

Chmielewski et al, Chem. Biol. Drug Des., 2006, 67, 127;

Kihlberg et al, Org. Biomol. Chem., 2006, 4, 416.



« Okreti su prepoznavajucCi elementi u reakcijama brojnih peptidnin hormona poput angiotenzina,
bradikinina i somatostatina.

« Somatostatin, ciklicki tetradekapeptid, je hormon koji sudjeluje u regulaciji lu¢enja hormona rasta i u
regulaciji probavnog sustava. Njegova bioaktivna konformacija neophodna za vezivanje i prijenos
signala sadrzana je u tetrapeptidnoj sekvenciji Phe-Trp-Lys-Thr koja definira B-okret. Zamjenom L-Trp
s D-Trp i skracivanjem 14-Clanog peptidnog lanca somatostatina dobiven je 8-Clani peptid oktreotid,

mimetik koji se pokazao ucinkovitijim inhibitorom hormona rasta, glukagona i inzulina u odnosu na

prirodni somatostatin.

NS

g

1 NOVARTIS

ndo statm ‘LAR’

actr90t’d
} &2 o g =

e

(NOC 0703-3321-04  Rx only e coni tmldUS(Psac ) 500 gl st i U 20 ki
as;

mT :n:t llllll hvdsv?atm itol, IBPAS
Octreotide

s, U6 o atdod s o 3
b T8
Acetate Injection (36°F to 46°F). Potectfrom light
Attoomenperatre (20 Co 20 Cr
500 mcﬂm[ T0°F to 86°F), Octreotide Acetate
St 146y e gt
KEEP THIS AND ALL DRUGS OUT OF THE
REACH OF CHILDREN.
n fal Dosage: See package insert for

For Injection

1 mL Single Dose Vial Pharmaceuticals USA, Inc. H’d"ﬂ‘“
25 Vials ;‘2;"’5‘”;‘;;5‘ 145 |

Webb et al, , J. Comb. Chem. 9, 2007, 704.



Opisan je i ciklicki, svjetlom aktivirani mimetik B-okreta kao analog somatostatina. Umetanjem
azobenzenskog kalupa nasuprot tetrapeptidne vezne regije Phe-Trp-Lys-Thr odgovorne za bioloSku

aktivnost somatostatina induciran je pB-okret u pripravljenom mimetiku i to zraCenjem (trans-ciklopeptid

ne zauzima zeljenu konformaciju za razliku od izomernog csobl@ﬁ
! ! hv HN NH
HN NH
o
/ N
N
N=N
cis

B-D-glukoza pokazala se pogodnim kalupom za smjeStanje aminokiselinskih ostataka nadenih u regiji

o)

trans - N

B-okreta u somatostatinu. Prednost glukoznog kalupa u odnosu na ostale mimetike jest mogucnost
uvodenja bocnih aminokiselinskih ostataka reakcijama esterifikacije (radije nego tvorbom C-C veza).
Nadalje, glukoza ima dobro definirana stereokemijska svojstva te je komercijalno dostupna. Mimetici

. 0y, 0 .\“‘“\\0/ .

B-okreta temeljeni na glukozi odlikuju se poboljSanim

farmakokinetickim profilom u odnosu na mimetike bazirane na

drugim ciklickim kalupima.

Rai et al, Pharmacol. Ther. 152, 2015, 98. ./
Gademann et al, Angew. Chem., Int. Ed., 38, 1999, 1223..




Gramicidin S, ciklodekapeptid sekvencije [ciklo(Pro—D-Phe-Leu-Orn-Val),] s pomocu dvaju dipeptida
—Pro-p-Phe— zauzima strukturu p-okreta, dok su dva tripeptida —-Leu-Orn-Val- istegnuta u
konformaciju B-ploCe. Njegov je antimikrobni ucinak posljedica tvorbe pora u vanjskoj membrani
mikrobne stanice. Pri dizajnu i sintezi njegovih mimetika koriStene su razliCite strategije: umetanje
neprirodnih aminokiselina, modifikacija veliCine prstena te modifikacija regija p-okreta i p-ploCe.:
Zamjenom dipeptida —Pro—D-Phe— iz regije B-okreta sa SecCernim kalupima pripravijeno 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 Sec¢erne aminokiseline razli€itih
veliCina prstena, pri ¢emu je najbolja konformacijska i hidrofobna svojstva ostvario mimetik s

piranoznim kalupom.

Grotenbreg et al, J. Am. Chem. Soc. 126, 2004, 3444—-3446; Swierstra et al, Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 35, 2016, 763.



UnatoC velikom terapeutskom potencijalu, svega je nekoliko kationskih antimikrobnih peptida
(CAP, engl. Cationic Antimicrobial Peptide) u kliniCkoj primjeni. Naj¢eSc¢i uzrok neuspjeha CAPs
u klini€kim istrazivanjima predstavlja tek prosjeCna aktivnost u odnosu na poznate lijekove kao i

hemolitiCka aktivnost kojom ubijaju crvene krvne stanice.

Gramicidin S (GS) jedan je od najprouCavanijin CAPSs. C;)OLI(HL\)OL Q jwh
N - N .
N T o ki ):

Aktivan je protiv Gram-pozitivnin i Gram-negativnih 0 0

. . : . o) o | o i N
bakterija (MIC 3-11 uM!) te gljivica. Uzrokuje perturbaciju {N H : NTWQ
lipidnog dvosloja uslijed Cega dolazi do tvorbe pora i Ph " O T o
curenja stanicnog sadrzaja te u konacnici i do smrti stanice. NH;

Zadnjih 70-ak godina provedena su brojna istrazivanja na razvijanju modificiranih verzija GS s
povecanim potencijalom, smanjenom citotoksicnoS¢u i unaprijedenim terapijskim indeksom
(terapijski indeks: pokazatelj sigurnosti lijeka koji se odreduje kao omjer njegove toksiCne i

terapijske doze).

C,-simetri¢na struktura ciklickog dekapeptida GS zauzima i .2 : 4 '
konformaciju pB-nabrane ploCe u kojoj su Val, Orn i Leu A" 4 )| .' 4' ‘ “ﬂ
pozicionirani duz dviju antiparalelnih B-niti. ‘ \ / ,-: H f
D-Phe-D-Pro sekvencija zauzima konformaciju v \ )’ ' \\ g

B-okreta, koji dvije B-niti postavljaju u antiparalelnu orjentaciju.



Na temelju SAR-studija identificirane su karakteristike GS nuzne za njegovu aktivnost:

hidrofobnost, hidrofilnost, veliCina prstena, struktura B-ploCe i geometrija [3-okreta.

ostataka (s povec¢anim udjelom hidrofilnin Lys-skupina).
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* Prikazani mimetici ostvarili su Sest puta bolji terapijski indeks u odnosu na GS. Nadalje, pokazali

su se i vrlo djelotvornima prema brojnim bakterijskim sojevima.



Tuberkuloza je, nakon HIV-a, drugi vodeci uzroCnik smrti u svijetu. j\

0 9] ) Ph
Posebno je alarmantan podatak da 4% novih i 45% ranije tretiranih A~ «-w,\,\/':ﬁ“\?)lx” N
sluCajeva pokazuje rezistenciju, s tim da su se ove brojke - N

‘ H |':| !' t;
utrostrucile u razdoblju 2009.-2013. Stoga je ispitan je moguci N N ém)i““r"""
Fh
antituberkulozni u€inak GS-mimetika.

U tu su svrhu pripravljeni GS-analozi Cija je D-Phe-D-Pro sekvencija iz regije -okreta modificirana s
prikladno funkcionaliziranom tetrahidrofuranskom aminokiselinom (Taa). Rije€ je o dipeptidnom
izosteru koji se odlikuje (R)-konfiguracijom kako bi se zadrzala orjentacija D-Phe ostatka iz okreta, te
THF prstenom Kkoji oponaSa njegovu prolinom-induciranu strukturu. Za potrebe SAR-studije

pripravljena su 4 mimetika sa svim moguc¢im kombinacijama stereocentara na pozicijama 2 i 5 iz THF-

prstena.
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GS je pokazao najnizi MIC prema Gram-
pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama te
Mycobacterium tuberculosis (MTB).

Za razliku od GS, koji se pokazao
visokotoksiCnim prema eritrocitima (50%-tna
hemoliza pri 40uM), mimetik 2 koji je
pokazao najbolju strukturnu podudarnost s
GS, pokazao je i oCuvanu antibakterijsku
aktivnost. Nadalje, mimetik 2 odlikuje se 5
puta slabijom hemolitiCkom aktivhoS¢éu pri

45 uM koncentraciji.

S. Pal et al, Org. Biomol. Chem., 2015,13, 6789-6802.
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Table 1 Antibacterial activities of G5 and its analogues 2-5

MIC [puM)
E coli 8. aureus B. subtilis P, gquroginosa
Peptide ATCC 25922 ATCC25923 ATCCoeB33 ATCCBAAA2T
G5 17.5 8.8 3o 44
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Preostali mimetici pokazali su slabu (5) ili nikakvu antibakterijsku aktivnost (3 i 4).

Mimetici 2 i 3 pokazali su dobru antituberkuloznu aktivnost, dok su se najpotentnijima pokazali

mimetici 4 i 5 [(MIC = 6,25 uM), ne pokazuju hemolitiCki uCinak]. Osim toga, ostvaruju i

baktericidnu aktivnost (MBC = 12,5 uM).

Table 2 Anti-tubercular activities of GS and its analogues 2-5

Peptide  MIC® (pM)  CCso” (pM)  MBCS (uM)
GS 0.7 10 ND*
2 3.12 29 ND
3 6.25 40 ND
1 6.25 151 125
5 6.25 134 12.5
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Mimetici B-okreta iz gonadotropina

« Agonisti receptora gonadotropina (hormona koji regulira rast, spolni razvoj i reproduktivnu funkciju)
ubrajaju se medu prve uspjeSne primjere primjene peptidomimetike u dizajnu lijekova. Prema
rezultatima studije odnosa strukture i aktivnosti (SAR, engl. structure-activity relationship), vezivanjem
gonadotropina za odgovarajuci receptor dolazi do priblizavanja njegovih N- i C- krajeva, Sto je
indikacija B-okreta. Oba kraja sudjeluju u vezivanju na receptor. N-kraj sudjeluje i u aktivaciji receptora,
a bilo kakva supstitucija u tom podruCju dovodi do antagonistiCkog uCinka. Peptidna okosnica iz
gonadotropina savijena je oko Gly®. Supstitucija ove pozicije s D-aminokiselinama stabilizira

konformaciju i smanjuje metabolicku degradaciju.

Zamjena s D-aminokiselinom povecava aktivnost

vl

Millar et al, Br. Med. Bull. 56, 2000, 761; Barran et al, J. Biol. Chem. 280, 2005, 38569; Millar, Anim. Reprod. Sci. 88, 2005, 5.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barran%20PE%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=16157590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16157590

« Supstitucijom Gly® s D-Trp inducirana je

konformacija  [B-okreta u rezultiraju¢em

triptorelinu, a bioloSka je aktivhost znacajno
povecana. Triptorelin smanjuje razinu
testosterona u krvi sto omogucuje njegovu
primjenu u lijeCenju uznapredovalog raka
prostate. Osim toga, utvrdeno je da sniZava
razinu estrogena i dovodi do smanjenja kronic¢ne

boli uzrokovane endometriozom.

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

prostate i dojke.

Perry et al, Drugs. 51, 1996, 319; Jones et al, Curr. Opin. Pharmacol. 3, 2003, 530; Schteingart et al, Annu. Rep. Med. Chem. 50, 2017, 543.



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065774317300064#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00657743
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00657743/50/supp/C
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry%20CM%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=8808170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8808170
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| Mimetici p-ploge |

Najjednostavniji peptidni strukturni element je B-nit s

Amidne veze u B-niti gotovo su koplanarne, a bocni
ogranci su naizmjeni¢no rasporedeni iznad i ispod
ravnine peptidne okosnice. lzmedu aminokiselinskih
ostataka unutar B-niti ne uspostavljaju se vodikove
veze zbog Cega ima izduzenu konformaciju. Izolirane
B-niti  nisu uobiCajene; medutim, susjedne B-niti W3
najceSce se medusobno povezuju vodikovim vezama

tvoreci B-ploCe Cime se stabilizira proteinska struktura

B-Niti karakterizira najve¢a moguca udaljenost izmedu bocnih
ogranaka Cime su smanjena njihova steriCka odbijanja, a
iIstovremeno je osigurana velika izloZzenost okosnice otapalu ili
receptoru. Nakon zdruZivanja B-niti u B-plou smanjuje se
udaljenost izmedu ostataka, pri Cemu vodikove veze
zaklanjaju okosnicu od interakcija s otapalom i ligandima.
Medutim, bocni ogranci, koji su u B-plo€i usmjereni na

suprotne strane, izlozeni su enzimima.
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B—PloCe Cine 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 3-ploca,
koji uzrokuju progresivna neuroloSka oboljenja

Udio proteaza u genomu Covjeka iznosi 2%, dok se u genomu infektivnih organizama nalazi 1-5%
proteaza. ProteolitiCki se enzimi vezuju na svoje supstrate i inhibitore koristeci istegnute B-niti, dijelove
B-ploCa, kao prepoznavajuce elemente. | mnogi drugi biomolekulski receptori koriste B-niti kao

prepoznavajuce elemente, te stoga njihovi mimetici mogu nacéi primjenu u medicini kao inhibitori

enzima i antagonisti.

Najjedostavniji pristup u dizajnu mimetika p-ploCe zasniva se na koristenju kratkih peptida kao
mimetika odgovarajucih proteinskih regija koje sudjeluju u prepoznavanju s drugim proteinima ili DNA.
Medutim, kratki peptidi imaju brojna nepovoljna svojstva koja onemogucuju njihovu terapeutsku
tom se smislu Cesto provodi ciklizacija bo¢ni ogranak — bocni ogranak, bo¢ni ogranak — okosnica ili
okosnica — okosnica kao metoda kojom se peptid “prisiljava” da zauzme bioaktivhu konformaciju. Osim

postizanja konformacijski rigidnih strukura, ciklizacijom se ostvaruje i povec¢ana proteoliticka stabilnost.

Glenn et al, Mini Rev. Med. Chem. 2, 2002, 433; Tsai et al, Bioorg. Med. Chem. 7, 1999, 29; Loughlin et al, Chem. Rev. 104, 2004, 6085;
Loughlin et al, Chem. Rev. 110, 2010, PR32.


https://pubs.acs.org/author/Loughlin,+Wendy+A

« Za prepoznavanje s proteinom receptor koristi male proteinske fragmente (a-uzvojnice, okrete,
B-ploCe) koji poprimaju uredenu strukturu. Imajuci na umu svojstva prirodnih peptida koja ih ¢ine
terapeutski slabo iskoristivima, dizajniraju se i pripravljaju mimetici struktura uklju€enih u procese
prepoznavanja. Prema glavnim nacelima medicinske kemije, povecanje afiniteta za receptor
ostvarit ¢e se fiksiranjem molekule u oblik koji odgovara tom receptoru. Priroda koristi ciklizaciju
(bocni-ogranak-boc¢ni ogranak, bo¢ni ogranak-okosnica, okosnica-okosnica) kao metodu kojom
“prisiljava” peptid da zauzme bioaktivhu konformaciju. Osim postizanja konformacijski rigidnih

strukura, ciklizacijom se ostvaruje i povecana proteolitiCka stabilnost.

okosnica —okosnica

bocéniogranak —boéni ogranak

ciklizacija se
povoljno
odrazava na
metabolic¢ku
stabilnost i
farmakokineticka
svojstva

boéniogranak— C-terminus
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PeptidomimetiCki pristup u stabilizaciji p-niti i B-ploCa
cesto podrazumijeva ciklizaciju koja za posljedicu ima
ograniCenje diedarskih kuteva. Takav “ortotski” pristup
zadrzava kompoziciju okosnice prirodnog peptida, a
ograniCenje se postize uvodenjem kovalentnih veza,
najceSce ciklizacijom boc¢nih ogranaka ili dijelova
okosnice. S druge strane, “prostetiCki’ pristup u
stabilizaciji p-ploCa zasniva se na zamjeni kratkih

odsjeCaka okosnice s rigidnim, neprirodnim elementom.

NajCeCi nukleatori struktura nalik p-ploCama su
neprirodni surogati, izosteri amidne veze te zacetnici
okreta. Pored toga, razvijeni su umjetni mimetici p-niti,
izgradeni iz nepeptidnin oligomera, Cija topolosSka i

kemijska svojstva odgovaraju konformacijski istegnutim

peptidima.
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tum-te mplated f-strands

R R
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fully artificial f-strands



Kalupi za nukleaciju B-plo¢a

* NajCeSc¢i nukleatori B-plo€a u proteinima su okreti, mjesta nam kojima lanac naglo obrée svoj
smjer uslijed tvorbe vodikove veze izmedu aminokiselinskih ostataka u toj regiji. Razvijeno je
nekoliko razliCitih kalupa (templata) za indukciju okreta (aromatski, prolinski, itd.). Templati
moraju sadrzavati dvije reaktivne rucice (funkcijske skupine) na koje se mogu vezati N- i C-

terminus polipeptidnog lanca. Veli€ina kalupa mora osigurati udaljenost medu vezanim lancima

dostatnu za uspostavu vodikovih veza.

» Diketopiperazinski (DKP) kalupi funkcionalizirani amino- i karboksilnim skupinama nakon

ugradnje u peptidni ili pseudopeptidni lanac induciraju tvorbu -ukosnice.

\
|
1]

)

diketopiperazine

% Amine or
carboxylic
acid
v b-Hairpin
M- ‘\H HN J\(C} Insert formation
- —0 —_— —_—
0= / NH
Hu —N 0] 0O

Amine or Peptide or

carboxylic - -
acid pseudo-peptide

Peptide or
pseudo-peptide

o

NH

Peptide or
pseudo-peptide

V. Maes, Aspects of Peptidomimetics, Peptide and Protein Design for Biopharmaceutical Applications, 2009 John Wiley & Sons



Dibenzofuranski kalup s dvije metilenske skupine u reaktivnoj

ruCici pokazao se ucinkovitijim u stabilizaciji -ploCe u odnosu na

kraéi analog s jednom metilenskom skupinom.

2,2’-Supstituirani bifenilni kalupi koriste se kao nukleatori okreta u

ciklickim peptidima. Za razliku od kracih analoga (n < 2), analog s

dvije metilenske skupine zauzima konformaciju okreta.

2,3’-Supstituirani bifenilni kalupi kao nukleatori B-plo€a primjenjuju

se u dizajnu nabranih peptida koji pokazuju antiangiogenu

aktivnost ili inhibiraju dimerizaciju HIV-1 proteaze.

2-Amino-2’-karboksi-difenilacetilenski kalup
inducira tvorbu ukosnice Cija stabilnost ovisi 0
relativnoj  konfiguraciji na kalup vezanih

peptidnih lanaca.

Konjugiranjem aminokiselina s indolizidinonskim
kalupom inducira se tvorba [(-okreta, Cija

stabilnost ovisi 0 aminokiselinskoj sekvenciji.

L=

Hi‘:_f]‘
diphenylacetylene

/_/\

Y e

type VI B-turn mimic



UCinkovite zacCetnike okreta predstavljaju i heterokiralni . ] TN/
o . TN S A
dipeptidi L-Pro-p-Pro te di-B-aminokiselinski segment (R)- hil N- n—X  HFN
nipekotinska-(S)-nipekotinska kiselina. Dioksi-nipekotinski —0 0= y 0
% _.-"j.-"'
segment (X = O) inducira stabilnije strukture okreta u Iu""'"‘\N_ o N7,
L I _—
odnosu na segment X = CH,. ~ \ s 4
§ - -
Opisani su norbornenski derivati funkcionalizirani - X=CHj,: Nip-D-Nip
Pro-D-Pro X =0: di-oxaNip
aminokiselinama i  dikarboksilnim  kiselinama. -
Aminokiselinski kalup pogodan je za vezanje antiparalelnih P‘”‘ [\
|- S e
B-niti koje se medusobno povezuju vodikovim vezama Y f?,} A ----,{?n "‘”\;:
dovodeci do tvorbe B-ploCe, dok je dikiselinski norbornenski . (}:::::. “ D/}er
K 3

kalup pogodan za vezivanje paralelnih peptidnih lanaca.
U slu€aju bipiridinskih kalupa, tvorba B-plo€a inducirana je dodatkom Cu(ll) iona Cime peptidni

lanci dolaze u polozaj pogodan za uspostavu vodikovih veza.

o

B-sheet

Rongfeng Zou, Chem. Soc. Rev., 2015,44, 5200-5219




» Mimetici B-plohe nastali kombinacijom zacCetnika okreta s peptidnim lancima:

o hibridni oligomer izveden kombinacijom - B-heksapeptid dija je konformacija B-plohe
anti-a,,B-disupstituiranin B-aminokiselina s inducirana elementom okreta.
a-depsipeptidnim zagetnikom okreta. TR

~/
: H
S
DS L.
—-{ M\ N/
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o N,N-oligoureidni kalup dizajniran

tako da omoguci priblizavanje

peptidnih lanaca.

- Umetanjem ferocenskog kalupa u
peptidni lanac dolazi do tvorbe dviju
simultanih unakrsnih intramolekulskih
vodikovih veza pri Cemu se inducira

antiparalelna B-ploca.

4

o Kratki peptidni fragmenti vezani na
fenil- 1  piridin-fosfinske  ligande
zauzimaju konformaciju B-ploCe nakon

keliranja.
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S obzirom da 6 poznatih skupina proteaza igra glavnu ulogu u regulaciji kljucnih bioloSkih procesa,

mogucnost njihove inhibicije predstavlja vazan terapeutski pristup kod lijeCenja mnogih bolesti.

Proteaze se za svoje supstrate i inhibitore vezuju tako da je aminokiselinska okosnica iz inhibitora ili

supstrata spregnuta u istegnutu [-nit.

preorganizaciji njegove strukture u konformaciju B-niti. Pri tom je
prepoznavaju¢a sekvencija iz enzima uvijek je ukljuCena u dizajn
inhibitora, pri ¢emu se svaki aminokiselinski ostatak (P) iz inhibitora
vezuje s komplementarnim veznim dzepom u aktivnom mjestu
proteaze.

Ugradnjom odgovaraju¢eg makrocikla u okosnicu inhibitora
moguce je preorganizirati njegovu strukturu u B-nit (geometrija
B-niti definirana je kutevima ®, WY and w) i tako reducirati
entropiju vezanja za ciljanu proteazu. Time se povecava i
stabilnost inhibitora, makrociklickog peptidomimetika, prema
proteolitiCkom cijepanju, Sto povecava njegov terapeutski

potencijal.

