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1. UvOD

Proteini su molekule koje imaju esencijalnu ulogu u brojnim bioloskim procesima. Dio
prirodnih proteina moze se koristiti u terapeutske svrhe, no veéinu je potrebno prethodno
modificirati. Modificiranjem peptidne strukture kao i pripravom spojeva koji oponasaju uredenu
trodimenzijsku strukturu prirodnih peptida dobivaju se peptidomimetici. Peptidomimetici se
odlikuju poboljsanim farmakokinetickim i farmakodinamickim svojstvima iz ¢ega proizlazi i
njihova unaprijedena bioloska aktivnost. Kroz protekla dva desetljea doslo je do znacajnog
napretka u razvoju peptidomimetika kao lijekova za razlicite bolesti, pa tako i virusne infekcije,

medu kojima je i HIV.

Virus humane imunodeficijencije (HIV) wuzro¢nik je razvoja Sindroma stecene
imunodeficijencije (AIDS). Prevalencija oboljelih u svijetu presla je u epidemioloske razmjere i
smatra se jednim od vodecih svjetskih zdravstvenih problema. Klju¢nu ulogu u razvoju virusa
HIV-a ima enzim HIV-proteaza, zbog ¢ega su se mnogobrojna istrazivanja usmjerila na
definiranje njegove strukture i mehanizma njegova djelovanja. SteCene Sspoznaje intenzivno

primijenjuju u dizajnu peptidomimetickih lijekova kao inhibitora HIVV-proteaze.

U ovom ¢e radu biti obrazlozene karakteristike prirodnih peptida i njihovih mimetika.
Nadalje, opisat ¢e se uporaba peptidomimetika kao inhibitora HIV-proteaze i navest ¢e se

primjeri kako odobrenih, tako i novih generacija lijekova koji se testiraju u borbi protiv HIV-a.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Proteini

2.1.1. Grada i svojstva

Proteini, najsvestranije molekule u zivim sustavima, obavljaju bitne funkcije u svim
bioloskim procesima. Djeluju kao katalizatori, prenose i pohranjuju ostale molekule, osiguravaju
mehanicku potporu i imunosnu zastitu, provode gibanje, prenose ziv€ane impulse, te kontroliraju
rast i diferencijaciju. Obavljanje tih funkcija omogucuju njihova sljedeca klju¢na svojstva:

e Proteini su polimeri izgradeni od monomernih jedinica - aminokiselina koje su
medusobno povezane amidnom vezom (slika 1.)[1]. Proteinski se lanci spontano
nabiru u trodimenzijske strukture, $to izravno utjece na njihovu funkcionalnost.

e Proteini sadrze razliCite funkcijske skupine u bo¢nim ograncima (alkohole, tiole,
tioetere, karboksilne kiseline, karboksamide). Vecina tih skupina je kemijski
reaktivna, a njihove kombinacije omogucuju proteinima Siroki spektar djelovanja.

e Proteini mogu djelovati medusobno ili s drugim bioloskim makromolekulama tvoreci
slozene strukture. Proteini unutar tih nakupina mogu djelovati sinergisti¢ki i
ostvarivati aktivnost koju inace ne pokazuju.

e Dok su neki proteini prili¢no kruti, drugi se odlikuju osjetnom fleksibilnosc¢u. Rigidne
jedinice mogu funkcionirati kao strukturni elementi, a djelomi¢no fleksibilni proteini

mogu djelovati kao Sarke (panti), opruge ili poluge bitne za funkciju proteina [2].
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Slika 1. Nastajanje peptidne veze [1].



Redoslijed aminokiselina odreden je genetskim kodom za pojedini polipeptid. Nakon
sinteze, polipeptidni lanac zauzima jedinstvenu trodimenzijsku strukturu [3] Proteinska 3D-
struktura precizno je definirana, pri ¢emu razlikujemo cetiri strukturne razine (slika 2.)[4]:

I. Primarna struktura je slijed kovalentno povezanih aminokiselina unutar jednog

polipeptidnog lanca koji definira biolosku funkciju proteina.

Il. Sekundarna struktura se ostvaruje nekovalentnim interakcijama izmedu
aminokiselinskih ostataka koji su medusobno blizu u linearnom slijedu. Elementi
sekundarne strukture su a-Uzvojnica, f-nabrana ploca i okreti.

I1l. Tercijarna struktura predstavlja prostorni odnos aminokiselinskih ostataka koji su
medusobno udaljeni u linearnom slijedu i stabilizirani nekovalentnim vezama.

IV. Kvaterna struktura se javlja kod oligomera i karakterizira je nekovalentno povezivanje

dvaju ili viSe podjedinica (proteinskih lanaca) koje mogu biti iste ili razlicite.

Sekundama struktura:
o- uzvojnica, f-nabrana
ploca, okret

Tercijama struktura:
a- uzvojnica, p-
nabrana ploéa, okret

Kvatema struktura:
2 ili vise proteinska lanca

Slika 2. Prikaz strukturnih razina proteina [4].



