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1. UVOD

Proteini su makromolekule gradene od aminokiselina koje su medusobno povezane
peptidnim vezama. Mogu se povezivati u krace ili duze peptidne lance, nerazgranate
polipeptidne lance, proteine. Funkcija proteina, odnosno peptida ovisi 0 njihovoj gradi tj. o
vrsti aminokiselina od kojih su gradeni [1].

Peptidi imaju brojne vazne bioloske funkcije, pa tako mogu djelovati kao
neurotransmiteri, neuromodulatori, hormoni, antigeni, antibiotici, a poremecaji u njihovoj
funkciji mogu dovesti do razvoja kronicnih ili infektivnih oboljenja. UnatoC tome Sto imaju
raznovrsna bioloska djelovanja u organizmu nisu pogodni za primjenu u terapeutske svrhe
zbog citavog niza farmaceutskih i biofarmaceutskih osobina. Razna istrazivanja se provode
radi poboljSanja svojstava peptida u tom smislu, a kao rezultat toga nastala je heterogena
skupila spojeva peptidomimetici, kojima je zajednicko obiljeZje oponasanje fizikalnih i
biokemijskih svojstava peptida [2].

Razlicite skupine peptidomimetika krecu se od jednostavne supstitucije aminokiselina do
modifikacije raznih peptidnih dijelova. Svrha modifikacija je (7) povecati selektivnost i
potentnost u aktivnom mijestu, (7) povecati dugovjecnost spoja smanjenjem vjerojatnosti
degradacije, (7ii) povecati lipofilnost spoja radi lakSe apsorpcije u bioloski sustav [3].

Depsipeptidi ¢ine jednu skupinu peptidomimetika gdje dolazi do funkcionalne zamijene
amidne veze sa esterskom vezom. Najznacajnija razlika medu njima je izostanak donora
vodikove veze kod estera, te smanjena sposobnost karbonilnog kisika da djeluje kao

akceptor vodikove veze [3].

Cilj ovog rada bio je dati pregled mogudéih sintetskih putova za pripravu depsipeptida [4].
Depsipeptidi predstavljaju vazan izvor farmakoloski aktivnih spojeva, odnosno perspektivnih
struktura za razvoj novih sinteticki dobivenih lijekova Sto takoder obuhvaéa temu ovog

zavrsnog rada.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Proteini

Proteini su slozene makromolekule gradene od aminokiselina medusobno povezane
amidnom vezom. Postoji 20 razli¢itih vrsta aminokiselina koje se mogu kombinirati kako bi se
dobili proteini [5]. Aminokiseline su molekule koje se sastoje od bazicne amino skupine (-
NH,), kisele karboksilne skupine (-COOH) i organske R skupine (bo¢nog lanca) koja je
jedinstvena za svaku aminokiselinu (slika 1) [6].

Slika 1. Struktura aminokiselina [7]

Peptidi su kratki lanci aminokiselinskih monomera vezanih peptidnom (amidnom)
vezom. Kovalentne kemijske veze nastaju kada karboksilna skupina jedne aminokiseline
reagira s amino skupinom druge aminokiseline. Najkraci peptidi su dipeptidi koji se sastoje
od dvije aminokiseline spojene s jednom peptidnom vezom, nakon Cega slijede tripeptidi,
tetrapeptidi, itd. Polipeptid je dugi, kontinuirani i nerazgranati peptidni lanac. Peptidi se
razlikuju od proteina na temelju veliine, a kao proizvoljna referentna vrijednost razdvajanja
peptida od proteina uzima se podatak da peptidi sadrze priblizno 50 ili manje aminokiselina.

Proteini se sastoje od jednog ili viSe polipeptida rasporedenih na bioloski funkcionalan
nacin. Dok se aspekti laboratorijskih tehnika primijenjenih na peptide u odnosu na
polipeptide i proteine razlikuju (npr. specificnosti elektroforeze, kromatografije itd.), granice
velicine koje razlikuju peptide od polipeptida i proteina nisu apsolutne. Dugi peptidi, kao Sto
je B-amiloid, nazivaju se proteini, a manji proteini kao Sto je inzulin smatraju se peptidima

[8].



Slijed aminokiselina odreduje jedinstvenu trodimenzionalnu strukturu svakog proteina
i njegovu specificnu funkciju. Pojedini polipeptidni lanac tvori protein iako se mnogi proteini
sastoje od viSestrukih medusobno povezanih polipeptidnih podjedinica.