S. Chakraborti, N. S. Dhalla, Editors, Proteases in Health and Disease, 2013, Springer

Stoga se glavni pristup u dizajnu inhibitora bazira na

B-strand
f A
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side chain to side chain cyclization
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Clan Family Example

Aspartic —— @B — @
e

Cysteine —

Serine —

Threonine
Unknown

Presenilin, SPP(2)

CPA, CPB, CPC(10)

Calpain(22)

Ubiquitin C-terminal hydrolas
Ubiquitin hydrolase (17)
SUMO (1)

D-alanyl-glycyle endopeptida
ATG4(2)
Otubain (1)

GPIS (1)
Meatacaspase (1)
Separase (1)

Pyroglutamyl peptidase I (1)

PFP1(1)

Subtilisin (1)
Oligopeptidase B (6)
Carboxypeptidase (1)
Signalase (2)
Rhomboid (1)
Nucleoporin 145(1)

Dipeptidase E(1)

Proteasome subunit(21)

CaaX prenyl protease 2(1)

Dipeptidyl-peptidase Il (1)

|
(T)

Aminopeptidase N(3)

Thimet oligopeptidase (4)

Leishmanolysin (9)
Carboxypeptidase (4)
ATP dependent Zn peptidase|(6)

CAAX prenyl protease I(1)
Zn carboxypeptidase(3)
Metallo — Pitrilysin (7)

Leucyl aminopeptidase (4)

Methionine aminopeptidase (6)

Aminopaeptidase (1)

3 0986

]

—~

Aminopeptidase (1)

Glutamyl cyclase (1)
O-sialoglycoprotein peptidase (1)

L LIOEIBILIOUHBIIGOI0M,

Proteosomae regulatory subunit 11(3)

IR

Clans and families of L . major peptidases.
Nomenclature is done on the basis of the MEROPS
database (http://merops.sanger.ac.uk/). The
estimated number of peptidases in each family is

represented by numbers within brackets.



[3-strand

« Poznate su brojne vrste makrociklickin  Han L L 0 o P2 0
: 2H  H,N H
. . . . : : y M T"/(OH HZN\.)LN%?N\./[LOH
peptidomimetika u kojima je peptidna P3 o1 " lactamisation sl H 0 I

okosnica spregnuta u specificnu geometriju

B-niti. NajCeS¢e nastaju ciklizacijom bocni

ogranak Pl—bocCni ogranak P3 te nesto pestrand
o H O P2 H O
riede ciklizacijom bocéni  ogranak—N- J J\(N\/:OH -,’&;JLNOJWNT)LOH
terminus. Vazna je i veli€ina prstena; mali alyiaion, % P2 MO TP
prstenovi znacajno smanjuju konformacijsku et
fleksibilnost, ali manje ucinkovito
. . .- ‘s . B-strand
osiguravaju potrebnu geometriju p-niti. Osim
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toga, vazna je i kemijska struktura prstena, Sk u)\;r <" ~OH “2N%N%(N\HJ\OH
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s obzirom da se mora ostvariti \ H/ ot
komplementarnost s  prepoznavajucom
sekvencijom iz ciljne proteaze. ]
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 P1->P3 povezani makrociklicki peptidomimetik 25 pokazao se potentnim inhibitorom [3-sekretaze koja

pripada skupini aspartil-proteaza, i to s IC5, = 156 nM.

P3 m P
S S
PP
H H
o : M énw: M oo

* Prikazane su preklopljenje kristalne strukture makrociklickog inhibitora 25 i aciklickog inhibitora 24. U
aktivnom mjestu proteaze oba spoja zauzimaju istegnutu konformaciju B-niti. Kljucne vodikove veze
opazene u kompleksu 24/proteaza (posebno s Gly3*, Pro’?, Thr’?2, GIn"3, Gly23° i Thr?32) opazene suiu
kompleksu 25/proteaza. Prema tome, makrocikl 25 stabiliziran je u konformaciji p-niti za koju je

poznato da favorizira vezanje s enzimskim aktivnim mjestom.
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R
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SCOOH
COOH COOH




« Kondenzacijom boc¢nih ogranaka s okosnicom dobivaju se makrocikli s fiksiranom i istegnutom
konformacijom koji predstavljaju visoko-spregnute strukturne mimetike tri- i tetrapeptidnih fragmenata iz
peptidnih supstrata ili inhibitora. Takva strukturna rigidnost onemogucava tvorbu intramolekulskih
vodikovih veza, §to otvara mogucnost za tvorbu vodikovih veza izmedu peptidomimetika i receptora.

« Makrociklicki mimetik 3 pokazao se potentnim i selektivnim inhibitorom zahvaljujuci

tvorbi vodikovih veza

« Opisana je serija ciklickih ureidnih inhibitora HIV-1 proteaze u kojima su ureidni prstenovi razli€itih
veliCina koristeni kao kalupi za usmjeravanje benzilnih hidrofobnih supstituenata u enzimske dzepove,

odnosno u polozaje potrebne za interakciju s enzimom.

@””iwf@
HO

OH

HEN NHE




» Makrocikli dobiveni kondenzacijom boc¢nih ogranaka s okosnicom predstavljaju visokospregnute struk-
turne inhibitore linearnih peptidnih sekvencija. Neki od tih makrocikla sadrZe dvije trans- amidne veze |

p-supstituirane aromatske prstenove koji ometaju tvorbu intramolekulskih vodikovih veza uslijed ¢ega

makrocikli zauzimaju izduzenu konformaciju -niti, pogodnu . .
_ _ vezno mjesto trombina
Za vezivanje s proteazama. o /

* Primjer kompleksa makrocikla i )K////QE\’/\
HO "

enzima u kojem makrocikl

oponasa f-nit koja ¢e s veznim f\’H

mjestom enzima tvoriti B-plocu

jest 19-Clani makrociklicki peptid \

cikloteonamid izoliran iz morske

spuzve Theonella sp. koji se
pokazao inhibitorom trombina, tripsina i streptokinaze.

Konformacijskom analizom u otopini i ¢vrstom stanju

ustanovilo se da cikloteonamid u blizini veznog mjesta

proteaze zauzima komformaciju istegnute p-niti te sa

fragmentom NH-CHR-C(O)-Pro—-Arg— tvori medu-

HO

molekulske vodikove veze s ostacima Ser?4/Trp215/Gly?16
makrociklicki mimetik

Iz veznog mjesta trombina.

Janetka et al, J. Am. Chem. Soc. 119, 1997, 441.



« PPACK peptid (D-phenylalanyl-prolyl-arginyl chloromethyl ketone) selektivno i ireverzibilno inhibira

trombin (proteoliticki enzim koji ima ulogu u zgruSavanju krvi). Iznimno potentni inhibitori PPACK peptida

(mimetici!) dizajnirani su tako da oponasaju njegov b-Phe-Pro fragment.

Cl
Hﬂ\]/ﬁ}/
0O

NH Usporedba bioaktivnih konformacija

HN mimetika 147 i peptidnog inhibitora PPACK

o

0 » Kristalna struktura kompleksa tog mimetika

(inhibitora) 1 trombina ukazuje na postojanje

Z— T __
RN

g

vodikovih veza izmedu biciklickog kalupa

TS

Gly?'¢ Ser?!4 ugradenog u mimetik i Ser?'4 te Gly?16 ostataka iz

trombin trombina, koje dovode do tvorbe antiparalelne -

nabrane ploce.



* Vankomicin je glikopeptidni
ukljuCujuci 1 MRSA (meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus). Inhibira sintezu stani¢ne stijenke
stvaranjem vodikovih veza s D-Ala-D-Ala fragmentom iz prekursora stani€ne stijenke, pri ¢emu se

formira motiv B-ploCe. Mimetici vankomicina dizajnirani su tako da oponaSaju bis-aril-eterski fragment

D-E iz njegove strukture.

antibiotik visokodjelotvoran prema Gram-pozitivnim bakterijama,

OH
(@)
2
C!HROH ?H
RHNJ\I,m/ka[, .
R'" O R ©
5 CONH,
OH NO,
Q
2
N N NH
TNy TNy ™
b
g HNTN

R. M. J. Liskamp, D. T. S. Rijkers, S. E. Bakker (2008) Modern Supramolecular Chemistry: Strategies for Macrocycle Synthesis. F. Diederich, P.

J. Stang, R. R. Tykwinski ur., WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim



* Brojne bolesti posljedica su agregacije amiloidnih proteina pri ¢emu nastaju amiloidni fibrili u

konformaciji B-niti iz 3-nabrane ploce.

Alzheimer’s Parkinson's Huntington's Amyotrophic lateral Frontotermpaoral
disease disease disease (HD, SCAs) sclerosis lobar degeneration
amyloid-f ce-synuclein huntingtin TDP-43 Tau
ataxins oDl

Y Y | 4 ‘4

Abnornal protein misfolding and aggregation

%\\—-%‘—!—r A — N

native monomer misfolding [i= sheet oligomers amyloid fibrillar
aggregates

\ \ 7/ v

IS

Neurodegenerahion



Makrociklicki mimetici amiloidne B-ploCe ABSMs (engl. macrocycles amyloid b-sheet mimics), testirani
su kao mogudi inhibitori agregacije amiloidnih proteina. RijeC je 0 54-Clanoj prstenastoj strukturi koja
se sastoji iz heptapeptidne B-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. Hao-skupina sluzi kao kalup za stvaranje unutarmolekulskih vodikovih veza, te ujedno
minimizira izlozenost skupina s donjeg lanca intermolekulskim vodikovim vezama i time sprjeCava

gornja (prepoznavajuéa) B-nit

agregaciju ABSM u otopini. Inhibicija

agregacije amiloidnih proteina u prisutno- HBN\)J\ /'\[rN\/”\ /H( \)L /'\r( \/”\ /'\[r CH2

sti makrociklickog mimetika amiloidne B- o, H2C CHZ\Om

ploCe ABSM ukazuje da ABSM s jednim HaC. J\( \n/\ Jﬁ( \©ik \n/\N)H/ \n/\NHs

lancem koji sudjeluje u vodikovim vezam
“\ donja (blokirajuca) B-nit

te jednim lancem koji blokira vodikove veze Mimetik amiloidne B-ploce

predstavlja ucinkovit pristup u dizaj-

nu inhibitora amiloidne agregacije.

agregacija

Sposobnost ABSMs da inhibiraju

agregaciju i detoksificiraju amiloidne
. ) prepoznavajuca [-nit
agregate ukazuje na terapeutski I
Hao j
®(blokirajucay=

skupina

potencijal u lijeCenju bolesti

('U'g
c'g
S
~ O
[l
O @©

izazvanih amiloidnom agregacijom.

Cheng et al, Nat. Chem. 4, 2012, 927-933.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20PN%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=23089868

* Inhibicija agregacije amiloidnih Alzheimerovih proteina AB,, i AB,, U prisutnosti makrociklickog
mimetika amiloidne p-ploCe (ABSMs) ukazuje da ABSMs s jednim lancem koji sudjeluje u
vodikovim vezama te jednim lancem koji blokira vodikove veze predstavljaju u€inkovit pristup u
dizajnu inhibitora amiloidne agregacije.

« ABSM reducira toksicnost Alzheimerovih proteina AB,, i AB,, u PC-12 stanicama. U odsutnosti

ABSM Alzheimerovi proteini ubijaju 42-46% PC-12 stanica (u odnosu na kontrolu inkubiranu u

PBS puferu), dok je u prisutnosti 5 eq ABSM stani¢na smrt reducirana na 14% i

B Amyloid control Amyloid + 0.5 equiv. of ABSM \
B Amyloid + 0.2 equiv. of ABSM ] Amyloid + 1.0 equiv. of ABSM
500 700
I 100 4
9
E ©
- 2
-E g 70 -
@ 250 350 @ i
- ©
o
40 4
PBS
control alone 1 1a
- 0- 0.2 equiv 1 equiv 5 equiv
AB,p, ABSM 1a ABy; ABSM 1a

« Sposobnost ABSMs da inhibira agregaciju i detoksificira amiloidne agregate sugerira terapijski

potencijal u lijeCenju bolesti izazvanih amiloidnom agregacijom.



Ciklicki peptidi gradeni iz parnog broja alternirajucih D- i L-aminokiselina odlikuju se jedinstvenim
strukturnim svojstvima. Njihove su amidne skupine iz okosnice orijentirane okomito prema boc¢nim
ograncima i ravnini prstena Sto omogucava stvaranje vodikovih veza izmedu susjednih prstenova, po
uzoru na B-nabranu ploCu. Prsteni se samoudruzivanjem slazu jedan iznad drugog tvoreci Suplju,
cjevastu strukturu nanodimenzija, odnosno nanocijev (engl. nanotube). Promjer nanocijevi moze
varirati, ovisno o veliCini prstena ciklickog peptida. Prirodni cikliCki peptid lanreotid, inhibitor hormona
rasta, takoder podlijeze samoudruzivanju u uredene nanocijevi. Peptidne nanocijevi imaju vrlo Siroku

primjenu (npr. antimikrobni agensi, doprema lijekova, biosenzori, katalizatori, itd.).

Brea et al, Chem. Soc. Rev. 39, 2010, 1448,
Montenegro et al, Acc. Chem. Res. 46, 2013, 2955,
Rodriguez-Vazquez et al, Curr. Top. Med. Chem.
14, 2014, 14, 2647,

Pandaab et al, , Polym. Chem. 5, 2014, 4418.




» Odgovarajuce dizajnirane nanocijevi ostvaruju vodiko-
ve veze s proteinima iz bakterijske stanicne membra-
ne pri ¢emu dolazi do povecCanja propusnosti, pada

transmembranskog ionskog potencijala i smrti stanice.

 Sintetske peptidne nanocijevi €ija je unutrasnjost hidrofilna, a

karakter vanjske povrsSine ovisi 0 prirodi bo¢nih ogranaka,

mogu oponasati transmembranske kanale, selektivne s ! / ik Ol
obzirom na veliinu molekula. C )

« Nanocijev nastala samozdruzivanjem ciklo-[L-GIn-(D-Leu-L-
Trp);-D-Leu-] u lipidnom dvosloju posluzila je za transport K*

and Na* iona brzinom ve¢om od 107 iona/s.

« Oktapeptidna nanocijev s unutarnjim promjerom ~ 7A ne " “{)"\ 5 ;
: W ¥ N,
provodi glukozu (za transport glukoze kroz membranu A[A (it ’m
':‘;:t-" X -;
potrebni su kanali promjera veceg od 9 A). Medutim, , v%u'\fv
W .‘;. ! A4 o‘;" ';‘.O
dekapeptid ciklo-[L-GIn-(D-Leu-L-Trp),-D-Leu-] s unutarnjim ¥ Y\wu;m ;
. .. , _ _ = &
promjerom 10 A wvrlo udinkovito transportira glukozu i e \Al‘r‘ %
wF MaialN T 7 ——

glutaminsku kiselinu. ¢

» Ovi rezultati ukazuju na mogucu ulogu peptidnih nanocijevi u Q Q

dostavi farmakoloski aktivnih agenasa u stanicu. O



Peptidni mimetici | pseudopeptidi

Dizajn i1 primjeri bioloski aktivnih peptidomimetika

Prof. dr. sc. Lidija Barisi¢



Stara klasifikacija peptidomimetika, spojeva koji oponasaju 3D-prostor prirodnih peptida i pri tom zadrza-
vaju sposobnost interakcije s bioloskim metama dovodeci do jednakog bioloskog yétkessrovodila se na

temelju njihove sliCnosti s prirodnim supstratima:

Tip I: strukturni mimetici - pokazuju striktnu analogiju s prirodnim peptidom; njiidovi- Su interagirajuci
elementi u istom prostornom rasporedu kao i u prirodnom peptidu.

Tip II: funkcijski mimetici - nemaju strukturnu sli€nost s prirodnim peptidom, ali sposobni su oponasSati
njegovu funkciju ostvarujuci sliCne interakcije s ciljanim receptorima ili enzimima.

Tip HI: funkcijsko-strukturni mimetici - imaju kostur znacajno razliCit u odnosu na prirodne peptide, dok su

interagirajuc¢i fragmenti u istom prostornom rasporedu.

Nova klasifikacija peptidomimetika ukljuCuje nove OHN ]

pristupe bazirane na visokomolekulskim foldamerima i HN ;l%
peptoidima, a provodi se prema stupnju njihovog HD i OHHO

peptidnog karaktera: g E; Jﬁr

Vrsta A: mimetici su najsliéniji prirodnim peptidima Ki ﬁi ﬁ %
(njihova okosnica i bocni ogranci uskladeni su s topo- oGl Gly-Fro-Tre- LESGMOC:'IU L Glu Gl AlaTwGlmi Met-Asp-Phe-NH,

grafijom prirodnih peptida); sadrze ogranic¢en broj lokalnih mo-
difikacija u strukturi u cilju stabilizacije konformacije i sprieCava- AN 0
OH
nja proteolize. Primjer je lijek pentagastrin (Peptavion) dobiven j\ T 0] o
|/

lokalnom modifikacijom gastrina, a odobren je za lijeCenje pre-

\é)kNHz
komjernog lu€enja Zelu€ane kiseline. Uklju€uju mimetike tipa I. S \©




Vrsta B: u velikoj se mjeri odlikuju peptidnim karakterom, ali sadrze viSe modifikacija u okosnici i bo€nim

ograncima poput neprirodninh aminokiselina, malih gradevnih blokova kao i mimetika okosnice. U ovu

skupinu ubrajaju se foldameri i peptoidi, Cije su okosnice potpuno modificirane, s tim da je prostorni

raspored boc¢nih ogranaka jednak kao
i u prirodnim peptidima. UkljuCuju
mimetike tipa Il.

Vrsta C: peptidna okosnica zamije-
njena je nepeptidnim kosturom,
uslijed Cega se mimetici odlikuju
smanjenim peptidnim karakterom.
Interagiraju¢i elementi u istom su
topoloSkom rasporedu kao i u prirod-
nim bioaktivnim konformacijama.
Primjer su somatostatin i TRH-
analozi. UkljuCuju mimetike tipa Ill.
Vrsta D: mimetici su najmanje sli¢ni
prirodnim peptidima, a oponasaju
njihov nacCin djelovanja. Generiraju
se iz knjiznice spojeva, a ukljucuju

mimetike tipa Il i tipa Ill.

Peptides Peptidomimetics

HN ‘
©/\OL)\O
o8n K©

p-D-glucose based somatostatin-
14 peptidomimetic
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@J cyclohexane TRH

peptidomimetic

thyrotropin-releasing
hormone (TRH)

® Limited stability towards proteolysis @ Higher stability towards proteolysis

@ Rapid excretion, poor cell permeability @ Better transport properties

@ Interaction with multiple targets @ Selectivity against non target receptors
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Fig. 1 Advantages of peptidomimetics over peptides.

E. Lenci, A. Trabochi, Peptidomimetic toolbox for drug
discovery. Chem. Soc. Rev. 2020., DOI: 10.1039/d0cs00102¢c



Nekoliko je konceptualno razliCitih pristupa u dizajnu peptidomimetika, a
odabir strategije ovisi raspolozivim spoznajama o ciljnom proteinu (strukturi,
sekvenciji, funkciji i svojstvima njegovog veznog mjesta).

U sluCaju kad je poznata sekvencija bioaktivnog peptida, za razvoj njegovih
mimetika primjenjuje se hijerarhijski pristup koji se temelji na Ala-scanningu.
Pri tom se sistematski sintetizira i bioloski evaluira serija peptida u kojima je,
u odnosu na prirodni peptid, samo jedna aminokiselina zamijenjena s Ala.
Na taj se nacin u prirodnom bioaktivnom peptidu identificiraju kljuCne farma-
koforne aminokiseline odgovorne za biolosku aktivnost. Potom se razliitim
sintetskim pristupima (lokalna modifikacija, indukcija elemenata sekundarne
strukture, globalne restrikcije)* optimiziraju ,hit peptidomimetics” koji dalje
otvaraju pristup oralno dostupnim kandidatima za lijekove.

Lokalne modifikacije: sintetski alati koristeni za zamjenu peptidne veze,
boCnog ogranka ili dipeptidnog fragmenta s konformacijski spregnutom i
proteolitiCki stabilnom izosternom skupinom. Koristi se za razvoj inhibitora
enzima i liganada za receptore. Mimeticima sekundarne strukture inducira se
nabiranje u uzvojnice, okrete i B-ploCe, a od kljuénog su znacaja za razvoj
modulatora PPI. Globalnim ograni€enjima peptidi se stabiliziraju u nabranoj
sekundarnoj strukturi (npr. peptide stapling kojim se stabilizira uzvojnica ili

ugradnja kovalentne premosnice kojom se stabilizira -okret).

| Blologically active peptide
Shortpeptide scanning

Alanine or D-aminoacid
scanning

H

Local modifications
Secondary structure
mimetics
Global restrictions

H

;)‘ Peptidomimetic ’

Random screening of
compound collections




Povijesni primjer opisanog pristupa u dizajnu
peptidomimetika odnosi se na razvoj inhibitora
angiotenzin-konvertirajuceg enzima (ACE) i to iz
prirodnog bioaktivhog peptida teprotida.
Ala-scanningom utvrdeno je da su farmakoforne
skupine odgovorne za njegovu aktivnost dva
prolinska ostatka na C-terminusu te karbonilna
skupina vezana na drugi prolinski ostatak koja
koordinira s katalitiCkim Zn?* kationom. Tako je
poCetkom ‘80.-ih razvijen lijek Captopril kao jedan
od najaktivnijin ACE-inhibitora.

U cilju smanjivanja nuspojava koje je izazivao taj
liijek, zamijenjena je tiolna skupina s
karboksilatom, a afinitet za Sl1l-vezno mjesto
enzima poboljSan je uvodenjem aromatske
hidrofobne skupine Sto je dovelo do razvoja
Enalaprilata i Lisinoprila, kao ACE-inhibitora

druge generacije.

T
rp g / \
Pro P “\{, N_/
Arg-Pro-GIn—=N" o4 H | \\
R (o) o7 ~OH

Teprotide, isolated from the venom of the
brazilian viper Bothrops jararaca
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Captopril, first generation ACE inhibitor
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Spomenuti koraci iz hijerarhijskog pristupa mogu se
izbje¢i samo pod uvjetom da je poznata 3D-struktura
farmakoforne regije. U tom se slu€aju racionalni dizajn
peptidomimetika zasniva na interagiraju¢im elementima
odgovornim za molekulsko prepoznavanie.

Primjer takvog pristupa je razvoj mimetika Smac-
peptida AVPI koji inhibira XIAP-proteine, inhibitore
apoptotskih proteina. Takvi su spojevi razvijeni na
temelju kristalne strukture kompleksa Smac/XIAP, sto je
rezultiralo serijom konformacijski spregnutih bicikliCkinh
mimetika Smac-peptida.

S druge strane, ukoliko nije poznata 3D-struktura
bioaktivhog peptida, jedini moguci pristup u dizajnu

mimetika zasniva se na nasumi¢nom probiru iz velike

biblioteke peptidomimetika.