2.1.2. Nepozeljna svojstva proteina

Proteini i peptidi su esencijalni za organizam zbog niza funkcija koje obavljaju, a koje su
uvjetovane zauzimanjem konformacije koja je komplementarna receptoru ne samo strukturno

(veli¢inom i oblikom) ve¢ i drugim svojstvima ( naboj, hidrofobna/ hidrofilna svojstva) (slika

3)[4]

Ligand nije
komplementaran receptoru
-> nema hioloskog
ucinka

Ligand
komplementaran

receptoru ->> bioloski
ucinak

g
/» m’))

Slika 3. Komplementarnost liganda i receptora kao preduvjet za biolosku aktivnost [4].

Unatoc¢ velikom bioloskom potencijalu ne koriste se u terapeutske svrhe iz nekoliko razloga
(slika 4.) [5]:

e velika fleksibilnost omogucuje njihovu interakciju s brojnim receptorima §to moze
dovesti do nezeljenih nuspojava,

e podlozni su djelovanju proteolitickih enzima $to uzrokuje njihovu razgradnju i gubitak
bioloske aktivnosti,

e velika molarna masa i polarnost otezavaju njihov prolazak kroz stanicne membrane, itd.

Da bi se povecala stabilnost i selektivnost peptida, njihove se strukture modificiraju u

cilju ,,zaklju¢avanja‘“ nativne konformacije, pri ¢emu nastaju peptidomimetici [6].
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Slika 4. Fleksibilnost peptida koja dovodi do razli¢itih bioloskih u¢inaka [4].

2.2. Peptidomimetici i njihova primjena

Peptidomimetik se definira kao spoj ¢ija su sekundarna strukturna svojstva analogna
prirodnom peptidu zbog ¢ega moze oponasati njegovu biolosku funkciju [4], [7], [8], [9], [10]
odnosno kao spoj koji kao ligand moze oponasati ili blokirati bioloski uc¢inak peptidnog receptora
[7]. U osnovi razlikujemo mimetike glavnog lanca, mimetike aminokiselinskih bo¢nih ogranaka i
mimetike s modificiranim glavnim lancem 1 bo€nim ograncima.

Posljedice strukturnih modifikacija na biolosku aktivnost izvedenih peptidomimetika [11]

su sljedece:

» konformacijski ograni¢ene strukture minimiziraju vezivanje na nezeljene receptore,

istovremeno povecavajuci afinitet za ciljni receptor,

= reduciran je stupanj enzimske degradacije,




= uvodenje hidrofobnih ostataka i(li) zamjena amidne veze rezultira olakSanim

transportom kroz staniéne membrane.

Tijekom posljednja dva desetljec¢a zabiljezen je uspjeh u primjeni peptidomimetika kao
inovativnih lijekova u lijeCenju virusnih infekcija zahvaljuju¢i modifikacijama pomocu kojih se
prevladavaju ograni¢enja peptidnih lijekova (niska oralna apsorpcija i brza proteoliticka
razgradnja bez ostvarivanja pozeljnog bioloSkog ucinka). Trenutno se na trziStu nalazi devet
lijekova na bazi peptidomimetika koji se primjenjuju za lije¢enje AIDS-a. Ti su peptidomimeticki
spojevi usmjereni na inhibiciju enzima HIV-proteaze koja ima klju¢nu ulogu u razvoju virusa
HIV-a.

2.3. HIV i AIDS

1981. godine Americki centar za kontrolu bolesti (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) po prvi put izvijestio je o Sindromu steéene imunodeficijencije (Acquired
Immune Deficiency Syndrome, AIDS), a dvije godine kasnije otkriveno je da je uzro¢nik AIDS-a
infekcija retrovirusom humane imunodeficijencije (HIV) [12]. Termin imunodeficijencija u
imenu virusa upucuje na na¢in njegova djelovanja, usmjeren na slabljenje imunoloskog sustava.
Ukoliko se infekcija virusom HIV-a ne lije¢i kroz odredeno vremensko razdoblje, ovisno o stanju
u kojem se nalazi imunoloski sustav prilikom infekcije virusom HIV-a dolazi do razvoja
Sindroma stecene imunodeficijencije (AIDS), gdje termin sindrom ozna¢ava skupinu simptoma.

Od prvih zabiljeZzenih slucajeva do danas, broj oboljelih u svijetu porastao je do
epidemioloskih razmjera. Procijenjeno je da je trenutno zarazeno oko 33 milijuna ljudi, te da se

oko 2,7 milijuna novih HIV-infekcija javlja svake godine [12].

2.3.1. HIV-1 virus

HIV-1 virus spada u porodicu Retroviridae, te posjeduje diploidni RNK genom. Tri
osnovna gena za viralnu replikaciju su gag, pol i env (slika 5.)[13]. Gag kodira za strukturne, pol
za enzimske, a env za transmembranske proteine virusa. Proteini kodirani navedenim genima

predstavljaju klju¢ni faktor virulencije in vivo.
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Slika 5. Grada HIV-1 virusa [13].