Primarna struktura peptida odredena je slijedom aminokiselina koje su u
polipeptidnom lancu vezane peptidnom vezom. Sekundarna i tercijarna struktura proteina
oznacuju prostorni odnos susjednih ili udaljenih aminokiselinskih ostataka u linearnom slijedu
aminokiselina, a granica je izmedu tih dvaju strukturnih obiljeZja proizvoljna. Dvije pravilne
opetovane konformacije polipeptidnog lanca sekundarne strukture, koje u kratkim
odsje¢cima nalazimo u mnogim proteinima, a podrzane su vodikovim vezama izmedu CO- i
NH-skupina, su a-uzvojnica i B-nabrana ploca. Tercijarna struktura opisuje prostorni odnos
udaljenih aminokiselinskih ostataka (dijelovi polipeptidnog lanca koji su u linearnom slijedu
udaljeni jedan od drugog njegovim se smatanjem mogu pribliziti). Kvaterna struktura odnosi
se na proteine koji se sastoje od najmanje dva polipeptidna lanca, a opisuje njihovu relativhu
orijentaciju.

Proteini unutar organizma obavljaju razne bitne funkcije te se nalaze u svakoj stanici i
vazni su za Zzivot. Obavljaju vecinu aktivnosti u stanicama te su potrebni za strukturuy,
funkciju i regulaciju tjelesnih stanica, tkiva i organa. Takoder su bitne komponente misi¢a,
koze, kostiju i tijela u cjelini. Primjeri proteina ukljucuju Citave klase vaznih molekula medu
kojima su najznacajniji enzimi, hormoni i antitijela. Isto tako predstavljaju jednu od tri vrste
hranjivih tvari koje tijelo koristi kao izvor energije dok su druge dvije ugljikohidrati i masti.

Poznato je da svaki protein posjeduje jedinstvenu funkciju koja je odredena
njegovom strukturom, pa primjerice proteini kataliziraju metabolicke reakcije u stanicama,
Cine transportne molekule unutar stanice i kroz organizam, neophodni su za replikaciju DNA,

sudjeluju u imunoloskom odgovoruy, itd. [6, 9-10].



2.2. Depsipeptidi

Peptidomimetici su spojevi koji imitiraju strukturu i/ili bioloski ucinak peptida (slika 2)
neovisno o kemijskoj strukturi te ih treba odvojiti od skupine modificiranih peptida. U skupinu
peptidomimetika spadaju spojevi depsipeptida gdje dolazi do funkcionalne zamjene amidne

veze sa esterskom vezom [2].
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Slika 2. Modifikacija peptidne veze [11]

Depsipeptidi su spojevi koji se mogu pronaci u mnogim prirodnim organizmima kao
&to su gljive, bakterije i morski organizmi. Cine vaZan izvor farmakoloski aktivnih spojeva,
odnosno inicijalnih struktura za razvoj novih sinteticki dobivenih lijekova. Pojava rezistentnih
patogena na razne lijekove i ubrzana potraznja za novim potencijalnim antimikrobnim
komponentama smjesta depsipeptide u centar paznje za razvoj novih antimikrobnih agenasa.

Ciklicki depsipeptidi i njihovi derivati pokazuju Siroki spektar bioloskih aktivnosti
ukljucujuéi  insekticidno, antivirusno, antimikrobno, antitumorsko, protuupalno te
imunosupresivno djelovanje. Medutim, najveéi terapeutski potencijal pokazali su kao
antitumorski i posebno antimikrobni agensi [4].

Peptidi zbog svojih karakteristika kao Sto su kratko vrijeme poluzivota, brzi
metabolizam, slaba oralna bioraspolozivost Cine spojeve koji se ne mogu koristiti kao lijekovi
per se , zbog toga se provode modifikacije koje poboljSavaju farmakoloska svojstva peptida.
Peptidomimeticke modifikacije ili ciklizacija linearnih peptida koristi se kao metoda koja



osigurava konformacijska ograni¢enja peptida Sto ih cini stabilnijima i bioaktivnijima [4].
Takoder, amidne grupe peptida podlijezu proteolitickoj hidrolizi enzima koji ih cijepaju i tako
unistavaju njihovu strukturu ¢ime peptidi u potpunosti gube svoju funkciju. Zamjena amidnih
grupa sa esterskim grupama moze dovesti do duzeg djelovanja takvih spojeva koji nisu toliko
skloni proteolizi. Takve modifikacije potencijalno poboljSavaju metaboli¢ku stabilnost peptida
i ¢ine prirodno prisutne ciklicke depsipeptide, koji sadrze jednu ili viSe esterskih veza uz
amidne veze,obecavajuéim spojevima za korstenje u obliku lijekova [4].