O/ NH2

Smac AVPI peptide




Smac-peptidi

* Smac-peptidi (second mitochondrial activator of caspases, sekundarni mitohondrijski proizveden

aktivator kaspaze) imaju antagonisticki u€inak na proteine inhibitore apoptoze (IAPSs).

« Smac ostvaruje interakciju s IAPs preko svoje N-terminalne tetrapeptidne regije Ala-Val-Pro-lle.

not favorable
methyl or
ethyl prefered

Gly, Asp and Pro

Larger hydrophobic
groups more optimal

- -

\(U\ H |
NH Ay g I
2 o) ﬁ CONH,
methylation methylation
not tolerated tolerated

* Mimetici koji su i do 23 puta efikasniji od prirodnih
Smac-peptida mogu posluziti kao moc¢no kemijsko |

farmakoloSsko orude za daljnje istrazivanje uloge

Smac-peptida u regulaciji apoptoze.

« Konformacijski

spregnuti  Smac

mimetik (Novartis).

G. Wu et al, Nature 408 (2000) 1008.
R. A. Kipp et al, Biochemistry 41 (2002) 7344

H. Sun et al, J. Am. Chem. Soc. 126 ( 2004) 16686.

D. Vucic et al, Biochem. J. 385 (2005) 11.
. K. Zobel et al, Chem. Biol. 1 (2006) 525.
H. Sun et al, Acc. Chem. Res. 41 (2008) 1264.

D. Chauhan et al, Blood 109 (2007) 1220.
A. Gaither et al, Cancer Res. 67 (2007) 11493.



« Umetanje Secernih “kalupa“ izravno utjeCe na konformaciju, metaboliCku stabilnost i hidrofilnost/

lipofilnost glikoziliranog peptida.

- Secerna komponenta moze biti integrirana kao supstituent ili kao strukturni element.

« Osim Sirokog izbora strukturno razliCitin ugljikohidrata, supstitucija dijela peptidne molekule Secernom
komponentom omogucuje i izbor razli€itih mjesta vezanja u peptidnom lancu (rezultirajuéi N- ili C-
terminalno vezani supstituenti utjeCu na njihovu otpornost prema djelovanju endopeptidaza) kao i

razliCite tipove veza (Cime se izravno utjeCe na biokemijska svojstva rezultiraju¢eg peptidomimetika).



- Secerne aminokiseline (Sugar Amino Acids, SAA), strukturni su elementi mimetikd peptida,

oligonukleotida, ugljikohidrata, PNA, DNA i RNA. Njihovi piranozni ili furanozni prsteni sadrze najmanje

jednu amino- odnosno karboksilnu skupinu.

peptidomimetici mimetici ugljikohidrata mimetici PNA, DNA, RNA mimetici oligonukleotida

4 )
‘ r o /OH
—0
HOOC —,/\\— NH, HOOC r | NH, HOOC <4/\ NH, HOOC /\—NHZ

\_ ° o~ Y

* Umetnute u peptide, SeCerne aminokiseline predstavijaju male nepeptidne molekulske kalupe kao
strukturne mimetike okreta u izvedenim peptidomimeticima. Pri tom rigidni Secerni kalupi zamjenjuju dio
peptidne okosnice i zadrzavaju slicnost s srediSnjom dipeptidnom sekvencijom i+1 i i+2, ali ne sadrze
amidne veze Sto ih Cini puno stabilnijima, a ujedno i konformacijski spregnutima. Sadrze amino- i

karboksilnu skupinu na razliCitim polozajima u kalupu koje su raspolozive za umetanje u peptid.

» Na hidrofobnost ili hidrofilnost ovih peptidomimetika moze se utjecati zastitom ili deprotekcijom njihovih

hidroksilnih skupina.

M. I. Simone et al, Tetrahedron: Asymmetry 18 (2007) 2001



Ovisno o polozaju funkcijskih skupina, moguce je dizajnirati Secerne aminokiseline koje na predvidljiv

nacin utjeCu na konformacije i svojstva rezultirajucih peptidomimetika.

1,4-Disupstituirane SAA nakon umetanja u peptid ne utjeCu na na linearnu strukturu rezultirajuceg

peptidomimetika, dok 1,5-i 1,2-disupstituirane SAA induciraju [>-odn. y-okret.




« Secéerne aminokiseline koristene su

za  pripravu mimetika Leu-

enkefalina i somatostatina.

« Zamjenom Gly-Gly sekvencije iz
Leu-enkefalina  (Tyr-Gly-Gly-Phe-
Leu; farmakoforne skupine Tyr-

ostatak i Phe-Leu dipeptid) s

furanoznom SAA dobiven je analog

Tyr-SAA-Phe-Leu Cija bioaktivha

konformacija odgovara Leu-
enkefalinu.
» Slobodne hidroksilne skupine iz

furanoznog prstena onemogucavaju
tvorbu regularnog 10-Clanog prstena
karakteristicnog za B-okrete;
hidroksilna skupina iz SAA ponasa se
kao akceptor vodikove veze Sto

rezultira 9-Clanim prstenom.

vodikova veza NHpye i:3+OCry, ; kojom se stabilizira 3-okret

CH, H 9 CH,
c|:H—CH3
CH,4
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|
HO @ H
o) 0 @) i )
I |l H |l H I
PhN——?H——C——”——?H C——N——?H——C———N——?H——C——OMe
o)
CH, H CH, CH,
c|:H—CH3
CH,4
OH




« Aminokiselinska sekvencija Phe-
Trp-Lys-Thr nalazi se u regiji B-
okreta (konformacija je dodatno
stabilizirana disulfidnim mostom)

te je stoga esencijalna za

bioloSku aktivhost somatostatina.

» KoriStenjem furanozne SAA pripravljeni su analozi
somatostatina koji su pokazali i antiproliferativni i
apoptotski u€inak prema stanicama karcinoma jetre.
Medu pripravljenim analozima, Cetiri su pokazali
IC.,-vrijednosti (koncentracija lijeka potrebna za

50%-tnu inhibiciju in vitro) pri niskim uM

koncentracijama Sto je preduvjet za mogucu

kemoterapijsku primjenu.



« Jedinstveno svojstvo furanoznih SAA da sudjeluju

u Iintramolekulskim vodikovim vezama nakon

NH,
0 H! 9@ [ u /®
umetanja u peptide iskoriSteno je za pripravu OJL N fﬂ\»ﬂ;n
N o

mimetika gramicidina S (GS), ciklodekapeptidnog

A\ 0 H 0 H N
0

N N
antibiotika sekvencije [ciklo(Pro-b-Phe—Leu—Orn-— @_/f’ E? WEJI W

Val),] s pomocu dvaju dipeptida —Pro—D-Phe-

zauzima strukturu B-okreta, dok su dva tripeptida Ha

—Leu—Orn—Val- istegnuta u konformaciju 3-plocCe.

« Opisani su njegovi analozi u kojima je b-Phe-Pro dipeptid zamijenjen furanoznim i piranoznim SAA Cije
se C;-OH skupine i amidni protoni povezuju intramolekulskim vodikovim vezama i tako oponasaju f3-

okrete. NMR spektroskopskom analizom utvrdeno je da je B-ploCa nadena u GS zadrzana i u njegovim

analozima s SAA.




D-Phe-Pro sekvencija iz gramicidina S zamijenjena je sa SAA pri Cemu su pripravljeni

monosupstituirani mimetici 15a-d te disupstituirani mimetici 15e-h.

—N 9] O
/ 2
o M M
= - O i
= NH,
HEN\l\
- 42 —
™ N
9] 0O |«
3 2
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- O \L
159 15h
Grotenberg et al, J. Org. Chem. 2004, 69, 7851-7859



« Prema prikazanim rezultatima, zamjena D-Phe-Pro dipeptida iz regije p-okreta sa SAA rezultirala je
gubitkom antibakterijske aktivnosti u monosupstituiranim mimeticima 15a-d, s izuzetkom mimetika 15c.

Nadalje, disupstitucija u mimeticima 15e-h rezultirala je potpunim gubitkom antibakterijske aktivnosti.
TABLE 1. Antimicrobial Activity (MIC in gg/mL)°

S. aureus® S. epidermidis® S. epidermidis® B. cereus® E. colib P. aeruginosa®

peptide  25W¢  MTY 25We MT 25We MT 25We MT 25We MT9 25We MT¢
GS 4 4 2 2 8 8 2 4 64—>64 =64 =64 =64
15a 64 64 8—16 16—32 =64 =64 16 16—32 =64 =64 =64 =64
15b =64 >64 32—64 32—64 =64 =64 32 64—>64 =64 =64 =64 =64
15¢ 64 [16 16 | >64 >64 =64 >64 >64 >64 >64
15d 64 =64 16 16 =64 =64 16—32 64 =64 =64 =64 =64
15e =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64
15f =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64
15g =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64
15h =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64 =64

@ Gram-positive. ® Gram-negative. ¢ 3 mL/25 well plates. ¢ 100 uL./96 microtiter plates. ¢ Measurements were executed using standard
agar 2-fold dilution techniques.

« Testovi hemolitiCke aktivnosti protiv humanih eritrocita ukazuju na reducirani toksi¢ni profil monosupsti-

tuiranih mimetika 15a-d; izraziti hemoliticki u¢inak 100%

pokazuju tek pri 500 uM, dok isti uCinak nativni 80% -
gramicidin S pokazuje ve¢ pri 32 uM. 2 oo o 154
: o : - : 5 -~ 15b
Disupstitucijom (mimetici 15e-h) potpuno je = ©15¢
T 40% - - 15d
reducirana hemoliticka aktivnost. 1z dobivenih -+ 15e-h

rezultata zakljuuje se da je terapeutdka 20%

vrijednost ovih mimetika vrlo ogranicena. 0% ,

0.0 100.0 200.0 300.0 400.0 5000 KM




* Medu prirodnim SAA posebno mjesto zauzima muraminska kiselina prisutna u stanicnim stijenkama

gotovo svih bakterija.

» Muropeptidi, konjugati muraminske i prirodnih aminokiselina imaju ulogu imunoadjuvanata. Najmanja
strukturna komponenta potrebna za adjuvantsku aktivnost jest N-acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamin

(MurNAc-L-Ala-D-izoGlIn, muramil-dipeptid, MDP).

» Ferocenski analog muramildipeptida: zamjena D-izoGIn podjedinice s Fca
(ferocenskom aminokiselinom) dovodi do stvaranja dodatne intramolekulske

veze NH ,-CO| .., UZ NH,,---COyyac Prisutnoj u nativnom MDP.

@)
HO Ny OH
HO ,OJ\
/ ’I
’ @] O NH,, ) O
H H
N j\/k N D
z N OH =z N
0 = H H Fe

MurNAc-L-Ala-D-is0GIn I\/IeO\“/©
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Peptidne nukleinske kiseline (PNA)

kao mimetici DNA

» Peptidne nukleinske kiseline (PNA)
su oligonukleotidni analozi DNA u
kojima je negativno nabijena Secer-
no-fosfatna okosnica zamijenjena s
neutralnim pseudopeptidnim kostu-
rom. Sastavljene su iz ponavljajucih

N-(2-aminoetil)-glicinskih  podjedi-

nica povezanih peptidnim vezama.

Purinske i pirimidinske baze vezane

su za pseudopeptidnu okosnicu

metilensko- karbonilnim spojnicama.

e Za razlku od DNA, ne sadrze Secerne |

fosfatne podjedinice, a ipak oponasSaju DNA,
metﬁylene

nerijetko pokazujuéi i superiorna svojstva. carbonyl peptide bond
Jedinstvena fizikalno-kemijska i bioloSka er'g_ N\ ‘l'
svojstva PNA otvaraju mogucénost za njihovu ‘(

bioloSku, dijagnostiCku i terapeutsku primjenu.




* Vezuju se na komplementarnu DNA i RNA, stvarajuci -DNA

[ -RNA hibride iznimne kemijske i bioloSke stabilnosti -:'"‘v;:(,j;\;\ 5‘
(kombiniraju sposobnost pohranjivanja informacija (DNA) s ‘\g\ﬁ«
kemijskom i metabolickom stabilnoS¢u pseudopeptidne okosnice - E \ ,\ \
SN S
i & o Ty
okosnice). e e
« Zahvaljujuéi neutralnoj okosnici i odgovaraju¢oj udaljenosti & S-S
. . . Ry TN R
izmedu baza, PNA se za komplementarne nukleinske kiseline )vkr\ D%
. '\ N —\'A'/'.'.. 24
vezuje s vecCim afinitetom i specificnoS¢u u odnosu na 7' =
oligonukleotide. lzostanak elektrostatskin odbijanja izmedu PNA A= ¥

I DNA ¢ini njihovo vezivanje znatno jaim u odnosu na vezivanje
DNA i DNA.

* PNA su otporne na enzimsku degradaciju (nukleaze i proteaze ne prepoznaju njihovu pseudopeptidnu
okosnicu na koju su vezani purin i pirimidin). Osim bioloSke stabilnosti, PNA su stabilne prema razlicitim
kemijskim agensima i pri Sirokom rasponu pH.

* PNA se mogu dizajnirati tako da prepoznaju i hibridiziraju s komplementarnim sekvencijama odredenog
gena i na taj se nacin uplicu u transkripciju (antigenska strategija). Isto tako mogu se dizajnirati da

prepoznaju i hibridiziraju s komplementarnim sekvencijama iz mRNA i tako inhibiraju translaciju.

V. Menchise et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100 (2003) 12021.
A. Ray et al, The FASEB Journal 14 (2000) 1041.
B. Armitage et al, Nucleic Acis Res. 26 (1998) 715.




* Inzulin, hormon koji izaziva cijeli spektar razliCitih bioloSkih odgovora nakon vezivanja na povrsinu

receptora, sastoji se iz dvaju peptidnih lanaca [A (21 aminokiselina) i B (30 aminokiselina)] povezanih

disulfidnim vezama.
=)
2 %@
Chain B %
@ 30 amino acnds
g@@ ‘§'e; ‘Ely

@
@% @@ @@@@@@@

Chain A @
@ @;1 amino acuds®@
@@@_ S0

* Inzulinski receptor (IR) je transmembranski
protein kinaza, Cija se struktura sastoji iz dvaju
af3 monomera. Ekstracelularne o-podjedinice
vezuju se jedna s drugom, kao I na f-

podjedinicu, disulfidnim vezama.
M. A. Hossain et al, Bioorganic & Medicinal Chemistry 26 (2018) 2827.




Biokemijskom i strukturnom karakterizacijom identificirana su dva vezna mjesta u molekuli inzulina.
Primarno ili klasicho vezno mjesto 1 ukljuCuje 13 ostataka koji tvore povrSinu inzulinskog dimera.
Sekundarno vezno mjesto 2 sastoji se iz 6 ostataka koji tvore povrsinu inzulinskog heksamera. Prilikom
vezivanja na inzulinski receptor (IR) dolazi do disocijacije inaktivnih dimera i heksamera u aktivne
monomerne oblike.

Na slici desno prikazana je dodirna medupovrSina izmedu receptorske o-CT (C-terminalne) domene
(ljubi€asto) i inzulinskih lanaca (A-lanac smede, B-lanac crno). Dva kljuéna ostataka iz o-CT segmenta
(His’19 i Phe’'%) u interakciji su s inzulinskim ostacima; His’'? ostvaruje interakciju s VVal*, GlyB8, SerBd,

dok je Phe”“ u interakcijis GlyA!, lle”?, TyrA19) LeuBl, ValB12  LeuPB1s,

i : ,
S9 : - Ingg
N
’ Vi

M. A. Hossain, R. A.D. Bathgate, Bioorganic & Medicinal Chemistry 26 (2018) 2827.



Izrazito sloZena interakcija izmedu inzulina i njegovog receptora otezava razvoj mimetika, jer svako
skracivanje ili minimiziranje strukture inzulina znac¢ajno utjeCe na bioloska svojstva. Stoga su i do sada
opisani i klini€ki primjenjivani mimetici inzulina gradeni iz dvaju peptidnih lanaca, pri ¢emu su njihova
farmakokineticka svojstva prilagodena odredenim skupinama pacijenata.

o Humalog ili lispro-inzulin (Eli Lilly and Co.): mimetik baziran je na inverziji polozaja ProB28 i LysB?°

(HALMED 25-02-2013 odobreno).

GlyAL, lleA? ValA3, TyrAl®

GlyB8, SerB?, LeuB!! ValBl?, LeuBt>
L Y |

Prepoznavaju¢a domena (ostatci Koji

Human Insulin
Insulin Lispro

Pro

sudjeluju u interakciji s inzulinskim

receptorom)

100ndmicdml U

KwikPen™




- Novolog (Novo-Nordisk) mimetik

baziran je na supstituciji Asp s Pro na
polozaju B28. Odlikuje se slicnim

svojstvima kao i Humalog.

GlyAL, lleA? ValAs, TyrAL?
GlyB8, SerB?, LeuB! ValBl? LeuBl®

o Apidra ili glulizin (Sanofi-Aventis):

mimetik je baziran na supstituciji Glu s

Lys na polozaju B29 te supstitucijom

Lys s Asn na poloZaju B3. Po svojim

farmakokinetickim i farmakodinamskim
svojstvima usporediv je s Humalogom.
(HALMED 21-05-2013 odobreno).

K. Mane et al, J. Basic Clin. Pharm. 3 (2012) 283.



Nakon ekstenzivnog prou€avanja preko 50000 uzoraka
smjesa sintetskih spojeva i prirodnih produkata, 1999.
identificiran je i iz fungalnog ekstrakta izoliran demetil-

asterikinon B1 (DMAQ-B1) koji se pokazao aktivatorom

inzulinskog receptora tirozin-kinaze in vitro.

Utvrden je izravan u€inak DMAQ-B1
na izlu€ivanje inzulina u gusteradi
Stakora. Nakon tretiranja s 10 uM
DMAQ-B1, izmjereno je pojacano
izluCivanje inzulina, s porastom od
240%. U sljiedecem je testu
mijenjana koncentracija DMAQ-B1
(4, 5, 10, 15 i 20 uM), pri Cemu je
utvrdeno da izlu€ivanje inzulina ovisi
o dozi DMAQ-B1; izmjerene
koncentracije izluCenog inzulina bile
su povecane za 126%, 172%, 256%

odnosno 291% u odnosu na kontrolu.

B. Zhang et al, Science 284 (1999) 974.
M.-C. Lai et al, Journal of Diabetes Mellitus 3 (2013) 116
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Mimetik Leu-enkefalina: opioidni peptidi imaju ulogu kljunih regulatora u razli€itim stani€nim

bioloSkim odgovorima, te bi se kao takvi mogli koristiti u terapiji razliitin patoloskih stanja. Nazalost,

koriStenje peptidnih agenasa Cije su mete opioidni receptori ograni¢eno je njihovim

loSim fizikalno-

kemijskim 1 farmakokinetiCkim svojstvima poput niske lipofilnosti (logD), velike topoloSke polarne

povrSine (TPSA) te sudjelovanja u vodikovim interakcijama s vodom [kao donori (HBD) i akceptori

(HBA) vodikove veze], Sto za posljedicu ima nisku oralnu biodostupnost kao i otezano svladavanje

krvno-mozZdane barijere. Pored toga, podloznost proteolitickoj degradaciji negativno utjeCe na tera-

peutski relevantne koncentracije i distribuciju u tkivima. Stoga je za terapeutsku primjenu malih peptida

poput Leu-enkefalina nuzno modificirati fizikalno-kemijska i farmakokinetiCka svojstva te olakSati ulazak

u sredisnji Ziv€ani sustav, Sto je moguce postici primjenom njegovih fluoriranih peptidomimetika.
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R. A. Altman et al, ACS Chem. Neurosci. 9 (2018) 1735..



Leu-Enkephalin (1) FMPs Analogs H

OH  BBB: ACE (ty,» =130 min)
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* U odnosu na Leu-enkefalin, fluoro-alkenski analog pokazuje izvrsnu stabilnost u dvije razliite vrste

plazme, ¢ime su dokazana unaprijedena svojstva mimetika u odnosu na prirodni peptid.

A) Mouse Plasma Stability B) Rat Plasma Stability C) Human Plasma Stability \
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Tireotropin oslobadajuéi hormon (TRH): regulira
izluCivanje  tireotropina (TSH) odgovornog za rad

Stitnjace.

Na temelju sudjelovanja u otpustanju TSH i afinitetu za

vezivanje na receptor, identificirane su farmakoforne i

bioaktivne regije u TRH.

Prostorna orijentacija farmakofornin skupina zadrzava se
zamjenom peptidne okosnice s 1,3,5-trisupstituiranom
cikloheksanom koji pridonosi hidrofobnom karakteru

rezultiraju¢ega mimetika.

Mimetik se, za razliku od TRH, odlikuje oralnom

biodostupnoscu.

G. L. Olson et al, J. Med. Chem. 36 (1993) 3039.




Antimikrobni peptidni mimetici aktivni prema oralnim patogenima

* Antimikrobni peptidi (AMP) su prirodni antibiotici Sirokog Pore Formation by Magélnin Peptides

spektra djelovanja. Glavne zapreke u njihovoj primjeni Peptide disordered
: . : . ey : in solution Lysis
(visoka cijena proizvodnje i proteolitiCka nestablinost) of
Pore assembly microbe
prevladavaju se primjenom odgovaraju¢ih mimetika. : :
. . . - v . o o O O O o
* Meta-fenil-etin (mPE), dizajniran tako da oponasa amfipat- a-helical when bound
o ) o ) to negatively charged
sku strukturu magainina, ostvaruje antimikrobnu aktivnost microbial membrane

prema uzroc¢nicima oralnih infekcija pri nM koncentracijama.

* SAR-studije pokazuju da mPE inhibira bioaktivnost lipopoli-
saharida te se veze na DNA sluzeci istovremeno i1 kao

membranski aktivna molekula i kao intracelularni antibiotik.

TABLE 2. MICs and MBCs of mPE against bacterial pathogens
Z S
Br Br Bacterium (strain) MIC (pg/ml) MBC (pg/ml)
S. mutans (ATCC 33402) 0.5-1 1.25
S. mutans (isolate N32) 0.5 1.25
S. mutans (isolate N43) 0.5 1.25
S. aureus (ATCC 27660) 0.25-0.5 0.8
P. gingivalis (ATCC 53978) 2.5 2.5
A. actinomycetemcomitans (CU1000) (0.4 1.5
NH, NH; A. viscosus 0.8 1.5

N. Becklof et al, Antimicrobial agents and chemotherapy (2007) 4125. MB C’ minimum bactericidal concentrations



Peptidni mimetici apolipoproteina A-1 (Apo-I) u prevenciji ateroskleroze

* Humani apolipoprotein Apo-I, izgraden iz 243 aminokiseline, glavna je proteinska komponenta HDL-a
(lipoprotein visoke gustoce, engl. High Density Lipoprotein; sakuplja visak kolesterola iz krvi i tkiva

sprjeCavajuci taloZenje po stijenkama krvnih Zila i razvoj kardiovaskularnih bolesti — dobri kolesterol).

