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hfcs STRUGNI RADOVI

Peptidomimetici

BRANKA ZORC
Farmaceutsko-bickemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu

UvVOoD

Peptidi i proteini su derivati aminokiselina koji izgraduju stani¢nu i izvanstaniénu tvar,
uskladuju i ubrzavaju kemijske reakcije u Zivim bicima, upravljaju djelovanjem gena, pre-
nose informacije, sudjeluju u obrani organizma ili sudjeluju u odrfavanju homeostaze
(1). Ukratko, to su biomakromolekule bez kojih Zivot ne bi bio mogué. Abnormalnosti u
njihovoj produkciji &esto dovode do bolesti pa je zato kljuéni element za razvoj adekvatne
terapije razumijevanje molekularne osnove bolesti. Takve bolesti su npr. gigantizam, ak-
romegalija, nanosomija, dijabetes, hemofilija i kombinirana imunodeficijencija.

Dok se neki peptidi i proteini koji se nalaze u ljudskom organizmu uspjeino mogu
upotrijebiti kao lijekovi bez ikakve modifikacije, drugi su kao lijekovi neupotrebljivi.
Tako se npr. neuropeptidi i peptidni hormoni stvaraju u organizmu samo u sluéaju fizio-
loske potrebe. Nakon §to izvrse svoj kratkotrajni, ali snafni u¢inak, brzo se razgraduju.
Ako se ti isti peptidi upotrijebe kao lijekovi, moraju se primijeniti daleko od mjesta djelo-
vanja i za vrijeme transporta do receptora u doticaju su s razli¢itim enzimima koji ih mo-
gu inaktivirati. Dakle, najvazniji limit za primjenu nativnih peptida kao lijekova je njiho-
va brza razgradnja. Osim toga, molekule peptida su fleksibilne, mogu poprimiti razli¢itu
konformaciju pa zbog toga mogu biti prepoznate od vise receptora, zbog ¢ega se javljaju
nuspojave. Da bi se povecala stabilnost i selektivnost peptida, njihove strukture se modi-
ficiraju, a nastali spojevi poznati su pod nazivom peptidomimetici (2). Mnogi peptidomi-
metici imaju poboljsana farmakodinamicka i farmakokineticka svojstva kao §to su jace
djelovanje, veca selektivnost, metabolicka stabilnost, bolja bioraspolozivost ili manja tok-
si¢nost.

Razvoj peptidomimetika

U razvoju peptidomimetika nastoji se dobiti spoj s istim ili sli¢nim farmakoforom (dio
molekule odgovoran za farmakologko ili biologko djelovanje) bez konformacijske fleksi-
bilnosti i labilnih amidnih veza. U tu svrthu molekula endogenog peptida podvrgava se
modifikacijama kao §to su zamjena, izbacivanje ili ubacivanje pojedinih aminokiselina,
zamjena amidnih veza izosterickim analozima ili uvodenje konformacijskih ograniéenja.
Svaki analog se farmakologki testira i zatim se odredi odnos strukture i djelovanja
(QSAR). Cijeli proces traje dugo i vrlo je skup, iako se ponekad uspijeva primijeniti ana-
logija i tako ustedjeti i vrijeme i novac. Odredivanje peptidne konformacije spektroskop-
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skim metodama i molekularno modeliranje mogu dati uvid o strukturnim zahtjevima re-
ceptora. Informacije o strukturi dobivene na ovaj naéin kombiniraju se s rezultatima
(QSAR-a pa se dizajniraju novi, u¢inkovitiji peptidomimetici. Cijeli ciklus (strukturne
modifikacije, sinteza, testiranje) ponavlja se dok se ne dobije spoj zadovoljavajuce jacine
djelovanija, selektivnosti, stabilnosti, sigurnosti i natina isporuke (3).