2.3.2. HIV-1 proteaza

HIV-proteaza kodirana pol genom HIV-1 virusa ima klju¢nu ulogu u fazi sazrijevanja
samog virusa. Supstrati HIV-proteaze su gag prekursor nazvan p55 kojeg cijepa na Cetiri
strukturna proteina, te gag-pol poliprotein kojeg prevodi u enzime integrazu, transkriptazu i samu
proteazu. Virusna proteaza sposobna je za automatsko aktiviranje pomocu intramolekulskog
cijepanja. Zbog svoje kljuéne uloge u sazrijevanju samog virusa HIV-a, HIV-1 proteaza

predstavlja vaznu metu u borbi protiv tog virusa.

2.3.2.1. Struktura HIV-1 proteaze

HIV-1 proteaza pripada hidrolazama koje su odgovorne za cijepanje peptidnih veza u
proteinima, te endopeptidazama koje hidroliziraju unutarnje peptidne veze i na taj nacin sudjeluju
u stvaranju dvaju ili vise peptidnih fragmenata. Struktura HIV-proteaze, objavljena po prvi put
1989., prikazuje dimer koji se sastoji od dvije jednake monomerne jedinice. Svaka monomerna
jedinica sastoji se od 99 aminokiselina s Asp25 u katalitickom mjestu. Glavni strukturni dijelovi
prikazani su na slici 6.[12]:



e leprSava (engl. flap) regija koja se sastoji od dvije antiparalelne B-nabrane ploce;
omogucuje ulazak supstrata u kataliticko mjesto i otpusStanje nastalih produkata. Njezini
se 11e50 i 1le50" ostatci preko molekule vode povezuju sa supstratom i na taj nacin
osiguravaju dodatnu stabilizaciju kompleksa supstrat-enzim,

e jezgra koja se sastoji od B-nabrane plo¢e i okarakterizirana je prisustvom Asp25 i Asp25'
u katalitickom mjestu,

e krajnja domena.

\

ol
o | © 0
To 0. .o
P s
Asp25 Asp25'

Slika 6. Struktura HIV-proteaze i enzim/inhibitor interakcija [12].



2.3.2.2. Mehanizam djelovanja katalitickog mjesta HIV-proteaze

Op¢i mehanizam hidrolize peptidne veze zasniva se na nukleofilnom napadu

hidroksidnog iona koji nastaje aktivacijom molekule vode, a koja je vodikovim vezama vezana s

Asp-ostatcima u katalitiCkom mjestu HIV-proteaze (slika 7.)[12].
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Slika 7. Kataliticki mehanizam HIV-proteaze [12].

Dvije molekule asparaginske kiseline prisutne su u katalitickom mjestu u protoniranom ili
deprotoniranom obliku. Deprotonirani Asp25'-ostatak ponasa se kao baza prihvacajuci proton iz

molekule vode, pri ¢emu nastaje nukleofilni hidroksidni ion koji napada karbonilni Kisik iz



peptidne veze. Asp25-ostatak ponasa se kao kiselina donirajuc¢i proton pri tvorbi tetraedarskog
intermedijara. Posljednji korak katalize ukljuuje Asp25-ostatak koji predaje proton amidnoj
skupini peptidnog supstrata $to dovodi do cijepanja peptida. Pri tomu Asp25'-ostatak preuzima
proton i vraca se u pocetnu konfiguraciju

Specifi¢nost proteaze osigurava se hidrofobnim regijama za vezanje supstrata ili
inhibitora. Hidrofobne regije obiljezene su Schechter i Berger notacijom (slika 8.)[12] gdje se
oznakon P i P' obiljezavaju aminokiselinski bo¢ni ogranci C- i N-terminusa peptidnog supstrata,
dok se odgovarajuéa regija enzima oznacava sa S i S'. P1 i P1' predstavljaju susjedne
aminokiseline u odnosu na peptidnu vezu koja se cijepa, nakon njih slijede P2 i P2', itd. Pratece
oznake za regije proteaze su S1/S1', S2/S2' i S3/S3', budué¢i da HIV-proteaza ima 4 regije za

vezanje supstrata ili inhibitora.

2 0O P 0
H H H
H)LN}\"’N N/'\"'VN\:)LN)\]/N\)J\NJ%
H i H E H : H
O P O Py 3
\""-_H | - r -
S, S Sq'

mjesto cijepanja veze

Slika 8. Mjesta za vezanje peptidnog supstrata [12].

2.3.3. Inhibitori HIV-1 proteaze

Inhibitori HIV-1 proteaze dizajnirani su tako da budu strukturno komplementarni Supljini
veznog mjesta. Dvije leprsajuce regije na vrhu strukture dovoljno su fleksibilne da omoguce
ulazak inhibitora, dok su dva Asp-ostatka u aktivnom mjestu odgovorna za hidroliticku aktivnost
enzima. (slika 9.)[14] Zahvaljujuéi poznavanju strukture, funkcije i mehanizma djelovanja HIV-1
proteaze, omogucen je pronalazak odgovaraju¢eg inhibitora [15(a),(b)]. Danas se koristi
kombinacija od 20 proturetroviralnih lijekova za borbu protiv HIV-a. Devet odobrenih

terapeutika onemogucuje sudjelovanje HIV-1 proteaze u sazrijevanju samog virusa.