COOm

AMPHIPATHIC at~HELIX AMPHIPATHIC a—HELIX
HYDROPHOBIC RESIDUE HYDROPHOBIC RESIDUE
(O HYDROPHILIC RESIDUE (O HYDROPHILIC RESIDUE

HELICAL WHEEL HELICAL CYLINDER
@

» Konstituirajuc¢i aminokiselinski ostatci tvore serije od 10 ponavljaju¢ih a-uzvojnica (8 uzvojnica sadrzi po
22, a 2 uzvojnice po 11 aminokiselina). Hidrofobni aminokiselinski ostatci pozicionirani su na jednoj stra-

ni uzvojnice, a neutralni i negativno nabijeni ostatci smjeSteni na suprotnoj, polarnoj strani uzvojnice.



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

« Kako je rijeC o velikom proteinu Cija je proizvodnja zahtjevna i skupa, oponaSanjem njegove uredene

sekundarne strukture moguce je pripraviti mimetike manje molekulske mase.

triglyceride

apoB-100
(non-exchangeable

Exchangeable
apolipoprotein

G. S. Getz et al, Journal of Inflammation Research (2011) 483.



» Opisani su mimetici Apo-l koji sadrze samo
18 aminokiselinskih ostataka i odlikuju se
svojstvima prosjeCnog amfipatskog heliksa,

Sto je prikazano s pomocu heli€nog kotaca.

« Mimetik 2F sadrzi dva

fenilalaninska ostatka (F). “\

« SAR-studije izomernih mimetika 3F-1, 3F-2 i 3F-14 ukazuju da pozicija Phe-ostataka utjeCe na njihova

in vivo i in vitro svojstva.

 Bioaktivni mimetik 4F koji sadrzi Phe na 4 od

Anti-inflammatory Attenuation of early Phospholipid

8 mjesta na hidrofobnoj strani heliksa poka- activity in vitro atherosclerosis solubilization
" . - e 3F-I d
zao se udinkovitijim od 3F: pobolj$ava izlugi- i " N
JF-2  ++ ++ ++
vanje kolesterola, ima visok afinitet za lipide, 3+ _ + e
+ ++

te pokazuje antiinflamatorno djelovanje. aF
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Smatra se da su za prijenos signala

okusa odgovorni proteinski receptori . X

ve . H-bond acceptar 554 hydrophohic
na povrSini stanice. lako struktura _ region
sweetness Triangle

okusnih receptora nije identificirana, saccharin

jasno je da okusni ligandi moraju poprimiti specificnu 3D-strukturu, tzv. bioaktivhu konformaciju.

Razli¢ite molekule slatkog okusa sadrze donora (AH) non-polar region

| akceptora (B) vodikove veze (HB) na udaljenosti 2.5 f/__,

- 4 A. Donorske i akceptorske skupine tvore biokativni (‘
kompleks stvaranjem dviju intermolekulskih HB on-polar EmuP ° e ﬁ‘-.
izmedu okusnih liganada i receptora. " .
“Slatke” molekule sadrze i hidrofobno vezno mjesto *A#H o

(X); prosje¢na udaljenost izmedu AH i X iznosi 3.5 A, sweot molecule E*h: (ﬁ
dok su B i X udaljeni oko 5 A. K Hf‘

Aromatske skupine iz D-Phe, D-Tyr i D-Trp idealni su

kandidati za hidrofobnu X skupinu. AH/B model u ;”\\Jy

e hydrogen bonds
o Instantaneous dipole,
amino- i karboksilnih skupina. induced dipole forces

aminokiselinama zastupljen je u obliku nabijenih



Table 1. Taste properties of peptide-based taste ligands.

Compound [a] Shorthand Form Taste [b]
Type A
1 r-aspariyl-L-phenvylalanine methyl ester L-Asp-L-Phe-OMe sweet
2 L-aspartyl-L-phenylalanine methyl ester hydrochloride HCI-L-Asp-L-Phe-OMe sweel
3 L-aspartyl-{z-methyl)-L-phenylalanine methyl ester L-AspfLyo-Me)Phe-OMe (sweet)
4 L-aspartyl-{z-methyl)-p-phenylalanine methyl ester L-AspfDi{a-Me)}Phe-OMe
5 | Rj-aminomalonyl-L-phenylalanine methyl ester [(RHAmMa-L-Phe-OMe sweel
6 (.§)-aminomalonyl-L-phenylalanine ethyl ester [(5)Ama-L-Phe-OFEt
7 L-aspartyl-{ 8 }evclohexylglyane methyl ester L-Aspf{SHChg-OMe
8 L-aspartyl-{ R)-cvclohexylglycine methyl ester L-Aspf{RChg-OMe

Hsh M

4

Eh:/%
C kN

H

T. Yamazaki et al, Angew. Chem. Int. Ed. 33 (1994) 1437.




Ugljikove nanocijevi kao mimetici proteinskih kanala

T : . . : a- heli
» Bioloski proteinski kanali, prirodne pumpe, .
Extra cellular

omogucuju  selektivnu  difuziju  potrebnih

molekula kroz stani¢nu stijenku.

» Ugljikove nanocijevi (carbon nanotube, CNT)

cjevaste su strukture nacinjene iz ugljika Ciji je

promjer (1 nm) oko 10# puta maniji od promjera Cytoplasm

IJ udske vlasi. Recognition proteins,
Receptors

CNT - mimetici prirodnih proteinskin kanala,
znaCajno povecavaju protok, kontroliraju
prolazak molekula na ulazu u poru lipidnog
dvosloja (“gatekeeper chemistry”), omogucuju
elektroosmotski tok molekula kroz kemijski
selektivne regije (u kojima bi doslo do

usporavanja protoka).

B. Hinds, Current Opinion in Solid State and Materials Science 16 (2012) 1.



 Uporabom CNT kao transmembranskih kanala

izbjegavaju se skupi postupci separacije proteina.

« CNT-mimetici imaju Siroku primjenu: procis¢avanje
vode, razdvajanje molekula (filtriranje ulja), prijenos

lijekova, itd.

« Sintetizirana je  CNT  visokoselektivna  prema
jednovalentnim ionima; vezuje divalentne ione i odbija
anione. U odsutnosti kalcija, provodi kalijeve ione Sest

AEE R R R R R RRRRRRRRRR AT

puta brze nego gramicidin; dodatkom kalcijevih iona

dolazi do njihova vezivanja u unutrasnjost nanocijevi

Cime se blokira protok kalija i do 85%.

* Intracelularni transport hidrofobnih ugljikovih nanocijevi
kroz staniCnu stijenku otezava celuloza; imobilizacijom

celulaze na povrSini nanocijevi inducira se formiranje

nanosupljina kroz koje CNT ulaze u stanicu.

O

A. Tamsyn et al, Chemical Physics Letters 501 (2011) 423.
F. Maged et al, RSC Adv. 2 (2012) 398.



Minijaturni membranski aktivni lipopeptidomimetici

*+ 65-80% MRSA-infekcija povezano je s tvorbom vrlo otpornih bakterijskin biofilmova za Ccije je
iskorjenjivanje potrebne visoke koncentracije antibiotika.

« Jedan od novijih pristupa u tretiranju MRSA-infekcija bazira se na koristenju kationskih antimikrobnih
peptida (CAMPSs) koji imaju sposobnost razaranja bakterijske membrane.

« S obzirom na njihovu podloznost proteolitiCkoj razgradnji, visoku cijenu proizvodnje te inaktivnost u
fizioloSkim uvjetima, pripravljaju se mimetici CAMPs. Trenutacno je nekoliko CAMPs-mimetika
(brilacidin, LTX-109 i XF-73) u klinickoj fazi ispitivanja za tretiranje infekcija uzrokovanih Gram-

pozitivnim bakterijama.
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brilacidin LTX-109

» Visoka uCestalost Trp i Arg u prirodnim CAMPs kao i u njihovim mimeticima, usmjerila je dizajn novih
mimetika prema templatima bogatim Trp 1 Arg. Jedan od takvih kalupa je pentapeptid
Trp-Arg-Trp-Arg-Trp-CONH, (S-1).

Seema Joshi et al, Sci. Rep. 8 (2018) 1021.



SAR-studije ukazuju na potrebu za uspostavljanje ravnoteze izmedu kationskog naboja (+2 do +9) i
hidrofobnosti u CAMPs-mimeticima. U ovom je radu, uz drzavanje minimalnog naboja (+3), modificira-
na hidrofobnost templata (predloska) Trp-Arg-Trp-Arg-Trp-CONH, (S-1) u Trp-Arg-U,-Arg-Trp-CONH,
(S-2 do S-6) i to umetanjem razlicitih neprirodnih aromatskih ili alifatskin aminokiselina (U,)) u srediste
njegove sekvencije. U cilju poboljSanja proteolitiCcke stabilnosti i povecCanja hidrofobnosti, kao U, kori-
Steni su 2-trifluorometil-D-Phe u S-2, 3-(1-naftil)-D-Ala u S-3 te 2-amino-2-pentafluorofenilpropionska

kiselina u S-4. lako N-terminalna lipidacija s dugolan¢anim masnim kiselinama (C%* i C6) osigurava
izvrsnu  lipofilnost, istovremeno se javlja

problem toksiCnosti. Stoga su ovdje krace
masne kiseline (C® i C'?) inkorporirane u
srediSte S-1 sekvencije u cilju povecanja
hidrofobnosti, uz minimiziranje toksi¢nosti: 8-
aminooktanska kiselina (8-AOA) u S-5 i 12-
aminododekanska kiselina (12-ADO) u S-6.
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SAR-studije ukazuju i na ulogu rasporeda aminokiselinskih ostataka uiz okosnice na hidrofobnost te
antibakterijsku aktivnost i selektivnost peptidomimetika. Stoga je templat Trp-Arg-Trp-Arg-Trp-CONH,
(S-1) preureden u Arg-X-U -X-Arg (U,= 12-ADO i X=Trp u S-7 odnosno X=3-(1-naftil)-D-Ala u S-8). Pri
tom se amfifilni S-7 i S-8 odlikuju hidrofobnom jezgrom i te kationskim Arg-ostatcima na oba kraja Sto

dodatno olakS8ava umetanje u lipidni dvosloj i ulazak takvih peptidomimetika u stanicu. U S-9 sredisnji

12-ADO ostatak skracen je u 8-AOA, dok je ostatak L 1
8-7, U, = i
molekule u odnosu na S-8 nepromijenjen. R T
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Prema RP-HPLC retencijskim vremenima kao mijeri hidrofobnosti, S-1, S-2 i S-3 pokazuju slicnu
hidrofobnost, dok je kod S-4 hidrofobnost malo povec¢ana. Umetanjem C8 i C? masnih kiselina u
srediSte sekvencije (AOA = 8-aminooktanska kiselina, ADO = 12-aminododekanska kiselina), u cilju

povecCanja hidrofobnosti i smanjenja toksiCnosti, pripravljeni su S-5 koji se pokazao najmanje

hidrofobnim te S-6 Cija je hidrofobnost povec¢ana u odnosu na templat S-1.

Pregradnjom templata S-1 u Arg-X-U -X-Arg (S-7, S-8 i S-9) povecana je hidrofobnost.

Molecular mass [M+ H|* (Da)

Name | Composition Calculated | Observed % purity® | Retention time® (min)
5-1 Trp-Arg-Trp-Arg-Trp-CONH, 888.4740 888.4759 97 23.1

S-2 Trp-Arg-(2-trifluoromethyl-D-Phe)-Arg-Trp-CONH, [ 917.4505 917.4537 90 23.6

S-3 Trp-Arg-(D-1-Nal)-Arg-Trp-CONH, 899.4787 | 899.4154 99 229

S-4 Trp-Arg-(F:-Phe propionic acid)-Arg-Trp-CONH, 939.4160 | 939.4189 98 244 <umm
S5-5 Trp-Arg-(8-A0A)-Arg-Trp-CONH, 843.5100 8435135 91 214

S-6 Trp-Arg-(12-ADO)-Arg-Trp-CONH, 899.5726 | 899.5748 95 26.0 4um
S-7 Arg-Trp-(12-ADO)-Trp-Arg-CONH, 899.5726 | 899.5743 96 246 4um
5-8 Arg-(D-1-Nal)-(12-ADO)-(D-1-Nal)-Arg-CONH, 921.5821 921.5842 96 28.5 _
5-9 Arg-(D-1-Nal)-(8-A0A)-(D-1-Nal)-Arg-CONH, 865.5195 865.5238 94 254 -

Table 1. Name, composition, molecular mass, % purity and retention time of designed peptidomimetics.
104 Purity based on RP-HPLC area under the peak, Pretention time in RP-HPLC run.




Opisanim peptidomimeticima testirana je antimikrobna aktivnost protiv panela stafilokoknih sojeva.

S-1, S-2, S-3 i S-5 pokazali su se inaktivnima ¢€ak i pri najviSim primijenjenim koncentracijama (45,4
ug/ml), dok je S-4 pokazao umjerenu aktivnost. U usporedbi s templatom S-1, hidrofobniji S-6 i S-7 bili
su aktivni (MIC=11,3 ug/ml) protiv svih sojeva, s izuzetkom S. Aureus ATCC25923. S-8 pokazao je
izvrsnu aktivhost (MIC=0,3 -1,4 ug/ml). Da bi se utvrdilo utjeCe li na njegov antimikrobni potencijal
prisutnost 12-ADO ili 3-(1-naftil)-D-Ala, dizajniran je S-9 u kojem je 12-ADO supstituiran s 8-AOA. Kako

je doSlo do smanjenja aktivhosti (povecani MIC), jasno je da 12-ADO ima kljucni utjecaj na

antimikrobnu aktivnost peptidomimetika S-6, S-7 i1 S-8.

Minimum inhibitory concentration, MIC (png/mL)

S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus MRSA MRSA MRSE*
Name | (ATCC 29213) | (ATCC 25923) | (ISP479C) (ISP479R) (ATCC33591) | (ATCC 43300) | (ATCC 35984)
5-1 =454 > 45.4 ND ND =45.4 =45.4 =45.4
S-2 =>45.4 >45.4 ND ND =45.4 ND ND
S5-3 =45.4 =454 ND ND =>45.4 ND ND
5-4 45.4 45.4 45.4 45.4 45.4 ND ND
§-5 =>45.4 >45.4 ND ND =45.4 ND ND
5-6 11.3 227 11.3 11.3 11.3 11.3 11.3
5-7 11.3 22.7 11.3 11.3 11.3 11.3 11.3
5-8 0.7 1.4 0.3 0.7 1.4 1.4 1.4
5-9 22.7 227 45.4 454 22,7 =45.4 45.4
VAN 0.7 1.4 0.3 0.3 1.4 0.7 2.8
OXA < 0.3 < 0.3 0.3 0.3 56.8 56.8 =45.4

Table 2. Minimum inhibitory concentration (MIC) of designed peptidomimetics against staphylococcal

strains. *Methicillin-resistant S. epidermidis; ND, not determined; VAN, vancomycin; OXA, oxacillin.




Pod identiCnim uvjetima testirana je aktivnost standardnih antibiotika oksacilina (OXA) i vankomicina
(VAN). OXA je pokazao izvrsnu aktivnost protiv meticiln-osjetljivih S. Aureus sojeva te slabiju aktivnost

protiv MRSA, dok se VAN pokazao potentnim protiv svih testiranih stafilokoka.

Najaktivniji peptidomimetici S-6, S-7 i S-8 testirani su i protiv vankomicin-rezistentnih enterokoka (VRE)
kao joS jedne vrste kliniCki relevantnih patogena. Rezultati ukazuju na dobru aktivnost S-6 (MIC=11,3 -
22,7 ug/ml) i S-7 (MIC=5,6 — 22,7 ug/ml), dok je S-8 pokazao izvrsnu aktivnost (MIC=1,4 — 5,6 ug/ml).
VAN (MIC> 45,4 ug/ml) te OXA (MIC>45,4-232,7 ug/ml) nisu pokazali uCinkovitost prema vankomicin-

rezistentnim E. faecium.

Minimum inhibitory concentration, MIC (pg/mL)

E. faecalis E. faecium® E. faecium® | E. faecium®
Name |(ATCC29212) | (ATCC700221) | (E-447) (E-7846)
5-6 22.7 22.7 11.3 11.3
5-7 11.3 22.7 11.3 5.6
5-8 2.8-5.6 2.8 1.4-2.8 5.6
VAN 1.4 =45.4 =45.4 »45.4
OXA 3.6 =45.4 =232.7 2327

Table 3. Minimum inhibitory concentration (MIC) of active peptidomimetics against enterococcal strains.
*Vancomycin-resistant E. faecium, "clinical isolates of vancomycin-resistant E. faecium.




U svrhu odredivanja stanicne
specificnosti izmjeren je % hemolize
miSjih eritrocita (mouse red blood cells,
RBCs) u prisutnosti opisanih peptido-
mimetika. S-1, S-2, S-3, S-4, S-51i S-9
uzrokovali su <5% hemolize pri
koncentracijama 250 pg/ml.  Aktivnim
peptidomimeticima S-6, S-7 i S-8
hemolitiCki ucCinak odredivan je pri
koncentracijama 10x odn. 20x viSim u
odnosu na MIC protiv MRSA ATCC
33591. Sva tri spoja uzrokovali su <10%
hemolize pri koncentracijama ~ 10x MIC.
Pri koncentracijama ~ 20x MIC, %
hemolize iznose 5.8 + 5.8% za S-6 (pri
250 pg/mL), 33.4 £ 0.0% za S-7 (pri 250
Mg/mL) i 11.5 + 7.6% za S-8 (pri 31.2
Mg/mL).

% hemolysis

£
<

o
g

Hemolysis assay. The percentage hemolysis of mice

RBC upon treatment with active peptidomimetics. For
the experiment, 0.1% Triton X-100 was used as positive
control. The experiments were performed in duplicate
on two different days and each data point represents

mean + S.D.



Testovi citotoksiCnosti pokazuju da tretiranje sa S-6 i S-7 pri koncentracijama 10x odn. 20x MIC nije
rezultiralo Stetnim posljedicama, s obzirom da nije opazeno smanjenje stani¢ne vijabilnosti u odnosu
na netretiranu kontrolu. Tretiranje s S-8 pri 10x odn. 20x MIC rezultirao je s 84.8 + 5.6% i 81.1 + 2.9%
stanicne vijabilnosti.

Dakle, dizajnirani peptidomimetici pokazuju malu ili nikakvu toksi¢nost protiv stanica sisavaca pri

koncentracijama > MIC, uz iznimku S-7 koji je uzrokovao 33.4% hemolize pri 250 pg/mL

B 125+ L
E 100- ae o e T Cytotoxicity induced upon incubation of
[ . 3.:_::.:? e active peptidomimetics with 3T3 murine
% 754 EJ:-.:: = } fibroblast cell line. The percentage
E (g s 7 R viability of cells relative to untreated
E 50+ -:.::_;:_ ::? \ growth control was measured using MTT
_g e . assay. The experiments were performed
% 254 -._,..._ 7 N in triplicate on two different days and each
E R F \”‘* data point represents mean + S.D. The
“ 0- el — e " MIC values for test peptidomimetics
@5‘ ) @5‘ ,%;Q“ @‘3‘ @;LC:‘ @Q‘ against MRSA ATCC 33591 were as
tcf IS t;,* {Ef @q.* &cf follows: S-6 (11.3 pg/mL), S-7 (11.3

cjﬁ r:;" rgg} .::‘.,:E:J ..r:;,:"" ..-—:,E} Mg/mL)and S-8 (1.4 ug/mL).



Peptidomimeticki terapeutici: trenutno stanje i perspektiva

molibresib

BRD and BET Ir'lhlbllﬂr
under clinical investigation for the

treatment of NUT and breast carcanoma

| : i H
N~ N\) OH =
indinavir
HIV protease nhibitor
approved for the treatment of HV infection

simeprevir
MS3/NS4A protease inhibitor
approved for the treatment of chronic
hepatitis C virus (HCV) infection

Fig. 2 Representative examples of peptidomimetics compounds in late stage clinical trials or already approved as drugs.
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antimcrobial peptidomimetic of host defense proleins (HDFs)
under clinical nvestigation for the supporive care of mucositis,
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Ono Sto peptide €ini nezamjenjivima u terapiji razliitin bolesti jest njihova visoka specificnost 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 po-
luZivota od svega nekoliko minuta zbog Cega je praktiCki nemoguce dopremiti peptidni lijek do ciljnog tkiva
u potrebnoj koncentraciji. Oralno primijenjeni peptidni lijekovi podlijezu brzom raspadu u probavnom sus-
tavu, te se moraju primijeniti intravenozno $to za pacijenta podrazumijeva odlazak k lije€niku ili boravak u

bolnici.Te se prepreke u koristenju peptida kao lijekova mogu prevladati primjenom njihovih mimetika.
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 i odlikuju se pove¢anom stabilnoS¢u i unaprijedenom bioloSkom aktivnoscu, a Cija
je namjena pretezito terapeutska. U toj je knjizi opisano nekoliko peptidomimeti¢kih lijekova odobrenih u
Europi, SAD-u i Japanu, koji su pripravljeni razliCitim 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 povecanom antidiuretskom aktivnoScu. Takoder je moguca (ii) ugradnja neprirodnih
aminokiselina u peptidnu okosnicu, npr. zamjenom Leu s neprirodnom aminokiselinom metil-Tyr te
disulfidne veze s tioeterskom pripravljen je karbetocin, mimetik prirodnog peptidnog hormona oksitocina,
Sto je rezultiralo znaCajno unaprijedenom metaboliCkom stabilnoScu. Ciklizacija (iii) koriStena je prilikom
priprave peptidomimetiCkog lijeka zikonotida, ciklickog polipeptida s tri disulfidne veze, koji inhibira

otpustanje neurokemikalija povezanih
S osjetom boli te se primjenjuje kao ‘ A. Guarna, A. Trabocchi (2014), Peptidomimetics in Organic and Medicinal

Chemistry: The Art of Transforming Peptides in Drugs, 1. izd., Wiley; N. Qvit et

analgetik. al, Drug Discov. Today, 22, 2017, 454-462.