Molekularna biologija omogucila je poznavanje razlicitih vrsta receptora. Proucavanje
kompleksa receptora s ligandom sve je vaznije u dizajniranju i razvoju novih lijekova. U
novije vrijeme sve vecu vaznost ima i kombinatorna kemija koja ukljucuje sintezu i pre-
trazivanje velikog broja spojeva istovremeno. Kombinatorna kemija je potencijalno brza
metoda odredivanja, je li odredeni spoj dobar svodeci« spoj.

Prvi stupanj u razvoju peptidomimetika je pronalazenje dijela peptida odgovornog za
farmakoloski ucinak. To se postife sintezom dva seta strukturnih analoga. Prvi set sadri
peptide koji imaju kraci peptidni lanac od bioloski aktivnog peptida. Na taj nacin dozna-
je se minimum sekvence za potpuno ili parcijalno djelovanje. U drugom setu analoga sva-
ka pojedina aminokiselina sistematski se zamjenjuje alaninom. Taj postupak je poznat
pod nazivom alanin scan, a pomodu njega se odreduje vaZnost parametara kao §to su ste-
reokemija, stericke zapreke, naboj i hidrofobnost svakog pojedinog mjesta u peptidu, od-
nosno utvrduju se kriti¢ni elementi peptida bitni za vezanje na receptor. Rezultati po-
masu da se procijeni koja je pozicija peptida pogodna za modifikaciju. Vilo cesto je samo
mali broj aminokiselina (4-8) kljuan za prepoznavanje receptora, a ostatak sluzi kao ok-
vir za fiksiranje farmakofora u odredeni prostor (3).

Primjer peptida u kojem je samo skracivanjem peptidnog lanca dobivena klinicki
primjenjiva lickovita tvar je kortikotropin (engl. adrenocorticotrophin, ACTH) (slika 1).
ACTH je hormon prednijeg reznja hipofize koji stimulira sintezu i izlucivanje kortikoste-
roida iz nadbubrezne #lijezde (4). Sadrzi 39 aminokiselina, ali se moZe reducirati na tetra-
kozaktid ACTH(1 -24)-NH, uz gubitak djelovanja od 25%. Samo su prve 24 aminokiscli-
ne odgovorne za farmakolosko djelovanje ACTH, a ostatak peptidnog lanca osigurava
strukturnu i metabolicku stabilnost. Sintetski tetrakozaktid se upotrebljava u lije¢enju
upalnih bolesti kao 3to su reumatoidni artritis i astma, ali se njegov znacaj umanjio
uvodenjem kortikosteroida u terapiju.

10 20 24
Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val- Lys-Val-Tyr-Pro-

30 39
Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe

Slika 1. Adrenokortikotropin (ACTH)

Lokalna ogranicenja

Peptidi su fleksibilne molekule koje u otopini mogu poprimiti veliki broj konformaci-
ja, ali kada se ve#u na receptor konformacija je dobro definirana. Konformacija peptida
se moe stabilizirati uvodenjem mostova izmedu pojedinih dijelova molekule.
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Prolin je jedina prirodna ciklicka aminokiselina, u kojoj je N-C% veza dio pirolidinskog
prstena. Uvodenjem dodatne funkcionalne skupine kao §to je C*metil u prolin nastaju
peptidomimetici s manjim brojem konformacija, jer a-metilacija snaZno ometa rotaciju.
Drugi jednostavni na¢in modulacije lokalne konformacije je uvodenje D-aminokiseline.
To je vtlo popularan nacin, jer se promjenom konfiguracije zavaraju enzimi i peptid je
stabilniji. Neke aminokiseline pogodne su za stvaranje intramolekulskih premostenja.
Tako npr. u Phe i Tyr mogucde je premostenje izmedu N i C? atoma pri éemu nastaju no-
ve aminokiseline koje se oznaéavaju s Tic, odnosno HO-Tic.