Procesi izolacije i pro¢iS¢avanja prirodno prisutnih depsipeptida mogu biti komplicirani i
izazivati razne poteskoce Sto onda znacajno usporava njihovu eksploataciju kao glavnih
komponenti za razvoj novih lijekova. Kako bi se rijeSio taj problem i omogucilo dobivanije
depsipetida u vec¢im koli¢inama krenulo se sa njihovom sintezom. Sintezom depsipeptida
omoguceno je bolje shvacanje odnosa izmedu strukture i aktivnosti depsipeptida, ali isto
tako su otvorene razne mogucnosti pronalaska novih potencijalnih komponenti ove klase.
Sinteza ciklickih depsipeptida predstavlja izazovan sintetski zadatak zbog strukturne

raznolikosti i slozenosti depsipeptida [4].



2.3. Sinteza

Opcenito sinteza depsipetida moze se opisati kao:
1. sinteza neuobicajenih gradevnih blokova (amonikiseline, lipidi, Seceri itd.)

2. ugradnja tih gradevnih blokova unutar peptidnog lanca tradicionalnim metodama

sinteze peptida

3. ciklizacija u otopini ili na ¢vrstoj podlozi putem makrolaktamizacije (formiranje

amidne veze) ili makrolaktonizacije (formiranje esterske veze) [4].

Metode ciklizacije mogu se Kklasificirati kao ciklizacija glava-rep (tip A) (slika 3, /jevo) i
ciklizacija bo¢nog lanca do bocnog lanca (side chain to side chain) (tip B) (slika 3, desno).
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Slika 3. Metode ciklizacije peptida [12]

Prva metoda oznaCava formiranje amidne veze izmedu AN-+terminalnih i C-terminalnih
aminokiselinskih ostataka. Druga metoda ukljuCuje stvaranje disulfidnih mostova izmedu dva
w-tio aminokiselinska ostatka (cistein, homocistein), formiranje laktamskih mostova izmedu
ostataka glutaminske/ asparaginske kiseline i lizina, stvaranje laktonskih ili tiolaktonskih
mostova izmedu aminokiselinskih ostataka koji sadrze karboksilne, hidroksilne ili merkapto
funkcionalne skupine, formiranje mostova tioetera ili etera izmedu aminokiselina koje sadrze
hidroksilne ili merkapto funkcionalne skupine te druge metode. Obe vrste ciklizacija ovise o
dostupnosti zasti¢enih linearnih prekursora [13].

Iako sinteza i ugradnja neobi¢nih gradevnih blokova u peptidni lanac nije jednostavna
i vrlo Cesto predstavlja izazov, kljucni korak u sintezi ciklickih depsipeptida je zatvaranje
prstena te ono predstavlja odlucujuci korak hoce li sinteza biti uspijeSna. Na primjer, slaba

6



povezanost prstena moze dovesti do slabije brzine ciklizacije ¢ime se onda olakSavaju
sporedne reakcije kao Sto su dimerizacija, oligomerizacija i/ili epimerizacija C-terminalnog
ostatka [4]. U novijoj metodologiji sinteze peptida,a time i depsipeptida, postoje dva
postupka koja se koriste: onaj koji se temelji na sintezi u otopini te drugi koji se temelji na
sintezi na Cvrstoj podlozi (Cvrsta faza), pri cemu se oba postupka se temelje na istim

nacelima [14].

2.3.1. Postupak zastite

Kontrolirano formiranje dipeptida u otopini zahtijeva spajanje dviju aminokiselina, jednu
zasticenu na svom M kraju, a drugu na C- kraju. Nakon nastanka amidne veze, zastieni
dipeptid se izolira, procisti i karakterizira. Nakon deprotekcije A+zastitne skupine, dobiveni
dipeptidni amin se zatim spaja s drugom aminokiselinom zasticenom na njegovom AN-amino
kraju. Stoga se, da bi se dobila Zeljena peptidna, o—amino ili karboksilna funkcija i
funkcionalne skupine bocnog lanca, trebaju zastititi odgovarajucom zastitnom skupinom.