* U 2015. godini najprodavaniji peptidomimeticki lijek u svijetu bio je glatiramer koji se koristi u terapiji relapsno-
remitentne multiple skleroze. RijeC je o polimeru saCinjenom iz Glu, Ala, Tyr i Lys, koji oponasa mijelinski
osnovni protein. Slijede liraglutid i egzenatid, agonisti GLP-1 (peptid-1-sli¢an glukagonu), namijenjeni za
terapiju dijabetesa tipa 2. 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 lijeCenje akromegalije: oktreotid, lanreotid i pasireotid odobreni su 2012. godine te su do 2015. godine
dospjeli na visoko 3. mjesto na listi najprodavanijih lijekova. Svi su ovi lijekovi dostupni hrvatskim pacijentima.
Veliku skupinu agonista gonadotropin-otpustajuceg hormona koriStenih za lijeCenje karcinoma prostate
predstavljaju leuprorelin-acetat i goserelin, s tim da se na trziStu nalazi joS 10 agonista i antagonista ovog

hormona. Teriparatid jedini je peptidomimetik odobren u 2015. godini za lijeCenje osteoporoze, s tim da je

2017. godine odobren i abaloparatid. Copaxone™ (glatiramer)

S||Jed| kortikotropin kOJl se Victoza™, Saxenda™ (liraglutide)

Sandostatin™ (octreotide)

primjenjuje za lijeCenje infantilnog

Forteo™ (teriparatide)

spazma. Romiplostim, mimetik trom-

Acthar™ (corticotropin)

bopoetina, primjenjuje se za lijeCenje

Lupron™ (leuprorelin) N
trombocitopenije. TrziSte peptidnih Filatie pesasliii
terapeutika u eksponencijalnom je Bydureon™ (exenatide)
porastu i njegova se vrijednost pro- Nplate™ (romiplostim)
cienjuie na 25,4 milijardi $, S$to HEssRiRaey
S- $500 $1000 $1500 $2000 $2500 $3000 $3500 $4000 $4500

premasuje iznos drZzavnog proracuna
Global sales (Millions of USD)

RepUb“ke Hrvatske. C. D. Schteingart, J. L. Lau. Annu. Rep. Med. Chem. 50, 2017, 543-586.



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065774317300064#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065774317300064#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00657743/50/supp/C

Na svjetskom farmaceutskom trziStu prisutno je oko 60 peptidnih lijekova. Dodatnih 150 peptidnih terapeutika
u razli¢itim je fazama klinickih ispitivanja, dok ih je 260 u pretklinickoj fazi razvoja. Peptidni lijekovi, ovisno o
njihovoj povezanosti s endogenim peptidima, dijele se 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
na pripravu analoga (mimetika) kao modificiranih ili supstituiranih verzija prirodnih peptida s unaprijedenim
svojstvima. Tako je, primjerice, pripravljen dezmopresin kao analog vazopresina, s produljenim vremenom
poluzivota i pove¢anom selektivnos¢éu prema receptorima.

Glavninu peptidnih lijekova €ine mimetici (analozi), najceSce temeljeni na prirodnim hormonima. Razvoj
peptidnih terapeutika ide ukorak sa znanstvenim inovacijama kao i novim i naprednim strategijama kemijske
sinteze, a u cilju poveéanja 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 -

I raCunalnoj biologiji doprinijet ¢e daljnjem otkrivanju novih heterologni

200 analogni

prirodni

peptidnih lijekova. Bolje razumijevanje molekulske baze genetskih
150

poremecaja generirat ¢e nove potencijalne vodece terapeutike.
100
Takoder, otkrica novih puteva dopreme lijeka u stanicu kao |
50

Broj testiranih kandidata

produljenje vremena njegovog poluzivota dodatno ¢ée doprinijeti

razvoju ove vrste Iijekova. 1980-1989  1990-1999  2000-2009 2010-present

Pocetak klinickih ispitivanja

J. L. Lau, M. K. Dunn, Bioorg. Med.Chem. 26, 2018, 2700-2707.




Peptidni mimetici | pseudopeptidi

Peptidomimetici kao inhibitori SARS-CoV-2

Prof. dr. sc. Lidija Barisié



Peptidomimetici i SARS-CoV-2

Virusi su Cestice na granici izmedu zivog i nezivog; ne sastoje se iz stanica, nemaju
metabolizam, ne reagiraju na vanjske podrazaje, ali mogu se razmnoZzavati za sto koriste zive
stanice domacina (bakterija, biljaka, zivotinja i ljudi). Izvan zive stanice domacina postoje u
obliku Cestica koje se nazivaju virioni, a gradeni

su iz nukleinske kiseline zasticene proteinskim S\ Gevek
v . . . . %LV\OMC.
omotalem koji se naziva kapsida. Osim
/

\ \

proteinske kapside, neki virusi Kkoriste |

proteinske  membrane za interakciju s Capsid

proteinskim receptorima na povrSini stanica
Evivelope

domacina (protein-protein interakcije!).

Virus gripe se svojim H-proteinom (hemaglutinin) vezuje na neuraminsku kiselinu izrazenu na
epitelu respiratornog sustava, a nakon toga virus pomoc¢u N-proteina (neuroaminidaza) iz svoje
ovojnice enzimatski cijepa neuraminsku kiselinu i ulazi u stanicu (Tamiflu blokira enzim
neuroaminidazu i tako sprjeCava ulazak virusa u stanicu i infekciju). Poznato je 16 izoformi H-
proteina i 9 izoformi N-proteina, po Cemu virusi gripe dobivaju svoja serotipska imena (npr.
H1N1). Svaka od tih izoformi razliito se prikazuje u naSem imunosnom sustavu, zbog ¢ega se

cijepimo trovalentnim ili tetravalentnim cjepivima koja pokrivaju viSe virusnih izoformi.



Kod koronavirusa, membranski S-protein ima visok afinitet za receptore na stanicama diSnog epitela,

odn. molekule angiotenzin-ll pretvorbenog enzima (ACE2), Sto omogucava sidrenje virusa na

membranu ciljne stanice i prodor u stanicu.

Stoga je jedan od terapeutskih pristupa u borbi s

koronavirusom usmjeren na sprjeCavanje ove interakcije.

Koronavirusi za ulazak u stanicu osim ACE2-receptora koriste i membranske serinske proteaze. Nakon

ulaska u stanicu, virusi raspakiravaju svoju
kapsidu i oslobadaju jednolanCanu RNA
koja se kao glasniCka RNA pocinje prepisi-
vati na ribosomima domacdina u veliki poli-
protein i nekoliko virusnih proteaza koje ga
cijepaju na virusne regulacijske proteine.
Virus pomocu regulacijskih proteina preuzi-
ma i sebi prilagodava metabolizam stanice
tako da staniCne resurse koristi za proiz-
vodnju novih virusa, Sto Cesto rezultira
smrcu tako zarazene stanice. Medu regula-
cijskim proteinima istiCe se kimotripsinu sli-
Cna proteaza (3CLP™), Cijom bi se inhibi-

cijom mogla ograniciti replikacija virusa.
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« Koronavirusi poznati su od 1960., a u novije vrijeme poceli su se pojavljivati novi koronavirusi koji
sa zivotinja prelaze na ljude i potom se dalje Sire Sto je u Kini 2002. dovelo do pojave SARS-a
(teski akutni respiratorni sindrom, engl. severe acute respiratory syndrome, 774 umrla), te 2012.
do MERS-a (bliskoistoCni respiratorni sindrom, engl. middle east respiratory syndrome, 858
umrlin)]. Koronavirus uzroCnik SARS-a nazvan je SARS-CoV, a 0 antivirusnim agensima
usmjerenima protiv SARS-CoV do 2016. objavljeno je preko 3500 publikacija.

« S obzirom da je za virusnu replikaciju odgovoran njegov enzim glavna proteaza (chymotrypsin-
like protease, 3CLP™ ili MP), istrazivanja antivirusnih terapeutika usmjerena su na inhibitore

tog enzima. Lijekovi dizajnirani za tretiranje SARS-CoV-3CLP™ dijele se na dvije skuping:

I. peptidni inhibitori koji oponasaju prirodne peptidne supstrate,

ii. inhibitori bazirani na malim molekulama, a koji se dobivaju modifikacijom postojecih inhibitora

proteaza, studijama mole-

Peptidomimetics >

kulskog pristajanja bazira-

nima na strukturi ili izolaci- 3 -
‘Small molecules

SARS-CoV
JCL @8p+

Protease

/

7

jom iz prirodnih produkata.

Pored navedenih, opisani

T. Pillaiyar et al, An Overview of Severe Acute Respiratory
Syndrome-Coronavirus (SARS-CoV) 3CL Protease Inhibitors:
Peptidomimetics and Small Molecule Chemotherapy. J. Med. Chem. 2016, 59,
6595-6628.

su i inhibitori konjugirani s

metalima.



« *Medu malim molekulama kao inhibitorima proteina esencijalnih za patogenost virusa (SARS-CoV-2-S, 3CLP,
PLP (papain-like protease, “Ahilova tetiva virusa”) i RARp (RNA dependent RNA polymerase, enzim ukljuéen u

replikaciju i transkripciju SARS-CoV-2-genoma) valja istaknuti i prirodne produkte:”

Table 1  Summary of the anti-CoVs effects of natural compounds and their possible action mechanisms.
Plant Compound Virus acting on 1Csq value Reported anfiviral mechanism
Licorice root Glycyrrhizin SARS-CoV 300 mg/L Upregulates nitrous oxide synthase and
nitrous oxide production
Polygonum cuspidatum  Resveratrol MERS-CoV = =
Panax ginseng Ginsenoside-Rbl SARS-CoV 100 pmol/L Inhibits glycoprotein activity
Rauvolfia serpentina Reserpine SARS-CoV 6.0 pmol/L =
Aesculus hippocastanum  Aescin SARS-CoV 3.4 pmol/L =
Boenninghausenia Leptodactylone SARS-CoV 100 pa/mL =
sessilicarpa
Lycoris radiata Lycorine SARS-CoV 15.7 = 1.2 nmol/L. =
Salvia miltiorrhiza Dihydrotanshinone MERS-CoV | pg/mL =
Bupleurum chinense Saikosaponin B, HCoV-229E 1.7 £+ 0.1 pmol/L Interferes with events of early viral entry
Stephania tetrandra Tetrandrine HCoV-0C43 0.33 £ 003 pmol/LL  Inhibits p38 MAPK pathway
Stephania japonica Cepharanthine SARS-CoV-2 098 pmol/L ACE inhibitor
Rheum palmatum Emaodin SARS-CoV 200 pmol/L Blocks the binding of S protein to ACE2
Triterygium regelii Celastrol SARS-CoV 10.3 pmol/L Inhibits SARS-CoV 3CLpro
Tritervegium regelii Pristimererin SARS-CoV 5.5 pmol/L Inhibits SARS-CoV 3CLpro
Triterygium regelii Tingenone SARS-CoV 9.9 pmol/L Inhibits SARS-CoV 3CLpro
Tritervegium regelii Iguesterin SARS-CoV 2.6 pmol/L Inhibits SARS-CoV 3CLpro
Ginkgo biloba Quercetin-3-F-galactoside SARS-CoV 4279 4+ 497 pmol/l. Competitively inhibits SARS-CoV
3CLpro
Salvia miltiorrhiz Tanshinones I—VII SARS—CoV 0.7—30 pmol/L Inhibits PLpro activity
Alnus japonica Hirsutenone SARS-CoV 4.1 pmol/L Inhibits PLpro activity
Black tea Theaflavin SARS-CoV-2  — Inhibits RdRp activity
Myrica rubra Myricetin SARS-CoV 271 £ 019 pmol/L.  Inhibits ATPase activity
Scutellaria baicalensis  Scutellarein SARS-CoV 0.86 + 048 pmol/l.  Inhibits ATPase activity
Angelica keiskei Chalcones I-IX SARS—CoV 11.4—129.8 pmol/l.  Competitively inhibits SARS-CoV

3CLpro

—IC s value or the mechanism of antiviral activity of these active compounds is not clear.

Y. Xian et al,
Sinica B 2020;10, 1163-1174.

Bioactive natural compounds against human coronaviruses: a review and perspective. Acta Pharmaceutica
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“Our present review provides an important update on a number of natural products that have shown promise as anti-CoV
agents and potential for COVID-19 treatment. However, since many studies about the antiviral effects of the natural
compounds and Chinese medicine in this domain are only preliminary, in-depth in vivo studies on appropriate animal
models are needed to unravel the underlying cellular and molecular mechanisms. Pharmacokinetic studies on the
promising natural compounds are few and far between, and should be conducted to obtain pharmacokinetic profile,
including absorption, distribution, metabolism and excretion parameters. Moreover, clinical trials (phase | to Ill) are

required to test their anti-CoV efficacy and safety on human subjects.”



Nakon vezanja SARS-CoV-S-proteina s ACE2-receptorom na povrsini stanice domacina, virus ulazi u stanicu

nakon Cega se njegova RNA veze na domacinove ribosome omogucavajuci translaciju odn. biosintezu dvaju

poliproteina koji se u prisutnosti 3CLP™ | PLP™ cijepaju u komponente potrebne za sastavljanje novih viriona.

idealna meta za

'ye-fiolna skupina ima

obavezno ukljuCuju sekvenciju Leu-GIn-Ser ili Leu-Gly-Ala. Mehanizam hidrolize peptidne veze:

ostataka, a koji

Deprotoniranje Cys-tiolne skupine (pri ¢emu se N-atom iz imidazolnog His-ostatka protonira), a generira se

nukleofilni sumporov anion.

Nukleofilni napad sumporovog aniona na
karbonilnu amidnu skupinu; u nastalom
produktu cijepa se C-N veza pri ¢emu

nastaje tioester, te se oslobada slobodni

amin  uz deprotoniranje  imidazolnog
prstena.
Slijedi hidroliza nastalog tioestera u

karboksilnu kiselinu (voda stje€e nukleofilni
karakter deprotoniranjem u prisutnosti His-
imidazolne skupine). Pri tom se regenerira
Cys-tiolna odn. His-imidazolna skupina,

odn. enzim se regenerira za sljededi ciklus.
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Dobri inhibitori dizajniraju se tako da se dio sekvencije iz supstrata, koji se izravno veze na aktivho
mjesto proteaze, zamjenjuje s kemijskim “streljivom” koje cilja kataliticki mehanizam. Peptidomimeticki
inhibitori dizajnirani su ugradnjom kemijskog “streljiva” u peptid koji oponasa prirodni supstrat. Ulogu
kemijskog streljiva imaju Michaelovi akceptori*, aldehidi, epoksi-ketoni, halometil-ketoni, itd.
Spomenuti inhibitori djeluju kroz dvostupanjski proces: najprije peptidomimeticki inhibitor tvori
nekovalentni kompleks s enzimom tako da se kemijsko streljivo locira u neposrednu blizinu katalitiCkih
ostataka. Slijedi nukleofilni napad katalitickog cisteina i tvorba kovalentne veze.

*Michaelovi akceptori su a,p-nezasiceni spojevi koji podlijezu Michaelovoj adiciji (1,4-adicijskoj reakciji
a,pB-nezasic¢enih karbonilnih spojeva s rezonancijski stabiliziranim ugljikovim nukleofilom).

Strategija u dizajnu inhibitora ukljuCuje zamjenu amidne skupine iz supstrata s Michaelovim
akceptorom. Potom cisteinski ostatak podlijeze 1,4-adiciji s Michaelovim akceptorom iz inhibitora pri

cemu se tvori a-karbanion Cijim se protoniranjem ireverzibilno inhibira enzim.

.»%_/Hla :> H le Sx,]

Cys N Cys Cys

| R=SO;R", COOR!



« Kao modelni spoj za dizajn ovog tipa inhibitora

posluzio je rupintrivir (2), peptidomimeticki lijek

(nhibitor) koji se veze i na 3C-proteaze (sivo, slika

desno). Peptidomimetics with a| Michael Acceptor ]
SARS 3CLM™
Entry Structure
K (uM)

16 o ] o 2.26 g

* SAR-studije ukazuju na smanjeni afinitet spoja 16 za
vezni dzep enzima u odnosu na 17, Sto se pripisuje rigid-

17 @A‘:‘JLH ™ N o~ o6 Nom i planarnom fenilnom prstenu. Nadalje, umetanje

lipofilne t-butilne skupine u spoj 18 povecava vezni afini-

a
@ N tet viSe od 10 puta u odnosu na 17. Osim toga, zamjena
s @,\Giﬁ\/(;ﬂ\é/iﬂ 0._- oo metilizoksazolne skupine iz modelnog spoja 2 s benzil-
oksi-skupinom u spoju 16 povecava vezni afinitet 4 puta.



Michael acceptor peptidomimetics 3CLP™ inhibitors
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Y. Liu et al., The development of Coronavirus 3C-Like protease (3CLpro) inhibitors from 2010 to 2020.
European Journal of Medicinal Chemistry 206 (2020) 112711.



Aldehide peptidomimetics 3CLP™ inhibitors
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Fluoromethyl ketone peptidomimetics 3CLP™ inhibitors

13 SARS-CoV 3CLF
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14 SARS-CoY 3L
EC=53 UM
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Aldehidni peptidomimetici 11 i 12 pokazali su dobar inhibitorni
uc€inak protiv SARS-CoV-2-3CLP™ [IC, (11) = 0,053 uM; IC,,
(12) = 0,04 uM]. Pokazuju i izrazenu in vitro antivirusnu
aktivnost (anti-SARS-CoV-2 effect) s ECg,-vrijednostima 0,53
uM (11) 1 0,72 uM (12). In vivo pokazuju dobra
farmakokinetiCka svojstva i prihvatljiv preliminarni sigurnosni
profil $to ih Cini potencijalnim pretkliniCkim kandidatima.

Usporedbom sa spojem 9, jasno je da skracenje peptidne

okosnice i umetanje indolne skupine povecava inhibitorni

ucinak peptidomimetika 11 i 12.
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9 SARS-CoV 3CLP®
IC5;=98 nM= 0,098 .M

N
H

11 SARS-CoV-2 3CLP™®
[C55=0.053 1M

g
N
H

12 SARS-CoV-2 3CLP®
[C54=0.04 uM



Analizom kompleksa enzim-supstrat aldehidna skupina izdvaja se kao streljivo za tvorbu kovalentne
veze s Cys iz veznog dzepa SARS-CoV-2-3CLP™ (aldehidni karbonilni ugljikov atom tvori kovalentnu
vezu s sumporovim atomom iz Cys'4®). Aldehidni kisikov atom tvori vodikovu vezu s okosnicom Cys!4°-
ostatka, Sto je krucijalno za stabilizaciju
vezne konformacije.

(S)-y-laktamski  prsten komplemen-
taran je enzimskom veznom mjestu,
Sto omugucava tvorbu vodikove veze
izmedu njegovog kisikovog atoma i
bo¢nog ogranka iz His'®3, te vodikovih
veza izmedu njegovog dusSikovog
atoma s glavnim lancem iz Phel?0 i

bo¢nog ogranka iz Glu6,

Cikloheksilna skupina preklapa se s

imidazolnim prstenom iz His*L.

P168

Indolna skupina iz 11 izloZena je otapalu i tvori vodikovu vezu s Glu6é, Sest molekula vode (W1-W6)
igra vaznu ulogu u vezivanju spoja 11 u vezno mjesta enzima: W1 tvori vodikovu vezu s amidnom
skupinom iz 11, dok W2-W6 tvore nekoliko vodikovih veza s aldehidnom skupinom iz 11 te s ostatcima

Asn142 Gly143 Thr26, Thr24, His*! i Cys** koje doprinose stabilizaciji spoja 11 u veznom dzepu enzima.



* Vezuju€i obrazac spoja 12 slican je motivu videnom kod 11. Razlike proizlaze iz prisutnosti 3-
fluorfenilneskupine koja uspostavlja hidrofobne interakcije s bo¢nim ograncima iz His*', Met*%, Met!6°,

Vall®s, Asp!87 i Argl88. Uspostavlja se i vodikova veza izmedu bo¢nog ogranka iz GIn'® i atoma fluora.
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“The warhead groups of peptidomimetic inhibitors mainly include aldehydes, ketones and different types of
Michael receptors. These covalent irreversible inhibitors mainly utilize warhead functional groups to covalently
bond with Cys'4>residues in the 3CLpro S1’pocket and thereby exert relatively durable inhibitory effects. Although
the recent studies on peptidomimetic inhibitors are fewer than those that investigated nonpeptidic inhibitors, the
aldehyde compounds 11 and 12 which are among the recently reported peptidomimetic 3CLpro inhibitors, exhibit
excellent inhibitory activity against SARS-CoV-2. The toxicity studies of inhibitor 11 revealed thitmight be a good

candidate for further COVID-19 clinical research.”



« Krajem 2019. u Kini je otkriven novi koronavirus kojeg Global Cases

je Medunarodni odbor za taksonomiju virusa nazvao 8.10.2020.

SARS-CoV-2, a bolest koju uzrokuje WHO je nazvao

Global Deaths

1,056,000

COVID-19 (Coronavirus disease-2019) te je Eefan i Dol R
/Sovereignty

11.3.2020. proglasio pandemiju* te bolesti. Genomi

SARS-CoV i novog koronavirusa SARS-CoV-2 vrlo su

310 deaths

Croatia Croatia

slicni (dijele ~80% genoma), Sto sugerira i slicnost
Global Cases

njihovih interakcija s domacinom. 3.11.2020.

Global Deaths

1,208,224

628 deaths
Croatia

* Prema Hrvatskoj enciklopediji, pandemija se odnosi na

Sirenje neke bolesti na velika prostranstva (na vise Cases by Country/Region

drzava, cijeli kontinent ili cijeli svijet. U pro$losti su /Sovereignty
Croatia

poznate pandemije kuge u 6.-om stoljeCu, kolere u

19.-om i 20.-om stoljecu te Spanjolske (H1N1, 1918.,

Global Cases
50 milijuna umrlih) i svinjske gripe (2009., 18 tisuca

umrlih)].

28.11.2020.

Cases by Country/Region

Glakbal Dcotha

1,443,694

https://coronavirus.jhu.edu/map.html /Sovereignty

1,600 deaths
Croatia

JOHNS HOPKINS | CORONAVIRUS Croatia

UNIVERSITY & MEDICINE RESOURCE CENTER

Boopathi S. et al, Novel 2019 coronavirus structure, mechanism of action, antiviral drug promises and rule out against its
treatment , J. Biomol. Struct. Dyn. 2020;1-10.


https://coronavirus.jhu.edu/map.html

« Pojava infektivnih bolesti uzrokovanih visokopatogenim virusima s proteinskom ovojnicom (Env,
envelope), nametnula je potrebu za sigurnim i uc€inkovitim antivirusnim lijekovima. Od otkrica prvog
antivirusnog lijeka za lije€enje HIV-a (1987.), od strane FDA odobreno je preko 80 antivirusnih lijekova
namijenjenih za lijeCenje i prevenciju infekcija. Vecina tih lijekova smatra se “pasivhom obranom” zato
Sto moraju uc¢i u zarazenu stanicu da bi inhibirali virusnu replikaciju u toj stanici. Stoga takvi lijekovi mo-
raju imati sposobnost prolaska kroz stani€nu membranu bez narusavanja normalne funkcije intracelu-

larnih proteina. U suprotnom, glavnina lijeka ostat ¢e izvan stanice i nece inhibirati virusnu replikaciju.

« Za razliku od “pasivne obrane”, neki antivirusni agensi Inhibitor

Budding and

sluze kao “Cuvari ulaza” (gate keepers) koji se bore s e d PR

h’,"(-, y
Fusion 2 < \

virusom izvan stanice. Lijekovi koji Cuvaju ulaz dijele | inhbitors
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o o o iy . R °d i =l
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virusa napadaju i inaktiviraju virusne Cestice u krvotoku Atranscription

| to interakcijom s virusnim proteinima ovojnice.