Modifikacije mogu poboljsati stabilnost sekundarne strukture peptida (B-okret, o-
uzvojnica, B-nabrana plo¢a) (5). Vedina struktura imitira B-okret koji je prisutan u mno-
gim bioloski aktivnim peptidima (slika 2). Zavoj u B-okretu izgraduju ¢éetiri aminokiselin-
ska ostatka koji se oznacavaju s i, i+ 1, i+ 2ii+ 3, pri ¢emu dolazi do promjene smjera
peptidnog lanca. Kod ovih modifikacija najéesce se zamjenjuje i + 1 i i+ 2 poloZaj sa
strukturom koja mo#e biti peptidnog i nepeptidnog karaktera (slika 3) (2).
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Slika 3. Mimetici B-okret
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Izosteri amidne veze

Kratki nemodificirani linearni peptidi imaju vrijeme poluzivota u plazmi nekoliko minu-
ta i ako se ne daju kontinuirano infuzijom potrebno ih je stabilizirati protiv proteolize. To
se mose postici uvodenjem neprirodne aminokiseline (najéesce aminokiseline D-konfigura-
cije ili uvodenjem metila na atom dusika ili u a-polozaj) ili zamjenom amidne veze s izoste-
rom na mijestu osjetljivom na hidrolizu. Skoro svaki surogat za amidnu vezu (osim esterske)
povecava otpornost na enzimsku razgradnju. Mogudi izosteri za CONH vezu su NHCO
(retro-inverso), CH,NH (reducirani amid), CH,S (metilen tioeter), CH,SO (metilen sulfok-
sid), CH,O (metilen eter), CH,CH, (etilen ili karba), CSNH (tioamid), E-CH=CH (trans-
olefin), COCH, (keto metilen) i NHNRCO (aza). Veéinu tih modifikacija prati promjena
geometrije molekule, distribucije elektrona, hidrofilnosti, odnosno lipofilnosti, lokalne i
globalne promjene dipolnog momenta, naéin stvaranja vodikovih veza. Zbog svega toga
peptidomimetik prestaje biti supstrat za peptidaze, moge imati vecu selektivnost prema od-
redenom receptoruy, drugadije farmakolosko djelovanje ili drugacija farmakokineticka svoj-
stva. Medutim, izosteri amidne veze mogu dovesti do gubitka farmakoloskog djelovanja (6).

Najéescée koristeni izoster je retroinverso modifikacija, jer se pomocu nje postiZe zastita od
enzimskog cijepanja, a amidna geometrija i topologija bo¢nog ogranka se bitno ne mijenja.

Ciklicki peptidi

Uvodenje kovalentne veze koja povezuje udaljene dijelove peptida najlakse se postize
stvaranjem peptidne veze izmedu C-terminalne i N-terminalne aminokiseline ili izmedu
boénih ogranaka, pri éemu nastaje prstenasta struktura. Prsten se moze zatvoriti i stvara-
njem disulfidne veze izmedu cisteinskih ostataka. Ciklizacija smanjuje stupanj slobode i
makrociklicka molekula poprima vise definiranu konformaciju od ekvivalentne linearne
sekvence. Ciklicka struktura pojavljuje se u mnogim nativnim peptidima kao to su oksi-
tocin, vazopresin, somatostatin i ciklosporin A (CsA) (7). Ciklosporin A je ciklicki unde-
kapeptid kojeg proizvodi gljivica Tolypocladium inflatum, a upotrebljava se kao imunosu-
presiv (slika 4). CsA sadrzi jednu nekodirajucu aminokiselinu, a 7 od 11 amidnih veza su
N-metilirane, §to povecava njegovu otpornost na peptidaze.

. ™
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(CHapCHCH, 3 50 CHs
S ¢ NTKN NW)?\N/ -
|
CH;3 R

0
(CH3),CHCH. L CH(CH3), CH CH(CH3)2
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CH3 CH(CH3),

Stika 4. Ciklosporin A
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Peptidomimetici oksitocina i vazopresina

Oksitocin i vazopresin su ciklicki nonapeptidi, hormoni strainjeg re#nja hipofize. Ok-
sitocin je uterotonik, uterostiptik, galaktokinetik, a vazopresin antidiuretski hormon
(povecava propusnost distalnih tubula za vodu) i vazokonstriktor (8).