10



Leprsajuce regije

Slika 9. Shema vezanja inhibitora u aktivno mjesto HIV-1 proteaze [14].

Najucinkovitijom metodom lijeCenja pokazala se kombinacija jednog ne-nukleozidnog
RT-inhibitora (RT, reverzna transkriptaza) i dvaju nukleozidnih RT-inhibitora, te dvaju ne-
nukleozidnih RT-inhibitora i dvaju proteaznih inhibitora. Posljedica ovih terapeutskih tretmana
kod osoba zarazenih HIV-om je poveéanje ukupnog broja CD," stanica (bijele krvne stanice koje
Stite od infekcije slanjem signala koji aktivira imunolos$ki sustav) i znatno smanjenje
koncentracije viralne RNA, $to u konacnici za pacijenta znaci vec¢u kontrolu nad bolescu i
poboljsanu kvalitetu Zivota. Problem koji se javlja je rezistencija na pojedine lijekove prilikom
virusne replikacije. Pojavu rezistencije HIV-1 na lijekove omoguéuju dvije klju¢ne karakteristike:

e visoka stopa virusne infekcije,

e visoka ucestalost mutacija tijekom virusnog replikacijskog ciklusa [16].

Kombinacijom lijekova smanjuje se rezistencija, zahvaljujuc¢i ucinkovitijem suzbijanju

viralne replikacije u usporedbi s u¢inkom postignutim uporabom pojedinacnih inhibitora.

Ukoliko dode do pojave rezistencije, ona se manifestira kroz izmjenu nekoliko
aminokiselina kako u kataliticlkom mjestu tako 1 u regijama vezanja supstrata, Sto znaci da
proteaza ima smanjeni afinitet prema inhibitoru, te moze povecati ucestalost virusnog

replikacijskog ciklusa.
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Termodinamicke studije pokazuju da inhibitori prve generacije [Indinavir (IDV),
Ritonavir (RTV), Saquinavir (SQV)], zahvaljujué¢i svojoj hidrofobnosti ostvaruju interakcije s
katalitiCkim mjestom, ovisno o njegovoj konformaciji. Medutim, svega nekoliko mutacija dovodi
do znacajnog smanjenja inhibicijskog potencijala, uslijed ¢ega se razvija rezistencija na lijekove.
Inhibitori druge generacije [Atazanavir (ATV), Lopinavir (LPV), Tipranavir (TPV)], suprotno
inhibitorima prve generacije, zadrzavaju sposobnost vezanja i inhibicije bez obzira na moguce
mutacije. PocCetnu fazu razvoja inhibitora predstavljaju analozi prijelaznog stanja aspartatne
proteaze. Opca strategija razvoja analoga prijelaznog stanja aspartatne proteaze razvijena je u
razdoblju od 1972. do 1983. godine [17]. Glavni dizajn inhibitora aspartatne proteaze temelji se
na mimikriji prijelaznog stanja kojeg tvori enzim tijekom katalitickog mehanizma [18]. Vecina
poznatih inhibitora analozi su peptidnih supstrata koje karakterizira prijelazno stanje (izoster) s
vezom koja se ne moze hidrolizirati na mjestima P;/P;' za razliku od normalne amidne veze.
(slika 10.)[12]
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JJ{“-N/'\é/\"/L%v Py JJ{“‘H/‘\/\)]\JJ_;
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P4 P Py Py
s X LL?; ! H . /'\/\ - 1,
N R s fS(N N~ YN
H 0 oHo N o "oon oo
HO OH p,’
derivat hidroksietilamin
aminofosfonske intermedijer hidrolize
kiseline peptidne veze
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A A \H)\s/\'.”
H o 5y OH P, O
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Slika 10. Izosteri (analozi prijelaznog stanja) koji se koriste u dizajnu inhibitora

HIV-1 proteaze [12].
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2.3.3.1. Peptidomimetici kao inhibitori HIV-1 proteaze

Peptidni inhibitori HIV-1 proteaze imaju nisku bioiskoristivost, brzo se izluuju putem
zuéi, te induciraju nuspojave kao Sto je lipodistrofija [19]. Osim toga, pojava rezistentnih sojeva
patogena zahtjeva nove inhibitore koji pokazuju razlicit uzorak interakcije s ciljanim proteinom
[20]. Kako bi se poboljsala farmakokineti¢ka i farmakodinamicka svojstva, veliki je trud uloZen u
razvoj novih inhibitora aspartatne proteaze smanjene proteinske prirode na osnovi strukturnih
informacija prikupljenih uporabom inhibitora izvedenih iz prirodnih peptida.