Zastita C- kraja je glavna razlika izmedu sinteze peptida u ¢vrstoj fazi i sinteze peptida u
otopini. Kod prvog, netopiva polimerna podloga moze se smatrati zastithom skupinom C-
kraja, dok se u sintezi peptida u otopini koriste uobiCajenije zastitne skupine. Cxkraj je
najcesée zasti¢en kao alkil ili aril-ester. Hidrazidi ili zasti¢eni hidrazidi takoder su Cterminalne
zastitne skupine. Ovi hidrazidi su vazni u klasi¢noj sintezi peptida u otopini jer se pretvaraju

u peptidil-azide za reakciju vezanja segmenta [14].
Stvaranje peptidne veze zahtijeva aktivaciju karboksilne skupine amino kiseline:
R-COOH — R-CO-X

gdje je X atom ili skupina koja priviaCi elektrone. Reaktivni meduprodukti karboksilnih
kiselina, kiselinskih klorida i kiselinskih anhidrida poznati su i koriSteni u pripravi amida
mnogo prije pojave sinteze peptida, ali zastita amino skupine i karboksilne skupine koja nije
bila namijenjena da bude dio amida ostatala je problematicna dugo vremena. Prvi
sintetizitrani derivati peptida nosili su zastitne skupine koje se nisu mogle ukloniti bez
unistenja novoformirane peptidne veze. Postalo je ocigledno da sinteza peptida zahtijeva
lako uklonjive zastitne skupine. Vazno otkri¢e prema rjeSenju ovog problema bilo je
otkrivanje benziloksikarbonilne (Z) skupine od strane Bergmanna i Zervasa 1932. godine.
Ova zastitna skupina mogla se ukloniti katalitickom hidrogenacijom na sobnoj temperaturi i



uobicajenom tlaku, proces koji je omogucio oCuvanje peptidne veze kao i to da razlicite

funkcije bo¢nog lanca ostanu nepromijenjene [15].

2.3.2. Produljenje lanca

Kombinacija stupnjevitin produljenja lanca i strategije kondenzacije segmenta moze se
koristiti kada se molekule peptida sintetiziraju u otopini. Kemijske metode koriStene u oba

ova tipa spajanja su uglavnom slicne.
e METODA AKTIVACIJE U STUPNJEVITOM PRODULJENJU LANCA

Vrlo je vazno izbjeci racemizaciju tijekom sinteze peptida. Stupnjevito produljenje od
COOH-terminusa s jednom aminokiselinom, u isto vrijeme pomocu aminokiselina zastic¢enih
od uretana kao Sto je benziloksikarbonilna aminokiselina, tertbutiloksikarbonil aminokiselina,
ima prednost u izbjegavanju racemizacije tijekom reakcije peptidnog vezanja. Postupak
postepenog produljenja djelotvoran je za sintezu malih peptida i za pripremu peptidnih
segmenata za konstrukciju veéih peptida i proteina. Kod ovakve metode produljenja lanca za
stvaranje peptidne veze koriste se spojevi kao Sto su karbodiimidini, mijeSani anhidridi,

aktivirani esteri te reagensi fosfonija i uronija [14].
e METODA AKTIVACIJE KONDENZACIJOM SEGMENTA

Za sintezu vecih peptida ili proteina metodom sinteze u otopini, kondenzacija peptidnih
segmenata je zanimljiva strategija. Odvajanje produkta od skraéenih ili izbrisanih sekvenci je
znatno olakSano. Glavni nedostatak ove metode lezi u jednostavnoj racemizaciji karboksilnog
segmenta C-terminalnog ostatka kada ostatak nije glicin ili prolin. Ova racemizacija se odvija
prvenstveno preko oksazolonskog intermedijera reakcijom pretposljednjeg ostatka na
terminalno aktiviranom karboksilatu. Prema tome, najvazniji zahtjev za spajanje koji se
primjenjuje kod formiranja amidne veze izmedu dva zasti¢ena peptidna segmenta je
redukcija racemizacije CG-terminalne aminokiselinske karboksilne komponente na minimum.
NajcesSce koristena metoda kondenzacije segmenta su: postupak preko azida, DCC metoda

pomocu kiselih aditiva, metode aktivnih estera i metode mjeSanih anhidrida [14].