* Mehanizmi inaktivacije virusa mogu biti razliCiti: (i) inaktivatori se vezu na receptorska vezna mjesta
(RBS, receptor-binding site), (ii) inaktivatori induciraju konformacijske promjene Env-proteina uslijed
Cega virusne Cestice gube sposobnost ulaska u stanicu, (iii) inaktivatori se veZu na virusnu lipidnu
membranu uzrokujuci tako razaranje membrane i curenje virusnog genetickog materijala.

« Takvi PPVIs (protein or peptide-based virus inactivators) opisani su za HIV, gripu, ZIKV (zika virus),
DENV (denga virus) i HSV (herpes virus)], a sigurniji su za in vivo primjenu na ljudima u odnosu na npr.
deterdzente koji provode nespecificnu lizu lipidnih membrana i virusa i stanica domacina.

Inactivator

Blocking the receptor binding site




Osim toga, peptidni i proteinski lijekovi zbog svoje veliCine ne ulaze u stanicu i ne ometaju normalnu

funkciju intracelularnih proteina te su stoga sigurniji od malih molekula kao kemj Hekova (small-
molecule chemical drugs).
Ipak, treba naglasiti da posljedice dugotrajne uporabe PPVIs, kao mimetika h proteina, na

normalnu funkciju naseg organizma joS uvijek nisu do kraja poznate (mnogi kandidati za lijekove jo$
nisu stigli do kliniCke faze ispitivanja). Drugi problem je moguc¢a imunogenost PPVIs (mogu inducirati
tvorbu protutijela koja ¢e oslabiti njihovu inaktivacijsku aktivnost). Nadalje, imaju kratko poluvrijeme
Zivota i nisku oralnu biodostupnost Sto podrazumijeva cCesto injektiranje. Nadalje, treba biti svjestan
visokih troSkova dugotrajnog lije€enja kroni¢nih virusnih oboljenja pomoc¢i PPViIs. Ipak, i pored svih
spomenutih nedostataka PPVIs, oni su i dalje dobar izbor za hitno lije€enje i prvu pomo¢ kod virusnih
infekcija, do tvorbe zastitnih protutijela koja se bore protiv virusa.

ZakljuCno, lijeCenje virusnih bolesti pomoc¢i PPVIs zasniva se na njihovoj kratkotrajnoj primjeni (1-3
tiedna) Sto znacajno reducira troSkove. Potrebno ih je primijeniti injektiranjem kako bi brze djelovali, a
njihovo kratko poluvrijeme Zivota moze biti i prednost, zato Sto onemoguc¢ava akumulaciju u tijelu.
‘Nowadays, a variety of protein and peptide drugs, including antibody drugs, have been approved for clinical
use. Because of their advantages mentioned above, we believe that more and more PPVIs will be developed

for treatment and prevention of viral infections, particularly useful for combating the pandemics or epidemics of

newly emerging and re-emerging virus infections.”

Su et al. Protein- and Peptide-Based Virus Inactivators: Inactivating Viruses Before Their Entry Into Cells. Frontiers in
microbiology 11 (2020) 1063.



TABLE 1 | Summary of protein- and pepfida-basad virus inactivators.

MName Sequence Target EC50” {virus tested) Referance
HIV inactivators
=004 Eiracaliular 01-D4 or D02 gpl120 CD4bs 153 and 297 n (HNV-1 Deen et al., 1988;
domain g and Bal, Traunackesr ot al., 1988,
respectively) Daar et al., 1980; Orlofi
etal, 1993
2oLT [MD2 domain-L35-T1144 gp120 CD4bs + gpdd PFI 17.3-78.6 nM (muttiple Luetal, 2012
HIV-1 strains)
2Dm2my4Dm2m 2 or 4 mD1 .22 with 2 m36.4 gp120 CD4bs + CoRbs 0.2-1.1 nM HNM-1 TIB) Chen et al., 2014; Qi
ctal, 2047
Triazole KR13 Modified peptide derived from 12p1 gp120 CO4bs + CoRbs 0.5-25.6 pM [multiple Bastian at al., 2011,
[RINMNIPWSEAMB, HIV-1 strains) 2012
DAVE CVM + gpd i MPER gp120 ghycan sites + gpdd 28.3 nM (HIV-1 Bal. Parajuli et al., 2018
pesUdovirus)
Influenza virus inactivators
Ururmiin IPLRGAFINGEWDSOCHRFSMGALACA, H1 HA consanved stom HMBD# Holthausen at al., 2017
ZIKV inactivators
DNSG E protein stem (aa 602-724): DEMV lipid membrang 4.8 pM [DENV-Z) Schmidt et al.,
MAILDDTAWDFGSLGEVFTSIGKALHD 2010a,b; Lok et al.,
VEGAY 202
2 E protein stem (aa 421-453): ZIKV lipid membrans 252 pM Yuetal, 2017
MAVLGOTAWDFSSVEEALNSLGKGIH
CAFGAAF
HSV inactivators ‘ S
gBo4 g ectodomain (aa 486-510): H2W-A \ 125 pM Akkarawongsa et al.,
KTTSSIERARLOFTY 2009
gBi22 g8 ectodomain (aa 636-650): HSV-1 and 2 118 pM Akkarawongsa et al.,
GHRRYFTFGGGYWYF 2009
-1 CRS on gB surface (za 224-243): HEV-1 and 2 HMBD# Catina-Corona et al.,
HRDOHETDMELKPANAATRT 2016
-2 CRS on gB surface (aa 413432 HSV-1 and 2 HMBD# Catina-Corona et al.,
ClGKDARDAMDRIFAREYMNA 2016
CB1 CRS on gH surface (aa 609-626): HSV-1 and 2 HMBD# Cetina-Corona et al,,
CATRSETPVEVLADOTHG 2016
CB-2 RS on gH surface (aa 646-6654): HSV-1 and 2 HMBO# Cetina-Corona et al,,

PEASHRCGGOSANVEPRIL

2016)

*ECS0, half maximal effactive concentration causing virus inactivation. *HNEBD, has not besn defined. CO4hs, CO4-binding sifa; CoRbs, coraceplor-binding site.

Su et al. Protein- and Peptide-Based Virus Inactivators: Inactivating Viruses Before Their Entry Into Cells. Frontiers in microbiology 11 (2020) 1063.



» Koronavirusi €esto su prisutni kod sisavaca i ptica. Kao i ostali virusi, a za razliku od organizama,
nemaju stani¢nu gradu vec su njihove Cestice (promjera 120-160 nm) kompleksi makromolekula [RNA,
proteinski omotac ili kapsida (kapsida i nukleinske kiseline Cine nukleokapsidu) te vanjska lipidna

ovojnica iz koje strSe glikoproteinski izdanci].

« JednolanCana pozitivna RNA s

oko 30000 nukleotidnih sekvenci

Hemmaglutinin
esterase He

Membrane protein M

¢ini virusni genom, a prisutna su i

,,,,,
g
------
........
”

4 glavna strukturna proteina:

g
T
lllll

povrSinski Siljak protein ili protein =N

Siljastih izdanaka (S, engl. spike),

mali protein ovojnice (E, engl. ‘ """" ’

envelope), membranski protein » traiin -

(M, engl. membrane) i Lipid bilayer ‘
membrane

nukleokapsidni protein (N, engl.

nucleocapsid) protein. PovrSinski Glycoprotein spikes S

Envelope small

Siljak protein (S) izlazi iz virusne membrane protein E Rna + nucleoprotein N

lipidne ovojnice zbog ¢eqga virus : .
P ) g ceg Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

oblikom nalikuje na krunu (lat. )
J ( isolate WIVO7, complete genome

corona).
A. Vince, COVID-19, pet mjeseci kasnije, Lije¢. Vjesn. 2020;142:55-63.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN996531.1/

Figure 1. Transmission electron micrograph of

SARS-CoV-2 virus particles, isolated from a patient.

Image captured and color-enhanced at the NIAID IRF in

Fort Detrick, Maryland. The spike protein (red) protrudes

from the virions resulting in the namesake ‘corona’.

Credit: NIAID-RML.

IRF: Integrated research facility.

Image used under creative commeons license
(https:/fiwww.flickr.com/photos/niaid/49645402917/in/album-721577129

VanPatten S, He M, Altiti A, F Cheng K, Ghanem MH, Al-Abed Y. Evidence supporting the use of peptides and
peptidomimetics as potential SARS-CoV-2 (COVID-19) therapeutics. Future Med Chem. 2020;12(18):1647-1656.



Unutar proteinskog omotaca (kapside) nalazi se nukleokapsida (N-protein) Ciji se N-terminus vezuje za
virusnu RNA, omogucujuéi virusnu replikaciju i transkripciju. Stoga se namece potreba pronalazenja
lijeka koiji ¢e sprijeciti kontakt izmedu N-terminusa N-proteina i virusne jednolanCane pozitivhe RNA.
M-protein najzastupljeniji je na povrsini virusne Cestice (sudjeluje u sastavljanju virusa) gdje se nalazi i
S-protein koji upravlja interakcijom virusa s receptorima na povrsSini stanice domacina kao i fuzijom
virusa i stanicne membrane domacdina kako bi se olakSao ulazak virusa u stanicu domacina.

E-protein, mali membranski protein izgraden od 76-109 aminokiselina, klju€an je za sastavljanje virusa,

permeabilnost membrane domacina i interakciju virusa i domacina.

Lipidna ovojnica enkapsulira genetski materijal.

b

Dimer  hemaglutinin-esteraza (HE),  »& Sitike Bivaprotéin

lociran na povrsini virusa, vazan je za Heniagglitinin-esterase

dimer

inficiranje stanica domacina. S-protein
----Membrane protein

sadrzi tri identiCha lanca gradena iz

1273 aminokiseline, a sadrzi i 2 dobro ----Membrane

definirane domene S1 i S2 ukljuCene u

stanicno prepoznavanje i fuziju virusa

------ Nucleocapsid protein
and RNA

cemu dolazi do joS uvijek nerazjasnjenih | _ 1 = Envelop protein

sa stanichom membranom domacina pri

konformacijskih promjena.



Overview of the name and functions of SARS-CoV-2 proteins. The four structural proteins and five of the most important Nsp are provided

Sr. No. Name of Viral Protein Function

Structural Proteins
1 Mucleocapsid (IN) protein Houses the viral genome.
2 Envelope (E) protein Encazes micleocapsid and makes complete viral envelope along with M protein.
3 hdembrane (M) glycoprotein M and E protein makes complete viral envelope.

On the surface of envelope, characteristic spike proteins.
4 Spike (5) glycoprotein Attachment of virus with receptor at receptor binding domain (RBD)).
Cellular serine protease {IMPESS2/Cathepsin B) cleaves S protein this facilitates viral entry.
Non-structural proteins (Nsp)

: Also called as 3-chymotrypsin-like protease (3Clpro)

[t cleaves viral polyproteins ppla and pplab at 11 sites to yield Nspd to Nspl6.
] PLpro Tt cleaves viral polyprotein at N terminus to vield Nspl to Nap3

FENA dependent RNA polymerase
7 Nsp12 o _
Eeplication of virus

3 Nepl3 Helicasze activity facilitates EINA dependent EINA polvmerase (RdRp) during viral ENA replication

o Mspl, Msp3c, and open reading frame (ORF) 7a

Inhibiting host immune response

W. David et al. Vaccines and Therapies in Development for SARS-CoV-2 Infections. Journal of clinical medicine 9, 2020, 1885.



Virusni  S-protein  (Spike) specificno
prepoznaje angiotenzin-konvertirajuci
enzim (ACEZ2, Angiotensin-converting
enzyme), receptor prisutan na povrsini
brojnih humanih stanica, ukljuCujuci i
stanice pluéa. Slijedi cijepanje S-
proteina djelovanjem proteaza iz
domacina Sto je okidaC za aktivaciju
mehanizama membranske fuzije
(krucijalni bioloski proces stapanja dviju
odvojenih lipidnih membrana u jednu).
Fuzija membrana domacina i virusa
omogucava ulazak virusa u stanicu
nakon Cega dolazi do replikacije virusa
u citoplazmi stanice i ispoljavanja

njegovog citotoksicnog ucinka.

https://www.cornell.edu/video/coronavirus-membrane-fusion

— Spike

\\S,WK" Binding

Membrane Fusion

Viral Genome

=
Release

Ca*ion

Viral Receptor

T. Tanga, M. Bidona, J. A. Jaimesb, G. R. Whittakerb, S. Daniela,
Coronavirus membrane fusion mechanism offers a potential
target for antiviral development. Antiviral Research 178 (2020)
104792


https://www.cornell.edu/video/coronavirus-membrane-fusion




Domacinov receptor
ACE2 jest transmembran-
ski glikoprotein, a djeluje
kao enzim monokarboksi-
peptidaza.
Raspolozivi podaci ne
podrzavaju ideju o testira-
nju ACE2 supstrata, npr.
angiotensina, kao kandi-
data za

SARS-terapeutike.

potencijalne

S druge strane, terape-
utici usmjereni na ciljanje
interakcija ACE2 i S-pro-
teina zasada pokazuju

obecavajuce rezultate.

Spike (S) protein

RNA and N protein

E protein @ I
\ W -y, /
Qs

ACE2 receptor

Human cell

ACE2

RBD
S2

CoV Cell

Figure 2. Representation of
general structure of SARS-CoV's and
host cell entry receptor ACE2. The
major viral proteins and RNA strand
are illustrated, these include the
envelope (E) protein, nucleocapsid
(N) protein, membrane (M) protein
and spike (S) protein, along with the
host entry receptor ACE2. The S
protein-ACE2 interaction is a crucial
mechanism of SARS-CoV entry into
host cells.

Figure 3. A close-up depiction of
the S protein and host ACE2
receptor. The viral S protein
(composed of S1 and S2 subunits) is
a trimeric membrane-embedded
glycoprotein. The RBD of the S1
region mediates initial binding with
the host entry receptor ACE2, a
transmembrane protein is
represented in light green. The
phospholipid bilayer of the viral
particle is represented in yellow
while host membrane phospholipid
bilayer is represented in orange.
RBD: Receptor-binding domain.

VanPatten S, He M, Altiti A, F Cheng K, Ghanem MH, Al-Abed Y. Evidence supporting the use of peptides and
peptidomimetics as potential SARS-CoV-2 (COVID-19) therapeutics. Future Med Chem. 2020;12(18):1647-1656.



U ovim okolnostima, uobi€ajeni dugotrajni postupci otkri¢a lijekova nisu opcija, a razumni alternativni
pristupi odnose se na prenamjenu postojecih lijekova te cijepljenje i imunoterapiju (zadnja 2 pristupa
baziraju se na ciljanju peptidnih meta). Prednosti peptidnih lijekova u odnosu na druge molekule su
njihova specificnost i afinitet za Zeljene bioloSke mete te niska toksi¢nost zbog ograniCene mogucnosti
nakupljanja u organizmu. Njihovi nedostaci (niska biodostupnost i proteoliticka nestabilnost u
gastrointestinalnom traktu i serumu) prevladava se primjenom peptidomimetika.

Od pocetka pandemije peptidomimetici se istrazuju kao inhibitori interakcije RBD-domene iz S-proteina
(RBD, receptor binding domain) i ACE2-receptora kao mehanizma ulaska virusa u stanicu putem
membranske fuzije. Dakle, cilj je prekinuti inicijalno vezanje SARS-CoV-2-S-RBD s ACE2-receptorom s
povrSine stanica domacina.

Pokazano je da se interakcija SARS-CoV-2-S-RBD s ACE2-receptorom ostvaruje preko ACE2-domene
koja ima konformaciju a-uzvojnice. Stoga je sintetiziran peptid SBP1 (Spike-binding Peptide 1)
sacinjen iz 23 proteinogene aminokiseline (IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS), kao mimetik ACE2 a-

uzvojnice koji se Cvrsto veze na SARS-CoV-2-S-RBD onemogucavajuci tako njegovu interakciju s

ACE2 odn. blokirajuéi ulazak virusa u stanicu.

G. Zhang et al, The first-in-class peptide binder to the SARS-CoV-2 spike protein. BioRxiv 2020.03.19.999318; doi:
https://doi.org/10.1101/2020.03.19.999318



ll‘-nh
'\'Echelon

Biosciences

lle-Glu-Glu-GlIn-Ala-Lys-Thr-
Phe-Leu-Asp-Lys-Phe-Asn-
His-Glu-Ala-Glu-Asp-Leu-Phe-
Tyr-GIn-Ser-NH2

Molecular Weight: 2802.01
Salt Form: TFA

Purity: >97%

Spike-binding Peptide 1 (SBP1)
Product Mumber: 732-20

$125.00 - $475.00

* 732-20 1mg

t 73220 5mg

Sequence (3-letter): lle-Glu-Glu-Gln-Ala-Lys-Thr-Phe-Leu-Asp-Lys-Phe-Asn-His-Glu-Ala-Glu-Asp-Leu-Phe-Tyr-Gln-Ser-NH2

Sequence (1-letter): IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS

Storage: -20 °C or below

$125.00

$475.00

The novel coronavirus, SARS-CoV-2, enters cells through binding of the receptor binding domain (RBD) on its spike protein to angiotensin converting enzyme 2 (ACE2). Spike-

binding Peptide 1 (SBP1) was derived from the ACEZ a1 helix and binds to SARS-Cov-2 RBD with low nanomolar affinity (Kd = 47 nM).

SBP1 je potpuno humani, endogeni (Struna: koji je unutarnjega podrijetla ili uzroka, pripada, stvara se

ili razvija u samome organizmu, tkivu ili stanici) peptid kojeg tolerira nas imunosustav, a Sto je od

iznimne vaznosti za kasnije faze preklini¢kih istrazivanja. Problem njegove proteoliticke degradacije i

brze eliminacije rjeSavat ¢e se kemijskim modifikacijama sekvencije.



« Kemijska sinteza SBP1 (spike-binding peptide 1) provedena je metodom SPPS (35 coupling-reakcija),

a utvrdeno je da se na povrSini receptor-prepoznavajuce domene S-proteina, uz zadovoljavajuci

afinitet, zadrzava u stabilnoj konformaciji uzvojnice.

SBP1 (IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS)

SARS-CoV-2-RBD « Molekulsko pristajanje (molecular
docking) vezne medupovrSine SPB1 |
SARS-CoV-2-RBD .

« RMSD (root-mean-square deviation of

T i'- atomic positions) mjera je prosjeCne
§ 7 = udaljenosti izmedu atoma okosnice
E = B preklopljenih  (superponiranih) proteina;
% o _J," """" __“_ """""""" i """"" lv """"" T *4 ostaci s RMSD < 5 A oznageni su zeleno,
% |'| dok su strjelicama oznaceni
: " H H H H aminokiselinski ostaci koji sudjeluju u

SEINIEE R NEE PRI PR IR NERIRERENER NN INTRUSE SR kljuénim vodikovim vezama (glutamin Q i

l EEQAKTFLDKF FMHEAEDLF Y Q5

- R glutaminska kiselina E).



* Nije opazeno vezanje SBP1 za negativhu kontrolu (humani protein menin); utvrdeno je specificno
vezanje za SARS-CoV-2-RBD i to uz nisku konstantu disocijacije (K, = 47 nM, K, opisuje koliko se

cvrsto ligand vezuje za odredeni protein; manja Ky upucuje na veci vezni afinitet).

SBP1 (from ACE2 a-helix 1) SBP1 (from ACEZ2 a-helix 1) _
biotin-PEG.-IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS-CONH 2 Blndlng to negative control human protein
K, [SARS-CoV-2-RBD) = 47 nM ]
1 4 - 1.0uM
- 125:“;1 - 200 nM
3 - .:impnu =3 s g?wle
£ — 200 nM £
3 21 — 50nM 2.
g g no assoclation to negative
g 14 © 4. control human protein
0 o =._‘_h._'_'_'._" 0 e r—
0 200 400 600 BOO 0 200 400 600

Time (&) Time (s)

* ‘In conclusion, a peptide sequence derived from human ACE2 was found to bind the SARS-CoV-2 spike
protein RBD with low nanomolar affinity. We believe disruption of the SARS-CoV-2-RBD/ACE2 binding
interface with high-affinity peptides represents a promising strategy for preventing virus entry in human cells
and paves the way for new COVID-19 treatment and diagnostic modalities. Upon request, we will make
available our peptide binder and all upcoming optimized variants to research facilities testing and developing
potential COVID-19 treatments. Rapid discovery, synthesis, and testing of potential drug leads should help the

global scientific and healthcare communities efficiently address the ongoing crisis.”



IstraZivanja peptidnih inhibitora interakcije proteina S i ACE2 usmjerena su i na membransku fuziju.
S2-domena proteina S okida€ je za membransku fuziju, a ukljuCuje fuzijski peptid FP (fusion peptide),
dvije ponavljaju¢e sedmeroClane regije HR1 i HR2 (heptad region), transmembransku TM
(transmembrane) domenu i kratki citoplazmatski CP (cytoplasmic) rep.

Uslijed vezanja za receptor dolazi do konformacijskin promjena S2-domene i tvorbe hidrofobne a-
heliche medupovrsine kao rezultat vezanja HR1- i HR2-regija i zapocCinje proces membranske fuzije i
tvorba pora. Inhibicija membranske fuzije postize se pomocu HR2-antagonista (mimetika HR2-regije).
Takvi antagonisti su 2019-nCoV-HR1P i 2019-nCoV-HR2P.

$1: Receptor binding domain $2: Membrane binding domain
o s1}s2 §s2 5
N NTD CTD | FP HR1 HR2 | TM | CP | .
F ] J
. . y
v ¥y |
SP-10 2019-nCoV-HR1P 2019-nCoV-HR2P
RBD—11b HAA-1 R2-18
5-1 71503 EKA
EK1C4
PBO2

— i

CoV spike (S) 180-200kDa

Figure 4. A 2D-representation of the major domains of the SARS-CoV 5 protein. The S protein is composed of the
two subunits: 51 and 52. The 51 domain contains the NTD, the CTD, and is responsible for recognition and binding to
the host cell receptor. The 52 domain, responsible for membrane fusion, contains the FP, the heptad repeat regions
HR1 and HR2, the TM and CP tail. Two cleavage sites are indicated with arrows. The major peptide-based
therapeutics, indicated below, are associated S protein regions.

CP: Cytoplasmic; CTD: C-terminal domain; FP: Fusion peptide; NTD: N-terminal domain; TM: Transmembrane domain.



Peptidni inhibitori najéeS¢e imaju kratko poluvrijeme Zivota in vivo, sto uvelike ograniCava njihov
terapeutski potencijal. Medutim, konjugiranjem s lipidima dolazi do dramatichog unapredenja
antiviralnog potencijala i farmakokinetiCkih svojstava. Primjerice, konjugiranje peptida EK1 s

kolesterolom i polietilenglikolom povecalo je njegov antiviralni kapacitet preko 240 puta.