Inhibitori HIV-1 proteaze razvijeni su uzimaju¢i u obzir hidroliticki mehanizam
djelovanja proteaze i strukturu samog enzima, te mogu biti podijeljeni u dvije grupe (slika
11)[12]:

I. inhibitori prve generacije - peptidomimetici koji pokazuju sli¢nost sa supstratom:
Saquinavir (SQV), Ritonavir (RTV), Indinavir (IDV), Nelfinavir (NFV) i Amprenavir
(APV),

I. inhibitori druge generacije: Fosamprenavir (FPV), Lopinavir (LPV), Atazanavir (ATV),
Darunavir (DRV) i Tipranavir (TPV).

Inhibitori prve generacije dizajnirani su tako da oponasaju tetraedarsko prijelazno stanje

koji se formira tijekom cijepanja peptidne veze.

Izoster hidroksi-etil-amin koristio se u razvoju SQV koji je 1995. odobren kao inhibitor
HIV-proteaze. Prilikom dizajna ovog inhibitora uzeta je u obzir specifi¢nost proteaze u
prepoznavanju Pro ostatka na P;' polozaju i Phe-Asn dipeptida na drugoj strani molekule, te su
pobocni izosteri za Phe i Asn i dekahidro-izokvinolin (kao mimetik Pro) odabrani kao popratni
fragmenti hidroksi-etil-amina, centralnog nehidrolizirajué¢eg dijela intermedijara. Dvije godine

kasnije pojavljuje se NFV koji takoder sadrzi dekahidro-izokvinolin kao izoster Pro.

13



prva generacija

%WQ@ @»LHM

SACUINAVIE INDINAVIA
8
o
\H i | H
N

e AMPREMAWIR
druga generacija
/I\| e
P
o n LK o
o5 TN 7
o ] O
o m
o
Hahd
FOSAMPHEMANVIR

3w
OH

LOPINAVIA

&
"ﬁh@fﬂw Fsﬂxf‘j\

Q
DARUMNANIR

-HCI

TIFRANAVIR

Slika 11. 1. i 2. generacija inhibitora HIV-1 proteaze [12]
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Vezivanje nekih od spomenutih inhibitora u vezno mjesto HIV-proteaze prikazano je na
slici 12 [21].

RITONAVIR LOPINAVIR DARUNAVIR

Prodt

Slika 12. Vezanje Ritonavira, Lopinavira i Darunavira u aktivno mjesto HIV-1 proteaze
[21].

1999. APV, prikazan na slici 13.[22], odobren je kao inhibitor HIV-proteaze sa sli¢nim
mehanizmom vezanja kao SQV, te inovativnim sulfonamidom na P,' poloZaju. Sulfonamid na P,'
polozaju pokazao se kao kljuCan element u interakciji s molekulom vode u ,,flap“ regiji, u

interakciji sa S;' polozajem i za poboljsanu topljivost u vodi.

Slika 13. Struktura Amprenavira (APV) i Darunavira (DRV) [22].

RTV strukturno se razlikuje od drugih inhibitora, buduci da je prilikom njegova dizajna u

obzir uzeta C,-simetrija proteaze. Odobren je 1996. godine i koristi se u kombinaciji s drugim
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lijekovima kao ,,pojacivac®, djeluju¢i inhibitorno na jetrin P-450 citokrom i1 na taj nacin

omogucuje odrzavanje povecane koncentracije pojedinih lijekova.

Prva generacija lijekova pokazala je odredene nedostatke: pojava rezistencije virusnih
sojeva, toksi¢nost i nisku farmakokinetiku, $to zahtjeva previsok unos dnevnih doza lijeka.
Pokusaji rjesenja spomenutih problema doveli su do razvoja lijekova druge generacije koji imaju
poboljsana svojsta, kao §to SU povecana potentnost lijeka, djelovanje na mutirane sojeve virusa, te

poboljsana farmakokineticka svojstva

2003. odobreni su ATV i FPV. FPV je pokazao bolju topivost i potrebu za manjom
dnevnom dozom za razliku od APV-a. DRV i TPV, odobreni 2006., izazvali su veliki interes

zbog svojih sposobnosti djelovanja na mutirane vrste HIV-virusa.

DRV je dizajniran na osnovi strukture APV-a (slika 13.) zamjenom furanskog prstena na
P, poziciji sa biciklickim bis-tetrahidrofuran sustavom. (slika 14.)[22] Ova grupa pokazala je
bolju sposobnost vezanja liganda na poziciju S, zbog dodatnih vodikovih veza izmedu dva atoma
kisika u biciklickom sustavu [23]. Poboljsana interakcija izmedu enzima i inhibitora uzrokovala

je poboljanje inhibicijskog u¢inka (10%) u odnosu na inhibitore prve generacije.

Slika 14. Struktura Darunavira (DRV) [22].

2.3.3.2. Tipranavir (TPV)

Uvodenje ciklickog kalupa pri dizajnu novih peptidomimetika odlican je na¢in smanjenja
fleksibilnosti i osiguravanja rigidnijih struktura inhibitora. Dipeptidni izosteri zamijenjeni su s

centralnim ciklickim kalupom dizajniranim tako da se za aktivho mjesto enzima veze preko
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razli¢itih funkcijskih skupina koje ulaze u interakciju s Asp u aktivnom mjestu i ostatcima koji

pripadaju leprsavoj (engl. flap) regiji.