Zamjenom jednog cisteina s B-merkaptopropionskom kiselinom (Mpa, HSCH,CH,-
COOH) dobiveni su demoksitocin i desmopresin (slike 5 i 6). U desmopresinu je jos
Arg zamijenjen s D-Arg. Oba peptidomimetika imaju jace djelovanje i dulje vrijeme po-
lugivota u plazmi nego prirodni hormoni. Demoksitocin se koristi kao zamjena za oksi-
tocin u indukciji poroda, a desmopresin u terapiji diabetes insipidus (nastaje zbog manj-
ka vazopresina, pa zakazuje renalna reapsorpcija vode), poliurije, u dijagnostici
dijabetesa i funkcije bubrega te predoperativno kod hemofilicara (povecava koncentra-

ciju faktora VIII).

e N
H-Cys-Tyr-lleu H-Mpa-Tyr-lleu
|
S S
| !
S S
H,N-Gly-Leu-Pro-Cys-Asn-Gin H,N-Gly-Leu-Pro-Cys-Asn-Gin
oksitocin demoksitocin
.

Slika 8. Oksitocin 1 demoksitocin

H-Cys-Tyr-Phe
|

S

!
S

|

H3N-Gly-Arg-Pro-Cys-Asn-Gin

vazopresin

Nllpa-Tyr-Phe

S

!
S

H,N-Gly-D-Arg-Pro-Cys-Asn-Gin

dezmopresin

N

Slika 6. Vazopresin i desmopresin
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Peptidomimetici faktora oslobadanja gonadotropina

Faktor oslobadanja gonadotropina ili faktor oslobadanja luteinizacijskog hormona
(engl. gonadotropin releasing hormone, GnRH ili luteinising hormone releasing hormone
LHRH) je dekapeptid hipotalamusa koji stimulira oslobadanje gonatropnih hormona lu-
teinizirajuceg hormona (engl. luteinizing hormone, LH) i folikul-stimulirajuceg hormona
(engl. follicle stimulating hormone, FSH) iz adenohipofize, koji dalje stimuliraju gonade na
izlu¢ivanje spolnih hormona (slika 7). Sve tri hormonske razine povezane su mehaniz-
mom povratne sprege i mogu se upotrijebiti u terapiji neplodnosti ili u kontracepciji.
Sintetizirano je i farmakoloski ispitano nekoliko tisuca analoga LHRH, a samo su dva kli-
nicki vaina - buserelin i goserelin (slika 8).

OH
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, o
N
H
o
pGlu = piroglutaminska kiselina

N /

Slika 7. Faktor oslobadanja gonadotropina (GnRH, faktor oslobadanja
luteinizacijskog hormona, LHRH)

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(Bu')-Leu-Arg-Pro-NHEt

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(Bu')-Leu-Arg-Pro-AzGly-NH,

Slika 8. Buserelin i goserelin

Buserelin i goserelin upotrebljavaju se u terapiji uznapredovalog karcinoma prostate
(2,9). Vecina karcinoma prostate ovisna je o androgenim hormonima pa kontinuirana
primjena agonista LHRH inhibira androgenu stimulaciju prostate. Hormonska terapija
nije kurativna, samo produljuje Zivot i kvalitetu #ivota pacijenta.

Peptidomimetici somatostatina

Humani hormon rasta (engl. human growth hormone, hGH) peptidni je hormon kojeg
izlu¢uje adenohipofiza. Nedovoljna sekrecija hormona rasta u djetinjstvu dovodi do na-
nosomije. Poremecaj treba na vrijeme prepoznati i ito prije zapoéeti s primjenom hormo-
na rasta. hGH je protein od 191 aminokiseline, prevelik da bi se kemijski sintetizirao.
Do otkri¢a rDNA tehnologije izolirao se iz hipofize postmortem.

Prekomjerna produkeija hormona rasta dovodi do povecanog rasta i do gigantizma.
Najces¢i uzrok gigantizma je tumor hipofize, a terapija se provodi operativno, radioizoto-
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pima i lijekovima. Ako je produkcija hormona jako povecana nakon puberteta javlja se ak-
romegalija. Ukoliko se ne lijeéi, oboljeli najéesce umiru od kardiovaskularnih bolesti (10).