2.3.3. Metode deprotekcije

Zavrsna faza sinteze peptida je reakcija deprotekcije pri ¢emu se uklanjaju sve zastitne
skupine. Svaka zastitna skupina na a-amino ili karboksilnoj funkciji ili bo¢nom lancu
aminokiseline ima odredenu ulogu prilikom sinteze peptida. Kombinacijom zastitnih skupina i
selekcijom aktivacijske metode na karbonilnoj skupini, zasti¢eni peptidi mogu se sintetizirati
postupcima sinteze u otopini i sinteze na Cvrstoj fazi postupkom stupnjevitog produljenja
lanca ili kondenzacijom segmenta. Metoda sinteze u otopini omogucuje prociSéavanje
produkta reakcije nakon svakog koraka spajanja. Prema tome, ovom metodom mogu se
dobiti zasti¢eni peptidi s visokim stupnjem Ccistoce. U zavrsnom koraku uklanjanja zastite, sve
zastitne skupine trebaju biti potpuno uklonjene. Izbor reagensa koji se koristi u zavrSnom
koraku uklanjanja zastite odreduje glavnu strategiju sinteze peptida. Konacni postupci
uklanjanja zastite su uglavnom:

1) kataliticka hidrogenacija u prisutnosti paladija,

2) tretiranje natrijem u tekuéem amonijaku tijekom 10 do 15 sekundi, ponavljano tijekom

30 minuta,

3) tretiranje trifluorooctenom kiselinom na sobnoj temperaturi tijekom 1 h,

4) HF tretman na 0 ° C tijekom 1 h (pogodniji za pripravu velikih peptida i proteina, ali

zahtijeva posebnu opremu),

5) postupak ,tvrda-meka kiselina-baza" [14].



2.3.4. Sinteza u otopini ( 7Total solution synthesis)

Sinteza u otopini je metoda koja se prva koristila kao metoda sinteze peptida. Kemija
same sinteze peptida razvijena je pomocu sljedecih kemijskih pristupa: (/) izbor zastitnih
skupina za aminokiseline te njihovo uklanjanje po zavrSetku sinteze; i (/) formacija peptidne
veze [14].

Metoda sinteze u otopini je koriStena za sintezu malih peptida sastavljenih od samo
nekoliko aminokiselinskih ostataka. Glavna prednost ove tehnike je u tome Sto intermedijarni
produkti mogu biti izolirani i procis¢eni nakon svakog koraka sinteze, mogu se deprotektirati i
rekombinirati kako bi se dobili veéi peptidi Zeljenog slijeda [16]. Obje vrste sinteze, SPPS
(engl. Solidphase Protein Synthesis, sinteza na Cvrstoj fazi) i sinteza peptida u otopini,
zahtijevaju zasticene sekvence kako bi se omogudilo da dvije funkcionalne skupine pravilno
reagiraju te kako bi tada doSlo do stvaranja Zeljene amidne veze. Priroda ovih zastitnih
skupina doprinosi povecanju hidrofobnosti sekvence i moze izazvati interakcije koje pogoduju
netopljivosti peptida. Opcenito, peptidi koji stvaraju sekundarne strukture a-uzvojnice u
otopini su topljivi u vodi, dok su konformacije B-nabrane ploce netopljive zbog njihove
sposobnosti da djeluju hidrofobnim interakcijama, gdje dolazi do stvaranja agregata [17].

Jako bitan segment kod sinteze u otopini je izbor otapala jer ono utjeCe na tijek
sinteze. Zbog toga se provode ispitivanja kako bi se istraZilo koja su najpogodnija otapala za
provodenje sinteze. A, A-dimetilformamid (DMF) je dipolarno otapalo koje se uobiCajeno
koristi kod sinteze u otopini, ali isto tako i kod sinteze na ¢vrstoj fazi. Skupina otapala koja se
opsezno proucavaju i koriste se za otapanje peptida u otopini su fluorirani alkoholi, od kojih
se najcesce koriste 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), 1,1,1,3,3,3- heksafluor-2-propanol (HFIP) i 1-
fenil-2,2,2-trifluoroetanol (PhTFE). Za razliku od ne-fluoriranih alkohola, glavna karakteristika
fluoriranih spojeva je njihov jak kapacitet donora vodikove veze, svojstvo koje ih Cini
pogodnim za ometanje sekundarne strukture peptida [17].

Na topljivost peptida u otopini utjeCe i temperatura tako Sto njeno povecanje
naruSava sekundarnu strukturu molekula Sto moZe povecati njihovu topljivost u otopini.
Ucinak temperature na odmotavanje peptida ovisi o prijelazu sekundarne strukture iz jedne u
drugu za svaki peptid posebno. Dakle, modifikacija karkteristicne strukture B-nabrane ploce u
a-uzvojnicu utjecajem temperature koristi se kao sredstvo pomocu kojeg se dogada prijelaz
izmedu netopljivih u topljive peptide [17].