TPV, odobreni inhibitor HIV-1 proteaze, najpoznatiji je ciklicki inhibitor aspartatne
proteaze koji je na trzistu od 2005. (slika 15.)[ 24].

Slika 15. Struktura Tipranavira (TPV) [25].

Rije¢ je o nepeptidnoj strukturi koja se na potpuno nov nacin veze s enzimom §$to
povecava inhibitorno djelovanje i otpornost na rezistenciju virusa. Glavna karakteristika TPV-a je
zamjena hidroksi-etil-amino grupe s centralnim kalupom - pironskim prstenom zaduzenim za
interakciju s enzimom. Molekula TPV-a moze uéi u interakciju pomoc¢u mreze vodikovih veza
isklju¢ivo s osnovnim dijelovima proteaze, te na taj nacin osigurati inhibitorno djelovanje i na
mutirane vrste virusa [26.] Nacin vezanja TPV na proteazu je jedinstven: hidroksilna skupina na
poziciji 4 simetri¢no ulazi u interakciju s oba Asp u aktivnom mjestu, a karbonilna skupina
zamjenjuje molekulu vode u interakciji s ,,flap* regijom tako da vodikovim vezama veze amidnu
skupinu 11e50 i 11e50'. Upravo jedinstveni nain vezanja omogucuje inhibitorno djelovanje TPV-a
prema mutiranom virusu jer osnovni dio ,.flap” regije, kojeg Cine vodikovim vezama vezane

amidne skupine, ne podlijeze mutaciji (slika 16.)[12]
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Slika 16. Vezanje TPV-a u aktivnom mjestu HIV-proteaze [12].

2.3.3.3. Analozi Tipranavira (TPV)

Prvi uspjesan primjer uvodenja heterociklicke strukture u peptidomimeti¢ke inhibitore
HIV-1 proteaze je TPV. Nakon efikasnog TPV-a, pojavio se niz cikli¢kih spojeva koji se sastoje
od polarne funkcionalne skupine koja se vodikovim vezama veze za aspartatne ostatke proteaze 1
sa [1e50 1 11e50' il1 sli¢énim hidrofobnim ostatcima koji se javljaju prilikom mutacije. Kod dizajna
nekih od ciklickih peptidomimetika kao inhibitora proteaze, pozornost se usmijerila na C,-
simetriju enzima kao okosnicu inhibitora. Osnova za dizajn ciklickih inhibitora je poznavanje
stereokemije, te konformacije linearnih inhibitora kako bi se postigao $to vjerniji ciklicki
inhibitor nove generacije, ¢iji pristup vidimo na slici 17. Cikli¢ki inhibitori nove generacije
pokazuju jo$ bolja svojstva §to se tiCe bioiskoristivosti, topljivosti, smanjenja peptidne prirode, te

otpornosti prema mutacijama.
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Slika 17. Dizajn cikli¢kih inhibitora HIV-proteaze [12].

Postoji niz derivata TPV-a prikazanih na slici 18. koji se koriste u dizajnu lijekova za
tretman HIV-oboljelih pacijenata gdje su funkcionalne skupine koje ulaze u interakciju s
enzimom masno otisnute. Da bi se dobio ucinkovit inhibitor HIV-proteaze, mnogo truda je
uloZzeno u razvoj novih molekula kao gradivnih jedinica inhibitora: supstituirani pironi, 6-
hidroksi-1,3-dioksin-4-on, 3-hidroksi-cikloheks-2-enon skupina, tetroni¢na kiselina i laktamska
jedinica, od kojih svi imaju donor i akceptor vodika u 1,3- poloZaju, te nalikuju kalupu samog
TPV-a. Kristalografija X-zrakama omogucila je otkri¢e novog nacina vezanja za aktivno mjesto
enzima, karakteristicno za TPV, a koje se razlikuje od od sada poznatog vezanja specificnog za

analoge prijelaznog stanja.
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Slika 18. Derivati TPV-a [12].
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Nakon niza istrazivavanja, derivati 5,6-dihidro-4-hidroksi-2-pirona identificirani su kao
novi razred nepeptidnih inhibitora HIV-proteaze [27(a),(b)]. Kristalografska analiza X-zrakama
pokazala je da kod ove serije spojeva dihidropironska sredisnja jezgra ima sli¢an nacin vezanja
kao TPV, tj. vodikovim vezama se hidroksilna skupina veze za aspartatne ostatke u aktivnom
mjestu, a karbonilni kisik sa Ile50/I1e50' ogrankom ,,flap* regije, dok se hidrofobni supstituenti
vezu sa S1/S1' 1 So/Sy' regijama. lako je inhibitorni uéinak in vitro u nanomolarnoj koli¢ini bio
ohrabruju¢i, u kulturama stanica pokazalo se da ovi spojevi imaju nizak protuviralni ucinak.
Kako bi se povecao inhibitorni u¢inak dodane su polarne grupe dihidropironskom kalupu [28].
Rezultat daljnjih istrazivanja i poboljSavanja strukture inhibitora u svrhu poboljsanja
protuviralnog djelovanja je nova serija inhibitora koja ima obeéavajuce rezultate na sub-
nanomolarnoj razini. Da bi dobili jo§ mjesta za vezanje i povecali inhibitorno djelovanje,
sintetiziran je niz spojeva sa razliCitim sulfonilnim skupinama na para-polozaju C3 fenilnog
supstituenta [29]. Kako bi se popunilo S3' vezno mjesto enzima u obzir je uzet Siroki spektar
razli¢itih funkcijskih skupina kao $to su: sulfonamidi, sulfoniluree, sulfonati i sulfamati, no
inhibitorno djelovanje nije pojacano. Neuspjesnost navedenih postupaka moze se objasniti s
termodinamickog aspekta: svaki dobitak na entalpiji vezanja dovodi do nepoZeljnih entropija koje