Somatostatin je ciklicki tetradekapeptid hipotalamusa koji inhibira oslobadanje hor-
mona rasta iz adenohipofize, suprimira produkciju hormona pankreasa, sudjeluje u regu-
laciji sekrecije u selucu, a u SZS djeluje kao neurotransmitor. Zbog potencijalne terapijske
vrijednosti somatostatina, sintetiziran je veliki broj njegovih strukturnih analoga.
Uvodenjem D-aminokiseline i zamjenom disulfidne veze nereducirajucim etilenskim
mostom znaéajno je produljeno vrijeme poluivota (od manje od dvije minute na 3 sata).
Najvaniji analog kod kojeg je poveéana specifi¢nost i produljeno vrijeme djelovanja je
oktreotid (slika 9). Peptidni lanac je skracen sa 14 na 8 aminokiselina, zadrzan je farma-
kofor Phe-Trp-Lys-Thr i uvedena je D-aminokiselina.

-

H-DnPhe~Cys-Phe—D—Trp-Lys—Thr-CLs-Thrvol

oktreotid

|
H»AlanG!yACk/s-Lys—Asn—Phe—Phe—Trp-Lys—Thr—Phe~Thr»Ser»Cys~QH

\_ somatostatin Y,

Slika 9. Oktreotid i somatostatin

Oktreotid se upotrebljava u terapiji akromegalije i karcinoidnih tumora (neoplazme
difuznog endokrinog sustava; vecdina primarnih tumora stvara se u gastrointestinalnom
traktu i izlucuje veliku kolicinu serotonina). Derivat oktreotida s kelirajucom skupinom,
oktreoskan, tvori stabilne komplekse s radioaktivnim metalima *™Tc i 'n (slika 10)
(2). Kompleksi s tim y-emiterima koriste se za lokalizaciju tumora s receptorima za soma-
tostatin. Kompleksi EDTA derivata oktreotida s B-emiterima {npr. s °Y) mogu se upo-
trijebiti u ciljanoj terapiji karcinoma (slika 11).

4 N
0

i 1
D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-ol
NN/

CO,H COH CO,H  COpH
\ J

Slika 10. Oktreoskan
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d o]
i 1
HO.C ——\ D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-ol
——N N =
HO,C —/ \-—-—COZH

Slika 11. EDTA derivat oktreotida

Registrirani peptidomimetici

U tablici 1 dan je prikaz registriranih peptidomimetika, indikacije za njihovu primje-
nu i na¢in njihove upotrebe.

Tablica 1. Upotreba i na¢in primjene peptidomimetika

Peptidomimetik  Registrirani lijek Upotreba Nacin primjene  Literatura
buserelin Suprefact karcinom prostate  subkutano 11
intranazalno
goserelin Zoladex karcinom prostate  subkutano 12
karcinom dojki
endometrioza
desmopresin DDAVP diabetes insipidus  intranazalno 13
Stimate hemofilija A intravenski
Minirin trombocitopenija
oktreoskan OctreoScan scintigrafska injekcijski 14
lokalizacija
neuroendokrinih
fumora
oktreotid Sandostatin akromegalija subkutano 15

karcinoidni tumori  intravenski
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Peptidomimetics

by B. Zorc

Summary

Peptidomimetics are modified naturally occuring peptides with improved pharma-
codinamic and pharmacokinetic properties such as increased bioactivity, selectivity, me-
tabolic stability and lower toxicity. Modifications include substitution, deletion or inser-

tion of amino acid residues, replacement of amide bonds with isosteric analogues and

introduction of conformational constrains. There are three crucial steps in a peptidomi-
metic development: structural modification, synthesis and testing. The cycle repeats un-

til the compound of desired activity, selectivity, stability, safety and delivery characteris-
tics is obtained. Demoxytocin, desmopressin, buserelin, goserelin and octreotide are

peptidomimetics that have found their place in modern therapy.
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