Iako se dugo koristila kao jedina metoda sinteze, sinteza u otopini sadrzi niz
nedostataka. Raznim ispitivanjima pokusavalo se unaprijediti provodenje sinteze, medutim i

dalje ostaju neki nerijeSeni problemi, koji ukljucuju:
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1) nedostatak kiralnog integriteta u stvaranju peptidne veze: aktivacija a-COOH
zasticenog peptidnog lanca dovodi do racemizacije C-terminalne aminokiseline u osnovnim
uvjetima koristenim za kondenzaciju s drugim nukleofilnim peptidnim segmentom,

2) nemogucnost prociSavanja i karakterizacije zasti¢enih peptida: tesko je ucinkovito
proCistiti i karakterizirati potpuno zasti¢ene segmente peptida; viSestruke rekristalizacije nisu
bile dovoljne da osiguraju homogenost reakcijskih produkata i bilo je potrebno provoditi
deprotekciju ociSéenih segmenata peptida kako bi se analiticki okarakterizirali,

3) slaba topljivost: najveci problem kod sinteze u otopini; mnogi potpuno zasticeni
segmenti peptida imali su ograni¢enu topljivost ¢ak i u snaznim organskim otapalima;
posljedicne niske koncentracije reagirajucih peptidnih segmenata dovode do sporih i
nepotpunih reakcija vezanja. Ograni¢ena topivost i drugi problemi s maksimalno zasticenim
segmentima peptida nikada nisu potpuno prevladani, iako je odredeni broj proteina uspjesno
sintetiziran klasi¢nim metodama u otopini. StoviSe, sofisticirani kemijski postupci koji se
koriste u metodama sinteze peptida zahtijevaju iznimno visoku razinu vjestine kemicara, a
sinteze koje se provode su prilicno teske Sto zahtijeva da timovi strucnih kemicara ucinkovito

izvode takve postupke [18].

Bilo je nekoliko zanimljivih pokuSaja da se moderna sinteza peptida u otopini ucini
manje dugotrajnom nego konvencionalni ,klasicni* pristup, dok se u isto vrijeme zadrzava
jedna od prednosti ove metode, a to je moguénost kemicara da prati sintezu u bilo kojoj fazi.
Opcenito, glavna metoda za postizanje ovog cilja bila je provodenje stupnjevite sinteze iz C-
terminalne aminokiseline i u velikoj mjeri oslobadanja od prociS¢avanja i karakterizacije
sintetskih intermedijera, buduéi da je to aspekt koji najvise trosi vrijeme klasi¢ne sinteze u
otopini [19].

Sinteza depsipeptida je takoder pogodna za provodenje u otopini. Njihova prednost u
odnosu na peptide kod sinteze u otopini je ta Sto sadrze estersku vezu te ona ometa
kontinuitet vodikovih veza koje nastaju izmedu atoma koji sudjeluju u stvaranju amidne veze
i time spreCava nastajanje B-nabrane plocCe, ¢ime sprjeCava i proces agregacije. Takoder,
zbog uvodenja esterske veze nije potrebna ugradnja dodatne zastitne skupine u sintezi. Na
kraju sinteze, nakon kiselog cijepanja depsipeptida, nezasticena primarna amino skupina
depsi jedinice je protonirana, tako da ne dolazi do intramolekulskog napada amino skupine
na karbonilni ester i moguée je dobiti stabilan depsipeptid u otopini. Kako bi se postigla
nativha peptidna sekvenca, kada se peptid oslobodi sa smole i deprotektira, u posljednjem
koraku dolazi do pomaka O-M-acila koji se dogada pri blagim bazi¢nim uvjetima u vodenom
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mediju. Prema tome, O-N raspored se odvija preko petoclanog intermedijera u prstenu

kontroliranjem pH [17].