Table 1. Major peptide therapeutic candidates in development for SARS-CoV and SARS-CoV-2.

Potential peptide Target Sequence/structure Stage of development
therapeutic

SARS-CoV-2 (COVID-19)
2019-nCoW-HRZP HR1 demain of CoV S protein (MFM) DISGINASWVVNIQKEIDRLNEVAKNLMESLIDLQEL Preclinical in vitro models
EK1 HR1 domain of CoV 5 protein (MFM) SLDQINVTFLDLEYEMKLEEAIKLEESYIDLKEL Preclinical in witro models
EK1C4 (lipopeptide) HR1 domain of CoV S protein (MFM) (NJEK1-GSGSG-PEG4-(Chol) Preclinical in vitro and in vivo

models

IPBO2 HR1 domain of CoV S protein (MFM) ISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELK(Chol) Preclinical in vitro models
SBP1 (peptidase § protein-RED [EEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS Preclinical in witro models

domain of ACE2)

Inhibitor 1-4 5 protein-RED ACE2-based pepftides Proposed in theory

“The field of peptidomimetics has opened a new door for the field of peptide-based therapeutics. The potential
for equivalent or even enhanced biological efficacy, extended bioavailability, and highly efficient synthesis and
screening mechanisms, positions these drug candidates as attractive options for development in disease
outbreak situations. The COVID-19 pandemic has benefitted from much of the research knowledge gained
during the previous 2003 SARS-CoV outbreak. Similarities and differences among these two related viruses
(SARS-CoV and SARS-CoV-2) in specific biological interactions at the peptide level can be used to develop

peptidomimetic-based drug candidates to target the viral spike (S) protein-host receptor (ACEZ2) interaction.”



Peptidni mimetici | pseudopeptidi

Peptidomimetici kao inhibitori SARS-CoV-2

Prof. dr. sc. Lidija Barisié



A. K. Ghosh, M. Brindisi, D. Shahabi, M. E. Chapman, A. D. Mesecar, Drug Development and Medicinal Chemistry Efforts
Toward SARS-Coronavirus and Covid-19 Therapeutics. ChemMedChem 2020, 15, 907.




Vezanjem virusnog S-proteina na ACEZ2-receptor na povrSini stanice domacina omogucava se ulazak
virusa u stanicu. Potom se virusna RNA veze na ribosome domacina te se stvaraju dva poliproteina
nuzna za tvorbu novih zrelih viriona [potpuno infektivnih virusnih Cestica s DNA ili RNA u jezgri i
proteinskim omotacem (kapsidom)]. Koronavirus provodi proteoliticku razgradnju nastalih poliproteina
pomocu glavne proteaze (3-chymotrypsin-like protease, 3CLpro) i papain-ske proteaze (papain-like
protease, PLpro). Nadalje, svi koronavirusi sadrze i RdRp (RNA-dependent RNA-polymerase)
odgovornu za replikaciju RNA-genoma. Svi spomenuti proteini (virusne proteaze) predstavijaju
moguce mete u borbi s koronavirusom, pri ¢emu se ulazu golemi napori usmjereni na razvoj
antivirusnih lijekova koji mogu reducirati virusnu replikaciju i patogenost. Veliki dio medicinskih
istraZivanja usmjeren je na peptidomimetike i male molekule kao inhibitore 3CLpro i Plpro. lako tek

mali dio novorazvijenih spojeva pokazuje nM afinitet prema proteazama, ipak su dobra osnova za

daljnju optimizaciju i moguce kombiniranje s drugim antivirusnim terapeuticima.

“Professor Ivan Diki¢, Director of the Institute of Biochemistry Il at University Hospital Frankfurt and last author
of the Nature paper, explains: “We used the compound GRL-0617, a non-covalent inhibitor of PLpro, and
examined its mode of action very closely in terms of biochemistry, structure and function. We concluded that
inhibiting PLpro is a very promising double-hit therapeutic strategy against COVID-19. The further development
of PLpro-inhibiting substance classes for use in clinical trials is now a key challenge for this therapeutic

approach.”
PP https://aktuelles.uni-frankfurt.de/englisch/frankfurt-scientists-identify-possible-achilles-heel-of-sars-cov-2-virus/



https://aktuelles.uni-frankfurt.de/englisch/frankfurt-scientists-identify-possible-achilles-heel-of-sars-cov-2-virus/

Za razvoj ucinkovitin inhibitora spomenutih proteaza bilo je potrebno provesti SAR-studije koje u
sluCaju 3CLpro ukazuju na prisutnost triju domena: | (ostaci 8-101), Il (102-184) i Il (201-301).

Aktivno mjesto obuhva¢a domene | i Il koje su u konformaciji -bacve, dok domena Ill zauzima

konformaciju a—uzvojnice.

Peptidomimetici 3 i 4 pokazali su se ucinkovitim protiv SARS-CoV-3CLpro. Kristalografska analiza
kompleksa spoja 4 i SARS-CoV-3CLpro ukazuje na kljuéne interakcije s enzimskim ostacima His%% i

Glu'®®, Pri tom je vidljiva komplementarnost metil-oksazolne skupine s enzimskim hidrofobnim dzepom.

Glu 166 }-NH




U cilju omogucéavanja dodatnih interakcija (vodikovih veza) u aktivnom mjestu proteaze 3CLpro,
oksazolna skupina iz mimetika 4 zamijenjena je s Boc-Ser. Suprotno ocekivanjima, inhibitorni
potencijal derivata 5 nije se povecao, a nije unaprijedena niti antivirusna aktivnost.

Kristalografska analiza kompleksa spoja 5 i SARS-CoV-3CLpro ukazuje na kljuéne interakcije s
enzimskim ostacima Cys'#°, His'%3 i Glu'%6. Pri tom je vidljivo da Boc-Ser ne uspostavlja vodikove veze

s enzimskim aktivnim mjestom.

: Hisl6e3
Cysl145 V4
v _NH

~ Thr26




Peptidomimetik 13 dizajniran je tako da sadrzi ketoamidnu skupinu koja je donor jedne i akceptor dviju

vodikovinh veza. Zahvaljuju¢i svom antivirusnom djelovanju, proglasen je vodecim spojem (lead

compound; Struna: “kemijski spoj koji se u farmakoloSkom probiranju pokaze najboljim kandidatom za

razvoj u uspjesan novi lijek ili primjenjivim u novoj terapijskoj indikaciji”).

Kristalografska analiza pokazuje stabilizaciju
kompleksa proteaze i
trima vodikovim vezama izmedu ketoamidne

skupine i Hys*, Cys'% | Ser'# te jo$ dviju

koje laktam uspostavilja s

vodikovih veza

Glu®® j Phel40,

\. ay
Arg188 =
=)
GInl89 Asp187
\ X / \
/ - His41
. [ %
- Fr )
J;
Metl165 9
X J/
{{
Y
| Pro168



» Vodeci spoj 13 podvrgnut je brojnim studijama modifikacije veliine i fleksibilnosti, kako bi se postigla

Sto ve¢a komplementarnost s veznim dzepom virusne proteaze.
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L. Zhang et al, a-Ketoamides as Broad-Spectrum Inhibitors of Coronavirus and Enterovirus Replication: Structure-Based
Design, Synthesis, and Activity Assessment. J. Med. Chem. 2020, 63, 9, 4562—-4578



Zamjenom benzilne skupine iz vodeeg spoja 13 s cikloheksilmetiinom ili ciklopentiimetilnom

pripravljeni su derivati 14 i 15.

SAR-studije ukazuju na veliki utjecaj strukture na aktivnost. Pri tom je spoj 14 pokazao izvrsnu

antivirusnu aktivnost, te sluzi za daljnju optimizaciju SARS-CoV-2 3CLpro inhibitora.

Table 1. Inhibition of Viral Proteases by a-Ketoamides (1Cs,, M)

Compound No.

EV-AT1 3Cr=

CVB3 3Cr

SARS-CoV MP™

HCoV-NL63 MP™

13

14

15

1.22 £0.12

169 £0.47

473 £0.54

6.56 £ 3.10

095 £0.15

1.93 £0.43

1.95 £0.24

0.71 £0.36

=50

1227 + 3.56

541 £231

L. Zhang et al, a-Ketoamides as Broad-Spectrum Inhibitors of Coronavirus and Enterovirus Replication:
Design, Synthesis, and Activity Assessment. J. Med. Chem. 2020, 63, 9, 4562—-4578

Structure-Based




Daljnjim strukturnim modifikacijama
pripravlien je epoksid 18 koji se
pokazao obecavaju¢im inhibitorom
SARS-CoV 3CLpro.

Kristalografska  analiza  njihovog
kompleksa ukazuje na stabilizaciju
kroz  kovalentnu vezu izmedu
epoksidnog C3-atoma i cisteinskog
sumporovog atoma, a za Sto je
najpovoljnija (S,S)-konfiguracija.
Stoga se medu Cetiri testirana
stereoizomera, (S,S)-dijastereomer

pokazao najucCinkovitijim.

Glul6e




« 2011. razvijeni su SARS-3CLpro inhibitori s terminalnom aldehidnom skupinom.

* Vodeca sekvencija Ac-Ser-Ala-Val-Leu-His-H (42) koriStena je za daljnju optimizaciju pri ¢emu je
razvijen skraceni, potentni inhibitor 45. Kristalografska analiza njegovog kompleksa s veznim mjestom
virusne proteaze ukazuje na vodikovu vezu izmedu imidazolnog dusSikovog atoma s His'®® te na
komplementarnost cikloheksilne skupine iz 45 sa dzepom kojeg tvore ostaci His*!, Met*°, Met!®® |
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K. Akaji et al, Structure-Based Design, Synthesis, and
Evaluation of Peptide-Mimetic SARS 3CL Protease
Inhibitors. J. Med. Chem. 2011, 54, 7962-7973.




Da bi se dodatno povecala komplementarnost sa spomenutim dZzepom u aktivnom mjestu virusne
proteaze, isti su se autori fokusirali na cikloheksilni boCni ogranak iz inhibitora 45. Pri tom su imali u
cilju i smanjivanje peptidnih svojstava novog inhibitora, Sto pridonosi njegovoj proteolitickoj stabilnosti.
Odabrali su dekahidroizokinolin kao kalup za spajanje cikloheksilne skupine s Na-atomom iz glavnog
lanca te su sintetizirali seriju spojeva kako bi prouCili utjecaj stereokemijskih svojstava dekahidro-

izokinolina kao i razliCitih supstituenata benzamidne skupine R na inhibitorni ucinak..

/r\ cyclization

substrate-based inhibitor
|C50 =98 nM

S, decahydroisoquinolin scaffold

SARS 3CL protease inhibitors.
Bioorg. Med. Chem. 23 (2015)
876-890

. H @)
Y. Shimamoto et al. Fused-ring N H U\
structure of decahydroiso-
qguinolin as a novel scaffold for 0 “ "NH
(R !
2 S5




Kristalografska analiza kompleksa
pokazala je izvrsnu komplemen-
tarnost dekahidroizokinolinskog
kalupa kao i imidazolnog prstena iz

S veznim dzZepom virusne

proteaze.

Zahvaljuci tim interakcijama,
terminalna aldehidna skupina tijesno
se pozicionira u aktivno mjesto, Sto

dodatno stabilizira kompleks.
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“In our current pandemic situation, effective antiviral treatment could have made a significant impact on redu-

cing morbidity and mortality. Antivirals could also be used as cheap prophylaxis. Thus, it is essential to proceed

with very serious efforts for the development of effective, broad-spectrum antivirals against COVID-19. Past

and present research efforts on the coronavirus replication cycle provided a number of significant biochemical

targets for drug development. Since the SARS-CoV- 2 genome has over 80% similarity to SARS-CoV, previous

work on the development of antivirals against SARS are very beneficial and timely. Much ground work has

been laid in terms of small molecule lead generation, identification and limited medicinal chemistry optimization

of lead structures. This review outlines various important protein targets for drug development. The review also

highlights principles and strategies for drug design along with a host of small molecule lead structures.”



- Zivotni ciklus koronavirusa ovisi o glavnoj proteazi (M ili 3CLpro). Rije¢ je o Cys-proteazi koja u

veznom dZepu sadrzi vezna mjesta S1’, S1, S2 i S4 na kojima se temelji dizajn i sinteza inhibitora tog

enzima. ZajedniCko svojstvo svih supstrata glavne proteaze jest da pocCevsi od N- prema C-kraju

sadrze pozicije -P4-P3-P2-P1|P1’-P2’-P3’-, pri Cemu je mjesto cijepanja izmedu P1 i P1'. Kako Mpr

nema humani homolog, idealna je antivirusna meta.
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« Tiolna skupina cisteinskog ostatka u S1’ mjestu ucvrs€uje inhibitor kovalentnom vezom ¢emu inhibitor

duguje antivirusni u€inak. Stoga je pri dizajnu inhibitora odabrana aldehidna skupina kao reaktivha

skupina (warhead) u P1’ mjestu inhibitora koja ¢e se vezati kovalentnom vezom s Cys.

Dai et al., Structure-based design of antiviral drug candidates targeting the SARS-CoV-2 main protease. Science 368, 1331 (2020).



« SARS-CoV MPrnhibitori Cesto sadrze (S)-y-laktamski prsten koji zauzima S1 mjesto glavne proteaze

MpPro_ Njezino S2 mjesto obi¢no je dovoljno veliko za smjestanje ; £
P3 \
- . N—~NH
velikih P2-fragmenata. Da bi se /=\ [ )
\\ ,z)"- /\/
. . Cveg . . NI/ | H /| r
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Cu na vezivanje, uvedene su ciklo- /\ N ¥ e
. . . S4 P1 (] ™
heksilna (11a) ili 3-fluorfenilna /\ ;
0. » 2
skupina (11b) na poziciju P2. Na - =i
- . 0 :
poziciju P3 uvedena je indolna r2_N_ Il f e
_ _ I Y N "Warhead - o
skupina kako bi se omogudila 0 Ka , \—NH
| Ml L
tvorba nove vodikove veze s S4 2 _ \ S
. . L , S1° N Y N
mjestom u veznom dzepu enzima i S2 H g i H 11b
time poboljsalo antivurusno Core structure 1) o
djelovanje. F
P2
* Tako dizajnirani aldehidni — 100] 1G5 = 0.053 £ 0.005 uM — 100 1Cs0=0.040 £ 0.002 pM
idomi i 11 i 11p = D . =
peptidomimetici a i o °
el et
pokazali su visoku inhibitornu & 2
= 504 c 504
: . O o
aktivnost (100% odn. 96%) i £ =
izvrstan antivirusni potencijal s £ . 1la £ . 11b
navedenim 1Cgy-vrijednostima. 0.001 0.01 0.1 1 0.001  0.01 0.1 1

Concentration (uM) Concentration (uM)



Mapa elektronske gustoce pokazuje inhibitor 11a u veznom dZepu enzima.

Vidljiva je kovalentna veza standardne duljine P3 °§..':H
1,8A izmedu aldehidnog C-atoma i Kataliti- Qﬁ‘ 4 o r\)
¢kog mjesta Cys!*® (C) iz SARS-CoV-2 Mpro, ﬁ/Kg'N“;A'u’ 3
Aldehidni O-atom igra krucijalnu ulogu u sta- \O = P1’
bilizaciji konformacije inhibitora zahvaljujudi P2

sudjelovanju u vodikovoj vezi s okosnicom iz ostatka Cys'4> u S1’ mjestu. (S)-y-laktamski prsten na po-
ziciji P1 odgovara veznom mjestu S1, dok njegov O-atom tvori vodikovu vezu s His'®3-bo¢nim ogran-

kom (H). Laktamski prsten dodatno je stabiliziran dviema H-vezama koje njegova NH-skupina

uspostavlja s Phe'4%-okosnicom (F) i Glu1%6-bo&nim ogrankom (E).




Nadalje, amidne skupine iz okosnice peptidomimetika 1la tvore H-veze s His'®4- (H) i Glu®®-

okosnicom (E). Njegova se cikloheksilna skupina s pozicije P2 smjeSta duboko u S2-vezno mjesto

enzima, preklapajuéi se s His*-imidazolnim prstenom (H). Istovremeno, cikloheksilna skupina

okruzena je s bo¢nim ograncima iz Met*® (M), Tyr>* (Y), Met'®, Asp!®” (D) i Arg*® (R) s kojima

uspostavlja hidrofobne interakcije. Indolna skupina iz 11la na P3-poziciji izloZzena je otapalu na S4-

veznom mjestu i stabilizirana

uspostavlja hidrofobne interakcije s bo¢nim

ograncima iz Pro'%8 (P) i GIn'®° (Q).

Molekule vode W1-W6 imaju vaznu
ulogu u vezanju inhibitora 1la. W1
uspostavlja H-vezu s amidnom
skupinom iz okosnice 1la, dok W2-
W6 doprinose stabilizaciji inhibitora
u veznom dZepu enzima tvorbom
brojnih H-veza s aldehidnom
skupinom iz 1la te ostataka Asn4?
(N), Gly*3 (G), Thr?6 (T), Thr?5, His*!
(H) i Cys** (C).

H-vezom

koju uspostavla s Glul®® (E). Takoder,




Kristalna struktura kompleksa SARS-CoV-2 MP© | peptidomimetika 11b slicna je kompleksu s 1la.

Razlika u vezivanju 11b s veznim dzepom enzima pripisuje se 3-fluorfenilnoj skupini na P2-mjestu.

3-Fluorfenilna skupina zarotirana je prema dolje Sto omogucéava hidrofobne interakcije s His*! (H),

Met*? (M), Met°, Vall8é (V), Aspl®’ (D) i Arg'® (R) te tvorbu H-veze s GIn1®° (Q). Prema tome, obje

kristalne strukture ukazuju na sliCan mehanizam inhibicije s obzirom da oba spoja zauzimaju vezni

dzep i tako blokiraju aktivnost
enzima.
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Oba spoja podvrgnuta su farmakokinetiCkim studijama. Primjenom na miSevima intraperitonealno
[injekcijom u trbusnu Supljinu, (5 mg/kg)] i intravenozno (5 mg/kg), spoj 1la pokazao je krace
poluvrijeme zivota (T,,, ~4,3 sata) i neSto bolju biodostupnost (87,8%) nakon intravenozne primjene u
odnosu na 1lb. Stoga je u nastavku istrazivanja spoj 1la intravenozno primijenjen na Stakorima i

psima, a dobiveni rezultati ohrabruju daljnja istraZivanja.

ToksiCnost spoja 1la testirana je na Stakorima koji su prezivjeli dozu od 40 mg/kg primljenu
intravenozno. Povec¢anu dozu od 60 mg/kg nije prezivjela jedna od Cetiri Zivotinje. Rang toksi¢ne doze
testiran je 7 dana i to davanjem doza od 2,6-18 mg/kg Stakorima, odn. 10-40 mg/kg psima. Zivotinje su
klinicki pracene najmanje jednom dnevno pri ¢emu nije opazen toksiCni efekt. Svi opisani rezultati

ukazuju da je spoj 11a dobar kandidat za daljnje klinicke studije.




Table 54. In vivo toxicity study of 11a

Study Acute toxicity Dose range studies for one week
. : mtravenous drip o L e - . ) . AT
Administration (0.2 mL/min) intravencous drip (1.5 mL/min) intravenous drip (0.2 mL/min}
Species SD rats Beagle dogs SD rats
10 mg kg (the first dav, four dogs)
15 mg/kg (the second day, four dogs)
24 mo'ka 20 mg/kg (the third day, four dogs) 7 ma'ke
Dosage (mg/kg) ;D m;‘ka 25 mg/kg (the fourth day, four dogs) 5 m;.-kE
= = 0 7 ! ; = . gxg
60 ma'kg 25 mg/kg (the fifth to seventh davs. randomly 18 mo'kg

two dogs)
40 mg'kg (the fifth to seventh days, other two
dogs)

Number of animals

One rat for 24 mg'kg
Ten rats for 40 mg'kg
Four rats for 60 mg'kg

Four dogs

Six rats for per group

Frequency Single dose Dose escalation Repeat dose
No obvious toxicity No obvious toxicity
1. When administered at a dosage of 25 | 1. During  the  administration
mg'kg or more, the skin of the extremities period, no anomalies of weight
LIRS (two of four dogs) developed allergic and general state were observed
svmptoms (lumpy, transient and recovery in each group.
) . on the same day) during the | 2. At the end of administration, the
No rats died after receiving R L = _ )
74 40 ma'ks and one rat administration penpd_. _ rats in Ea_ch group _undem_ent
Results T = e T 2. At the end of administration, there were hematological and biochemical
died after recerving 60 T ) o )
moka no anm_nahes in hematology. blood examination, and no anomalies
== biochemistry. were observed.
3. At the end of the administration. | 3. At the end of the administration,

histological examination of the heart,
lung, kidney, spleen and liver were
conducted, and no anomalies were
observed in each group.

histological examination of the
heart, kidnev and lung were
conducted, and no anomalies
were observed in each group




« ACE2 (angiotenzin-konventiraju¢i enzim) je transmembranska metalokarboksipeptidaza uklju¢ena u
tvorbu peptidnog hormona angiotenzina koji regulira vazokonstrikciju (suzavanje krvnih zila) i krvni tlak.
Primarno je eksprimiran u alveolarnim stanicama, ali i u nekoliko ekstrapulmonalnih (vanplucnih) tkiva
poput srca, bubrega i crijeva.

« Kriticni korak u interakciji virusa sa stanicom domacina jest vezanje SARS-CoV-2-S-glikoproteina s
ACE2-receptorom na povrSini stanice domacdina. Stoga je inhibicija opisane interakcije pomocu
blokirajucih peptida obecavajuca strategija u borbi protiv SARS-CoV-2 infekcije.
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M. S. Baig et al, Identification of a Potential Peptide Inhibitor of SARS-CoV-2 Targeting its Entry into the Host Cells. Drugs in
R&D (2020) 20:161-169



« Kristalna struktura kompleksa SARS-CoV-2-S-glikoproteina i ACE2-receptora ukazala je na ACE-
prepoznavajucu domenu u kojoj je sekvencija od 23 aminokiseline [E23, Q24, A25, K26, T27, F28,
L29, D30, K31, K32, N33, H34, E35, A36, E37, D38, L39, F40, Y41, Q42, S43, S44, L45 (23aa

peptide)] pretezito uklju€ena u interakciju.

N\

» Sljededi korak bio je istraziti moze li se 23aa peptide samostalno vezati za SARS-CoV-2-S-glikopro-

tein. Pokazano je da se veze na isto mjesto gdje i originalna ACE2-prepoznavaju¢a domena, ¢ime je

indiciran visok inhibitorni potencijal.



At the interface of SARS-CoV-2 (blue) and the docked 23 aa peptide (red).