uzrokuju povecanje fleksibilnosti u spoju, $to u ovom slucaju nije pozeljno.

CI-1029 je spoj za koji su znanstvenici pokazali najvise interesa, te je podvrgnut
modifikacijama s ciljem poboljSanja farmakokineti¢kih svojstava kako bi postao kandidatom za
novu generaciju lijekova protiv HIV-a [30]. Buduéi da amino skupina u fenil-etil lancu na C6
mjestu predstavlja mjesto za metabolicki nezeljene derivatizacije, bilo je nuzno zamjeniti anilin s
metabolicki stabilnom skupinom. Testiran je niz heterocikli¢kih skupina kao supstituenata amino-
fenilne skupine iz CI-1029 spoja. Najbolju bioiskoristivost i dobru antivirusnu djelotvornost

pokazao je spoj koji posjeduje tiofen na C6-polozaju (slika 19.).

OH

Slika 19. Spoj koji posjeduje tiofen na C6 polozaju [12].
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Sljede¢i primjer u razvoju nove generacije ciklickih inhibitora po uzoru na TPV su 5,6-
dihidro-4-hidroksi-3-tiosupstituirani pironi koji su razvijeni izmjenom 4-hidroksi-piran-2-on
jezgre s heteroatomima u bo¢nom lancu supstituenta, te se pratila njihova interakcija s veznim
mjestima enzima [31]. Rezultati su pokazali da se heteroatomi sumpora i Kisika na C6 polozaju
pironskog kalupa ne preklapaju sa S, polozajem veznog mjesta enzima, iako etoksi-skupina u

fenilnom prstenu povecava afinitet prema veznom mjestu enzima.

6-Hidroksi-1,3-dioksin-4-on predstavlja jo§ jedan od ciklickih kalupa koji se koriste u
dizajnu inhibitora koji strukturno nalikuju TPV-u [32]. Ovaj novi srediS$nji ciklicki kalup,
zamiSljen kao izoster 4-hidroksi-5,6-dihidropirona, ulazi u interakciju s aktivnim mjestom enzima
na sli¢an nacin. U konacnici je dobiven novi niz 6-hidroksi-1,3-dioksin-4-on derivata na osnovi
strukture TPV-a. Izvedena je modulacija meta-sulfonamidnog supstituenta u fenilnom prstenu na

C5 polozaju kalupa, dok je etilna skupina i C2 supstituent na kalupu zadrzan.

Potencijal ovih novih spojeva u inhibiciji HIV-proteaze pokazao se obecavajuéim,
ukljucuju¢i i spoj sa 6-hidroksi-1,3-dioksin-4-onskom jezgrom (slika 20.) koji ima iste

supstituente kao TPV.
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Slika 20. Analog TPV s 6-hidroksi-1,3-dioksin-4-onskom jezgrom [12].

Uklanjanjem heteroatoma iz sredis$njeg prstena spojeva baziranih na TPV-u, stvorena je
nova vrsta kalupa zamjenom dihidropirona sa 1,3-cikloheksandionom. Na ovaj naéin je dobijen

jos§ jedan od novih cikli¢kih inhibitora prikazan na slici 21.
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Slika 21. Cikli¢ki inhibitor sa 1,3-cikloheksandionom [12].

U nizu TPV-analoga se nasao i Spoj ¢iji sredi$nji kalup ¢ini tetroni¢na kiselina, te
molekule ¢ije gradevne jedinice ¢ini 3-hidroksi-5-okso-2,5-dihidrofuran-2-karboksamid [33].
Ova srediSnja jezgra nalikuje 4-hidroksi-2-pironskoj jezgri, koja je opsezno koriStena za dizajn
specifi¢nih inhibitora HIV-proteaze, te ima iste glavne znacajke prilikom interakcije s ,,flap*
regijom i katalitickim aspartatima. Ova vrsta spojeva se pripravlja vrlo kratkom
visekomponentnom sintezom koja se sastoji od kombinacije trokomponentne Passerinijeve
reakcije s bazno kataliziranom Dieckmannovom kondenzacijom. Sintetizirana je nova skupina
spojeva koji pokazuju inhibicijsko djelovanje na mikromolarnoj razini, te su provedene studije
kako bi se detaljnije opisao naéin vezanja tih spojeva s aktivnim mjestom HIV-proteaze, $to je

prikazano na slici 22.