2.3.5. Sinteza na c¢vrstoj fazi (Solidphase synthesis)

Sinteza na ¢vrstoj fazi je metoda u kojoj se molekule medusobno kovalentno vezu na
¢vrstom materijalu te se sintetiziraju korak po korak koristeéi selektivne zastitne skupine

(slika 4). Prednosti u odnosu na sintezu u otopini ukljuuju jednostavnost sinteze, brzina

postupka te visoka ucinkovitost [20].
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Slika 4. Sinteza na Cvrstoj fazi [21]

Njemacki kemicar Emil Fisher proveo je prvo uspijeSno spajanje dviju aminokiselina
davne 1903. godine. Sinteza je napravljena pomocu acil-klorida, medutim u to vrijeme nisu
postojale prikladne amino-zastite skupine za sintezu duzih peptida. Daljnjim istazivanjima i
razvojem znanosti te tijekom sastavljanja duzih peptida ili malih proteina, utvrdeno je da su
ponavljajuci postupci spajanja, deprotekcija N-terminalne amino-zastitne skupine, izolacija i
procis¢avanje intermedijera vrlo naporni i dugotrajni postupci sinteze, kada se provode u
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otopini. Stovie, problemi topljivosti Cesto sprjeavaju produljenje samog peptidnog lanca.
Zbog svega toga, metoda koju je zamislio americki biokemicar Robert Merrifield imala je
ogroman utjecaj na daljnji razvoj sinteze peptida. Metoda je obuhvacala sakupljanje peptida
na Cvrstu fazu, a sam znantvenik je za ovo otkri¢e dobio Nobelovu nagradu za kemiju 1984
godine. Sinteza peptida na ¢vrstoj fazi (SPPS) nudi vazne prednosti u odnosu na sintezu u
otopini koje se ocituju u tome Sto se reakcije spajanja mogu provesti brze i gotovo do
zavrsetka uporabom viska aktiviranog derivata aminokiselina koji se uklanja na kraju reakcije
jednostavnom operacijom ispiranja.

Tijekom sinteze peptida potrebno je zastiti terminalne dijelove lanca, za Sto se koriste
razliCite odgovarajuée skupine. Za privremenu zastitu AMterminalne amino skupine, Boc-
grupa (tert-butiloksikarbonil) je prikladna jer njena struktura pomaze minimizirati
epimerizaciju aktiviranih aminokiselina, a deprotekcija se moze posti¢i upotrebom razlicitih
kiselih sredstava u relativno blagim uvjetima. Za trajnu zastitu bocnih lanaca tijekom
spajanja koriste se zastitne skupine benzilnog tipa koje se cijepaju jakim kiselinama, pozeljno
fluorovodi¢nom kiselinom (HF). Daljnjim poboljSanjem procesa sinteze koriste se i nove
zastitne skupine bocnih lanaca kao sto su Asn/GIn (Trt), Lys (Dde), Lys (Aloc), His (Trt), Arg
(Pbf), Trp (Boc). Znacajna postignuca su takoder napravljana u kemiji tvorbe peptidnih veza.
Iako su tradicionalne metode spajanja, kao Sto su aktivacija na bazi diimida, povezivanja
posredovana anhidridom i preaktivirani esteri uspjeSno primijenjeni, reagensi za vezanje kao
Sto su strukture na bazi fosfonija ili uronija/guanidiniuma danas se najc¢esce primjenjuju,
posebno kod automatiziranih SPPS.

Sinteza "teSkih sekvenci", kao Sto su depsipeptidi, moze se poboljSati koriStenjem
polarnih otapala i intermedijarnih stupnjeva ispiranja kiselinom, ali se bolji rezultati postizu
primjenom reverzibilnih modifikacija na peptidnu osnovicu. Kod depsipeptida, sklonost
agregaciji smanjuje se prekidom regularnog obrasca amidnih veza s esterskim vezama, koje
se uvode na razini Ser/Thr ostataka proSirenjem peptidnog lanca preko B-hidroksilne
funkcije. Depsipeptidne jedinice se skupljaju preko O-acilacije izravho na peptid vezan
smolom ili prikladnije inkorporiraju spajanjem prethodno oblikovanih depsidipeptidnih
blokova od kojih su neki komercijalno dostupni. U ovom slucaju, spajanje se najbolje izvodi
preko karbodiimida u nepolarnim otapalima. Tijekom spajanja depsipeptida, posebna
pozornost se mora posvetiti za vrijeme uklanjanja Fmoc skupine (9-fluorenilmetiloksikarbonil)
iz drugog aminokiselinskog ostatka nakon esterske veze na Atterminalnoj strani, gdje moze
doci do nastanka diketopiperazina (DKP) [22]. Reakcija nastanka diketopiperazina je kineticki
i termodinamicki preferirana, a dolazi do intramolekulskog vezanja slobodne amino skupine

dipeptida s CG-terminalnom skupinom te nastaje ciklicki peptid [19]. Fmoc skupina koristi se