23aa peptide: Q24 T27 F28 D30 K31 H34 E35 E37 D38 Y41 Q42 L45

SARS-CoV-2: R403 G446 Y449 Y453 L455 F456 Y473 A475 G476
S477 N487 Y489 Q493 Y495 G496 Q498 T500 N501 Y505

« Podvuceni i istaknuti ostatci ostvaruju jake interakcije inhibitornog

23aa peptide s virusnim proteinom.




Potom se Ala-scanom istrazilo koje su medu 23 aminokiseline iz inhibitornog 23aa peptide nuzne za

interakciju s SARS-CoV-2-S. Svaka pojedina aminokiselina zamijenjena je s Ala, nakon ¢ega su mode-

lirani Ala-supstituirani peptidi (mutirani peptidi) te im je odredena energija vezanja. Ukoliko uslijed

supstitucije jednog ostatka s Ala dode do znacCajnog pada ukupne slobodne energije vezanja zakljuCuje

se da je taj ostatak krucijalan za vezanje s virusnim S-proteinom.

Pokazalo se da je ukupna energija vezanja SARS-CoV-2-S i 23aa peptide usporediva s energijom

vezanja SARS-CoV-2-S i peptida Ciji su plavo oznaeno ostatci zamijenjeni s Ala. S druge strane,

ostatci F28, F32, H34,
FA40, Y41 | L45 Kkrucijalni
Su za vezanje i stabiliza-
ciju kompleksa sa SARS-
CoV-2-S. Zamjenom tih
ostataka s Ala dolazi do
promjene konformacije
rezultirajuceg peptida
uslijed ¢ega se smanjuje
njegova kompatibilnost sa
SARS-CoV-S proteinom.

Molecular Docking Binding Energy

(keal/mol)

-30 «

A1) 4

50 A

-0l -

-55,37_-—_-i- 23aa

A

A
18aa

- ——




Ala-scanom identificirani su i ostatci koji nisu bitni za vezanje s virusnim proteinom: E23, Q24, A25,
K26 i T27. Izostavljanjem tih nevaznih ostataka doSlo se do kraceg potencijalnog inhibitora 18aa
peptide (F28, L29, D30, K31, F32, N33, H34, E35, A36, E37, D38, L39, F40, Y41, Q42, S43, S44, L45)

koji je dodatno optimiziran i podvrgnut razliCitim metodama molekulskog pristajanja.

At the interface of SARS-CoV-2 (blue) and the docked 18 aa peptide (red).

™\

18aa peptide: Q24 A25 F28 L29 F32 E33 A36 L39 F40 Y41 Q42 S43 S44 1L.45

SARS-CoV-2: R403 D405 E406 R408 Q409 G416 K417 1418 Y453 R454 L455
F456 V483 E484 G485 F486 N487 C488 Y489 Q493 Y495 G504 Y505




» Pokazalo se da 18aa peptide ostvaruje konformaciju vrlo slicnu konformaciji originalnog 23aa peptide,

Sto sugerira njegovu ucinkovitost kao potencijalnog SARS-CoV/-2 inhibitora.

Dockings were performed using software package pyDock.

| 23aa peptide
/(red .

SARS-CoV2

o 18aa peptide

-N. (blue)

Ll

)

“The findings of this study suggest that a peptide of 18-amino acids could be considered as a selective

therapeutic candidate for COVID-19.”



U iS€ekivanju cjepiva, intenzivno se radi na razvoju
potentnih terapeutskih agenasa koji mogu obuzdati
infekciju u samom zacetku, a koji se temelje na
nekoliko razli¢itih pristupa (ACEZ2-proteini, antitijela
iz seruma inficiranih pacijenata, prenamjena
postojecih lijekova ili dizajn blokirajucih peptida).

U citiranoj publikaciji opisan je dizajn i probir
(screening) novih peptidomimetika, kao inhibitora
interakcije ACE2 proteina sa SARS-CoV-2-S-gliko-
proteinom i tako sprijeciti ulazak virusa u stanicu.

Dizajn novih inhibitora zasniva se na krucijalnim
ostatcima 28F, 32F, 40F, 41Y, 43S, 44S i 45L iz
18aa peptide; nakon obrade na pep:MMs: MIMIC
serveru (web-alat koji na temelju 3D-strukture
analiziranog peptida iz baze koja sadrzi preko 17
milijuna konformera izraCunatih za 3,9 milijuna
komercijalno dostupnih spojeva generira njemu
slicne konformere) dobiveno je 200 mimetika

njegove 3D-strukture.

SARSA-CoV2 residues
interacting to,l,_&aa»"

K32

l‘lf, y "x‘)
N 3 .-!36 ’

M. Alagumuthu et al, Structure-Based Design of Novel
Peptidomimetics Targeting the SARS-CoV-2 Spike
Protein. Cel. Mol. Bioeng. (2020).



» Khnijiznica tako dobivenih 200 peptidomimetika baziranih na krucijalnim ostatcima 28F, 32F, 40F, 41Y, 43S, 44S

I 45L iz inhibitora 18aa peptide, podvrgnuta je studijama molekulskog pristajanja s veznim mjestom SARS-

CoV-2-S, sto je dovelo do 4 peptidomimetika za daljnje DFT- i ADMET-studije.
(a) -V 3
P

"

q -~ MMs0392728
\ ’

-

MMs03919325 MM303919328-

Peptide (18aa) & peptidomimetics
binding to the SARS-CoV-2

FIGURE 2. (a) lllustration of the binding interface of SARS-CoV-2 and ACE2; (b) 18aa blocks entry point of SARS-CoV-2 to ACE2;
(c) Top 4 peptidomimetics docking pose blocking SARS-CoV-2 entry resembling 18aa peptide inhibitor binding mode.

* Analizirani su obrasci individualnih interakcija tih Cetiriju peptidomimetika s kljuCnim aminokiselinskim ostat-
cima iz SARS-CoV-2-S-proteina. Prema dobivenim rezultatima, gotovo svi peptidomimetici ostvaruju jake inter-

akcije s aminokiselinskim ostatcima iz SARS-CoV-2-S-proteina: vodikove veze te n—n- i kation-n-interakcije.



28Phe, 32Phe, 40Phe, 41Tyr, 43Ser, 44Ser, 45Leu
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Novi su peptidomimetici podvrgnuti ADMET-validaciji za predikciju ljekovitin svojstava $to pomaze u

filtriranju aktivnih spojeva i reducira eksperimentalne postupke u evaluaciji novih spojeva.

ADMET*-validacija za predikciju ljekovitih svojstava provedena je upotrebom MedChem Designer,

web-alata koji daje fizikalno-kemijski opis mogucih “drug-like” spojeva te se koristi za istraZivanje

ljekovite prirode testiranih spojeva koji zadovoljavaju Lipinskijevo pravilo 5 (uvjet za racionalni dizajn

lijekova).

ADMET*:

o apsorpcija kemijskog spoja u

krv (absorption),
o raspodjela po telesnim
tekuc¢inama [ tkivima

(distribution),

- Mmetabolizam (metabolism),

o izluCivanje lijeka i njegovih
metabolita (excretion),

o toksiCnost (toxicity).

Medicine x Absorption

How will it get in?

Metabolism
How is it broken down?

Liver Distribution

Where will it go?
« Transporters

Excretion
How does it leave?



Lipinskijeva pravila [omogucavaju predikciju oralne bioraspoloZivosti (omjer koncentracije lijeka koiji
nepromijenjen dospijeva u krvotok nakon oralne primjene i koncentracije lijeka u krvi nakon intravenske

primjene] koja mora zadovoljavati ljekovita tvar:

- molekulska masa manja od 500 gmol,
o Vvisoka lipofilnost (izrazena kao logP < 5),
- manje od 5 donora vodikove veze,

o manje od 10 akceptora vodikove veze,

- broj veza oko kojih je moguca slobodna rotacija maniji od 10.

“ToxinPred” server koriSten je za analizu toksiCnosti Cetiriju vodecih peptidomimetika (pokazalo se da

nisu toksicni).

“Further, the 4 lead peptidomimetic compounds have been proposed for SARS-CoV-2 spike

protein inhibition studies in cell-based assays.”



SARS-CoV-2 infekcija uglavnom zapocinje u nazalnoj Supljini gdje se virus zapocinje replicirati i nakon
nekoliko dana Siri se u respiratorni trakt. Stoga bi visoka koncentracija virusnog inhibitora u nosu i
respiratornom traktu djelovala ne samo kao profilaktiCka zastita i/ili terapija za tretiranje infekcije u
samom zacetku Sto bi bilo od velike koristi za zdravstvene radnike kao i za sve one koji dolaze u Ceste
kontakte s velikim brojem ljudi.

Trenutno su u razvoju brojna monoklonska protutijela za tretiranje SARS-CoV-2 infekcije. Ipak, nisu
pogodna za intranazalnu primjenu zato Sto su protutijela velike i Cesto nedovoljno stabilne molekule, a i
gustoéa veznih mjesta vrlo je niska. Stoga se razvijaju inhibitori S-proteina koji imaju brojne prednosti u
odnosu na protutijela; naime, ti inhibitori stvaraju stabilne komplekse s ACE2-receptorima i tako
onemogucuju interakciju S-proteina s ACE2, a osim toga odlikuju se i manjom veli¢inom $to povecCava
gusto¢u veznih domena. Navedene Kkarakteristike omogucuju izravnu dostavu takvih inhibitora u
respiratorni sustav nazalnim administriranjem, nebulizacijom (aerosolnom terapijom) ili primjenom
suhog praskastog aerosola.

U ovom je radu opisan dizajn visokoafinitetnih proteinskih miniveziva (minibinders) koji s ACE2 ulaze u

kompeticiju za SARS-CoV-2-S-receptorske vezne domene (RBD, receptor binding domain).

L. Cao et al, De novo design of picomolar SARS-CoV-2 miniprotein inhibitors. Science 370, 426—431 (2020) (23 October 2020)



* Pritom su istraZene dvije strategije:

l. a-uzvojnica iz ACE2, zaduzena za glavninu interakcija s SARS-CoV-2-S-RBD, ugradena je u
male proteine kako bi se dodatno pojacCale interakcije s RBD i osigurao veci afinitet. Za ovaj
pristup koriStena je platforma koja generira miniproteine u koje se ugraduje ACEZ2-uzvojnica
(ostatci 23 do 46).

NS




Pristup zasniva se na dizajnu minibinders-a koji
se ne oslanja na poznate RBD-vezne interakcije.
Stoga se prednost ovog pristupa ogleda u
velikom rasponu dizajnerskin  mogucnosti Sto
potencijalno dovodi do veCe raznolikosti
visokoafinitetnin  veznih motiva. Ovdje je
primijenjena in silico biblioteka miniproteina koji
se mogu vezati na toCno odredene regije na
RBD-povrsini koja okruzuje ACE2-vezno mjesto
(slika B. prikazuje komplekse minibinder-RBD,
dok su na slici C. istaknuti ostatci iz RBD koji su

na udaljenosti < 8 A u odnosu na minibinders).




* Primjenom spomenutih pristupa iz modelne sekvencije (vezujuCe uzvojnice iz ACE2-receptora)
generirana je biblioteka od 19000 miniproteina (duljine 56 do 65 ostataka) iz koje se daljnjom

optimizacijom doslo do 10 vezujuc¢ih miniproteina (AHB1, AHB2 te LCB1-8). Na slici su prikazani

NS

kompleksi tih miniproteina s RBD.




Table S2 The sequences of all biochemically characterized proteins.

name sequence

AHB1 DEDLEELERLYRKAEEVAKEAKDASRRGDDERAKEQMERAMRLFDQVFELAQELQEKQTDGNRQKATHLDKAVKE
AADELYQRVR

AHB2 ELEEQVMHVLDQVSELAHELLHKLTGEELERAAYFNWWATEMMLELIKSDDEREIREIEEEARRILEHLEELARK

LCB1 DKEWILQKIYEIMRLLDELGHAEASMRVSDLIY EFMKKGDERLLEEAERLLEEVER

LCB2 SDDEDSVRYLLYMAELRYEQGNPEKAKKILEMAEFIAKRNNNEELERLVREVKKRL

LCB3 NDDELHMLMTDLVYEALHFAKDEEIKKRVFQLFELADKAYKNNDRQKLEKVVEELKELLERLLS

LCB4 QREKRLKQLEMLLEYAIERNDPYLMFDVAVEMLRLAEENNDERIIERAKRILEEYE

LCBS SLEELKEQVKELKKELSPEMRRLIEEALRFLEEGNPAMAMMVLSDLVYQLGDPRVIDLYMLVTKT

LCB6 DREQRLVRFLVRLASKFNLSPEQILQLFEVLEELLERGVSEEEIRKQLEEVAKELG

LCB7 DDDIRYLIYMAKLRLEQGNPEEAEKVLEMARFLAERLGMEELLKEVRELLRKIEELR

LCB8 PIIELLREAKEKNDEFAISDALYLVNELLQRTGDPRLEEVLYLIWRALKEKDPRLLDRAIELFER




Table $1 Residues on RBD making contacts with ACE2 and the de novo binders (indices
are according to PDB 6M0J). All the interaction residues that have a binding energy (Rosetta AG
upon binding) smaller than zero are included.

name Interface residues

ACE2 417K 4217 445V 446G 449Y 453 4550 456F 4737 4T40,475A 476G, 484E 465G 496F 457N, 4858C, 489Y 491P 492
L,493Q,4945 497F 4980, 499P,500T,501N,502G, 503V, 505Y

AHB1 403R 406E,408R, 4090,415T, 416G 417K 421Y 444K 445V 446G 447G 448N 449Y 453Y 454R 455 456F 457R, 46
ON,A73Y 4740 475A 476G, 484E 4B86F 487N, 488C 480Y 4921 4930,494S 456G 4980,500T, 501N, 502G, 504G 505Y

AHB2 403R 408R, 415T 416G, 417K 419A 420D, 421Y 446G 449Y 453Y 4551 456F 45TR 458K 460N, 473Y 475A 476G 478
T.484E AB6F 487N 430Y, 400F 4921 493Q,4945 495Y 406G 497F 4980,501N,502G,503V, 504G, 505Y

LCB1 4021, 404G 408R 4140,415T,4163,4200,445Y 448N 454R 4550 4595 473Y 4740 4T5A, 476G, 4773 483V 485G 486
F.487N,488C 490F 4921 4945 495Y 496G 407F 499P 500T,501N,504G,505Y, 5060

LCB2 403R 405D, 408R 4090,416G 417K 4181 420D,421Y 446G, 447G, 453Y 4551 456F 458K 474Q,475A 476G 484E 487
N 458C. 499Y 490F 4921 4530, 4945 495Y 496G 497F,4050,499P 500T.501N,502G,505Y

LCB3 4021407V 408R,415T.416G 417K, 4181, 419A,420D 446G 448N, 4521 453Y 454R 4551 456F 4505 4721, 473Y 4740,
ATSA AT, 483V 485G 486F 487N 4B8C 489Y 4921 4943 495Y 406G 407F 500T 501N,504G 505Y 5060

LCB4 403R 405D, 406E 417K 444K 4466 447G 448N 440Y 453Y 45501 456F 483V 484F 485G, 486F 487N 4858C 480Y 492
L,4930Q,495Y,496G,497F 498Q,499P 500T,501N,502G, 504G, 505Y

LCBS 403R,408R, 415T 416G, 417K, 4181,4200 421Y 446G, 4473, 449Y 453Y 4550 456F 460N 473Y 486F 487N 488C 480
¥, 490F 491P 4921 4930, 4045 495Y 496G 497F 4980, 501N, 504G, 505Y 5060, 507P

LCB6 403R,408R, 4090, 415T 416G, 417K, 4181,419A,421Y 453Y 4550 456F 457R, 458K, 4595 473Y 4740 4T5A 476G 477
5,484, 486F 487N, 486C, 489Y,4930,4945 496G, 505Y

LCBT 403R, 405D 406E 408R 416G, 417K 4181 421Y 446G, 447G 449Y 453Y 4551 456F 473Y 4754 476G 484F 485G 486
F.487N 488C 489Y 4930 405Y 406G 497F 4950, 500T,501N,502G,504G,505Y 5060

LCBS 403R 405D 406E 416G 417K 421Y 447G, 449Y 453Y 454R, 45501, 456F 457R 458K 460N,4721,473Y 4754 476G 477
5,484F 485G 486F 487N 450Y 491P 49214930, 4945 495Y 496G, 4950, 501N, 502G 504G 505Y
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% Relative infection

Medu brojnim testovima, ispitan je kapacitet odabranih vezujucih miniproteina u sprjeCavanju infekcije

VeroE®6 stanica (izoliranih iz bubreznog epitela) sa SARS-CoV-2. Kao kontrola koristen je minibinder

virusa gripe. Pokazalo se da miniproteini AHB1 i AHB2 snazno neutraliziraju SARS-CoV-2 (ICg,-

vrijednosti 35 i 15,5 uM). JoS izrazeniji neutralizicijski u€inak zabiljezen je s miniproteinima LCB1 i

LCB3 (ICy,-vrijednosti 23,54 i 48,1 pM)!
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“The minibinders designed in this work have potential advantages over antibodies as potential
therapeutics....The small size and high stability should also make them amenable to formulation in a
gel for nasal application and to direct delivery into the respiratory system through nebulization or as
a dry powder...We will be exploring alternative routes of delivery in the months ahead as we seek to
translate the high-potency neutralizing proteins into SARS-Cov-2 therapeutics and prophylactics.
Immunogenicity is a potential problem with any foreign molecule, but for previously characterized
small de novo—designed proteins, little or no immune response has been observed...

The large amount of data collected in protein-interface design experiments such as those described
here should enable even faster in silico design of picomolar inhibitors such as LCB1 and LCBS3.
With continued methods development, we believe that it will become possible to generate ultrahigh-
affinity, pathogen-neutralizing designs within weeks of obtaining a genome sequence. Preparing
against unknown future pandemics is difficult, and such a capability could be an important

component of a general response strategy.”
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Peptidni mimetici | pseudopeptidi

Prof. dr. sc. Lidija Barisi¢

Peptldomlmetlcs

SARS-CoV
3CL Bp
Protease

Small molecules

SARS-CoV.

T. Pillaiyar et al, An Overview of Severe Acute Respiratory Syndrome-Coronavirus (SARS-CoV) 3CL Protease
Inhibitors: Peptidomimetics and Small Molecule Chemotherapy. J. Med. Chem. 2016, 59, 6595-6628.



Strategija peptidne sinteze

Abstract

By the conventional methods of organic synthesis, preparation of peptides containing more
than just a few amino acids is an arduous task. Introduction of blocking groups, coupling
reactions and deprotection steps entail a large number of operations, such as washing the
reaction mixtures neutral after coupling, precipitation or crystallization of intermediates,
collecting solid products by filtration or centrifugation followed by drying, ete. Thus, synthesis
of peptide chains containing dozens of residues requires an almost heroic effort and proteins,

even small ones, can be made by tour de force but certainly not routinely.’




* lzazov u peptidnoj kemiji ne predstavlja samo stvaranje peptidne veze, vec¢ i povezivanje aminokiselina
Zeljenim slijedom!,

o hasumicnom tvorbom peptidne veze izmedu npr. Ala i Gly mogucCe je dobiti 4 razliCita peptida:
Ala-Ala, Ala—Gly, Gly-Ala i Gly—Gly,

* kako dobiti zeljeni peptid Ala—-Gly (H,N-Ala-Gly-COOH)? U\

1. ograniciti broj mogucih kombinacija zastiCivanjem alaninske amino- (N-Ala) i glicinske karboksilne

skupine (C-Gly) . .
0 0 o®
&TH—C OH H]N—CH—C@ | |
H -
F L o
AN A ®
C|IH—C—N—C|2H—C<\>

3. deprotektirati N- i C-terminus dobivenog peptida |
O O H
- I
HZN—C|:H—C—N—C|:H—C—OH ‘

CHs H

2. kopulirati aminokiseline




 Kriteriji za odabir zastitne skupine: « zasStita amino-skupine provodi

1. uvode se jednostavnim postupcima u visokim se prevodenjem u karbamate

iskoriStenjima,

0
2. stabilne su pri uvjetima sinteze peptida, H
pri uvj pep R/O\"/N\‘)‘\OH
o)

3. lako se i selektivno uklanjaju.

: "
HZN\H\
OH
0 A
O O 0]
\ﬁ \I(])/ \K TFA ©/\OJ\CI Pd-C/ H, Q o)J\CI O
N
| & H
i ; [ j
e Uy A
o T O e
B&C(tert-butoksikarbonil) Z (benziloksikarbonil) Fmoc (9-f|uoreni|metoksikarboy




zastita karboksilne skupine provodi o)

. H,N
se prevodenjem u estere OR

O
H,>N
OH

CH,OH NaOH

o)
H,N HoN

TFA




Sinteza peptida u otopini

@-N—m—ij— OH
L A

Activation

o .o'ov w0

Coupling

o
o o' 'nm

1 N-deprotection

0 )
] ]
-
H

Coupling

o

Repeat steps for each
amino acid addition

©-

Amino acid 1
[:] Amino acid 2
[:] Amino acid 3
@ MN-protecting group
[ o |
o

C-protecting group

Activator

0 0 0
] i I
B v gy
H H H
@ 1 Final deblock

0 0 0
Il | Il
HzN —D— C—H —m— Com=N —D— C==0H  Free peptide (Final Product)
H



..ll

4] sto4 + NaCl

¢

Nast4 + HClg

Aparatura za sintezu peptida u otopinit?6

Aparatura za deprotekciju Boc-zastitne skupinel?6

126 Anica Bebek, Zavr$ni rad, Laboratorij za organsku kemiju, PBF, 2012.



Sinteza peptida na €vrstoj fazi
(SPPS, Solid Phase Peptide Synthesis)

0o '@

“i Activation @ 1 MN-deprotection

oo='e @@

=0

“ Coupling
Repeat steps for each

0 O
il ] amino acid addition
o o'’
H H

e 1 Final deblock
- = '@

H
@ 1 Cleavage

0
i
H

f".l-Cl

H
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Sinteza peptida u otopini Sinteza peptida na ¢vrstoj fazi (SPPS)

(@]

o sporo (procis¢avanje nakon svakog koraka) brzo (prociséavanje na kraju)

o rucno o automatizirano (ili rucno)
o 1-1,2 eqaminokiselina o 3 —10 eq aminokiselina

| kopulacijskih reagenasa | kopulacijskih reagenasa
o Vvelika skala - mala skala

o jeftino o Skupo




Konformacijska analiza i bioloska evaluacija ferocenskih peptidomimetika
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IR -spektroskopija
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Temperaturna ovisnost kemijskih pomaka NH-skupina u peptidima Illlb and llic
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Ovisnost kemijskih pomaka NH-skupina u peptidima Illb i llic o otapalu

5 ( ppm)
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CD-spektroskopija

« Opazenijaki Cottonovi efekti u
ferocenskom podrucju, oko 470 nm
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