Slika 22. Vezanje inhibitora na osnovi tetroni¢ne kiseline u aktivno mjesto enzima [12].
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Karbonilni kisik karboksamidne skupine ulazi u interakciju s amidnim dusikom Ile50, dok
karbonilni kisik sredi$njeg kalupa uspostavlja vodikovu vezu s Ile50'. Hidroksilna skupina ulazi u
interakciju s oba aspartata aktivnog mjesta enzima. Inhibitor dolazi u interakciju sa cetiri
unutarnje regije enzima, Si/S;" i S,/S,', na nacin da tert-butilna skupina karboksamida ulazi u
interakciju sa S;', feniletil skupina sa S,', a fenilna i metilna skupina ulaze u interakciju sa S; i Sy

regijama.

Nakon razvoja ATV derivata, upotrebljavaju p-hidroksi-y-laktamsku skupinu sa
sekundarnim alkoholom na polozaju 4 kako bi dobili konformacijski ograni¢en kalup koji
oponasa prijelazno stanje [34]. Uvodenje laktamskog kalupa smanjuje se fleksibilnost i uzrokuje
se premjestanje hidroksilne skupine iz osnovne gradivne jedinice enzima, te na taj nacin
osigurava vise simetri¢énih vodikovih veza za interakciju sa aspartatima u aktivnom mjestu
enzima. Provedeno je stereokemijsko skeniranje da bi se identificirali stereocizomeri koji
pokazuju najbolji potencijal prema inhibitornom uéinku na HIV-proteazu. Stereokemijska analiza
je pokazala da (3R, 4S) i (3R, 4R) stereoizomeri pokazuju dobru sposobnost inhibicije, pod
pretpostavkom da je orjentacija benzilne skupine na P1 polozaju najvaZnija strukturna

karakteristika, tj. da ima najveci utjecaj na aktivnost. (slika 23.)

X=Br,Kj=2.1 nM
X =4-py, Ki=0.4nM

Slika 23. Struktura inhibitora s laktamskim kalupom [12].
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U svrhu unapredenja provedena je funkcionalizacija s heteroaromatskom skupinom u
para-polozaju P;' benzilne skupine, kao i modulacija duljine srediSnje razmaknice.
Funkcionalizacija provedena na P;' polozaju pojacala je djelovanje inhibitora. Inhibitori ¢ija se
sredi$nja razmaknica sastoji od dva ugljikova atoma imali su ja¢e inhibitorno djelovanje u odnosu
na spojeve s duljom sredisnjom razmaknicom. Analiza kristalne strukture najja¢ih inhibitora
ovog niza spojeva pokazala je da nijedan od njih ne tvori simetricne veze S aspartatima u
aktivnom mjestu enzima, te da dolazi do interakcije izmedu molekule vode 1le50/1le50' enzima S
hidrazid-karbonilnim kisikom i karbonilnim kisikom laktamskog prstena. Razlika u vezanju

inhibitora s dva ili tri ugljikova atoma u razmaknici o€ituje se razlikom u inhibitornoj moci.
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3. ZAKLJUCAK

e Da bi se povecala stabilnost 1 selektivnost peptida, njihove se strukture modificiraju u
cilju ,,zaklju¢avanja* nativne konformacije, pri ¢emu nastaju peptidomimetici.

e Lijekovi protiv AIDS-a ukljucuju peptidomimetike koji su usmjereni na inhibiciju HIV-
proteaze koja je odgovorna za replikaciju i sazrijevanje virusa HIV-a.

e U terapeutske svrhe odobreno je devet peptidomimetika, inhibitora HIV-proteaze.

e Tipranavir (TPV) je prvi ciklicki inhibitor HIV-proteaze s poboljSanom bioiskoristivo§éu
i antiviralnim djelovanjem.

e Osnovna karakteristika TPV-a je zamjena hidroksi-etil-amino grupe s pironskim prstenom
zaduzenim za interakciju s enzimom.

e Jedinstveni nacin vezanja omogucuje inhibitorno djelovanje TPV-a prema mutiranom
virusu jer osnovni dio ,,flap* regije ne podlijeze mutaciji.

e Osnova za dizajn ciklickih inhibitora je poznavanje stercokemije, te konformacije
linearnih inhibitora.

e Cikli¢ki inhibitori nove generacije pokazuju bolju bioiskoristivost, topljivost, Smanjenje
peptidne prirode, te otpornost prema mutacijama HIV-virusa.

e Neke od novih molekula kao gradivnih jedinica inhibitora pokazuju veliki potencijal:
supstituirani pironi, 6-hidroksi-1,3-dioksin-4-on, 3-hidroksi-cikloheks-2-enon skupina,

tetroni¢na kiselina i laktamska jedinica.
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