13



kao zastitna grupa amina u sintezi peptida i srodnih spojeva zbog svoje stabilnosti na kiseline
i labilnosti na baze [23]. Kako se povecava duzina peptidnog lanca procesi nepotpune
deprotekcije i reakcije vezanja postaju izrazenije. Neuspjeh ovih kljuénih koraka moze
predstavljati nepremostive prepreke, medutim i tada sinteza u otopini ne predstavlja
prakti¢nu alternativu za velike peptide, buduci da je spora, iziskuje intenzivan rad,a problem
predstavlja i slaba topljivost sintetskih intermedijera [19]. Na kraju sinteze, Citavi
depsipeptidi se odcijepljuju sa ¢vrstog nosaca s TFA komponentom. U usporedbi s ciljanim
peptidom, odgovarajuéi izomer depsipeptida je topljiviji u vodenom mediju, zbog prisutnosti
dodatne ionizirajuce skupine koju daje depsipeptidna jedinica, te se stoga moze lakse
proCistiti. Konacna tvorba depsipeptida u amidnu formu se postize nakon prociS¢avanja
peptida u slabo alkalnim uvjetima [22].

Metoda sinteze na Cvrstoj fazi je revolucionirala kemijsku sintezu peptida. Vezivanje
rastueg zastiéenog lanca peptida na nosal smole uvelike je prevladalo probleme s
topljivos¢u i tako omogucdilo koriStenje standardiziranih protokola za ukupnu kemijsku sintezu
peptida. To je omogucilo rutinsku kemijsku sintezu peptidnih lanaca od trideset
aminokiselinskih ostataka ili vise i ucinilo sintezu peptida Siroko dostupnom laboratorijima

Sirom svijeta [18].
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2.4. Primjer depsipeptida

2.4.1. Romidepsin (NSC-630176, Isodax)

Romidepsin je biciklicki depsipeptid (slika 5) prvi puta izoliran iz bakterije
Cromobacterium vioalceum iz uzorka tla s podruéja Yamagata, molekulske formule
Ca4H36N4O6S, [24]. Utvrdeno je da ima malo ili nikakvo antibakterijsko djelovanje, ali je
pokazao snazno citotoksi¢no djelovanje na nekoliko ljudskih stanicnih linija raka, bez utjecaja

na normalne stanice [26].

Slika 5 . Struktura romidepsina [25]

Studija koja je provedena s ciljem proucavanja romidepsina kao antitumorskog
agensa pokazala je da je intraperitonealna primjena romidepsina produljila zivotni vijek
miSeva kojima su bili implantirani tumori kao Sto su P388, L1210 leukemija te B16 melanom.
Takoder je pokazano da je intravenozna injekcija spoja inhibirala rast tumorskih stanica
ksenotransplatancijskih tumora i kod misa (kolon 38 karcinom, M0076 retikulum stanicni
sarkom, Meth A fibrosarkom) i ¢ovjeka (Lu-65 i LC-6-JCK karcinomi pluéa velikih stanica, SC-
6 adenokarcinom Zeluca). Ovaj biciklicki depsipeptid pokazuje snazno antitumorsko
djelovanje na P388 stanice koje su otporne na vise lijekova ukljucujuéi mitomicin C,
ciklofosfamid, vinkristin te 5-fluorouracil [24].

Romidepsin isto tako djeluje i kao predlijek tako Sto dolazi do redukcije disulfidne

veze u stanici Sto dovodi do oslobodenja tiola koji veZe cink. Oslobodeni tiol veZe se na atom
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cinka u veznom mjestu Zn-ovisne histon deacetilaze, blokira njegovu aktivnost i tako djeluje
kao HDAC inhibitor. Mnogi HDAC inhibitori, zbog sposobnosti epigenetickog obnavljanja
normalne ekspresije tumor supresijskih gena Sto dovodi do zastoja stani¢nog ciklusa,
diferencijacije i apoptoze, predstavljaju potentne komponente u borbi protiv raka [26].
Romidepsin je intravenozno primijenjen inhibitor histonske deacetilaze i
antineoplasti¢ni agens koji je odobren za uporabu u refraktornim ili relapsiranim koznim i
perifernim limfomima T stanica. Takoder, odobren je za lijeCenje bolesnika s koznim
limfomom T-stanica koji su ve¢ lijeCeni barem jos jednom vrstom sistemske terapije te
bolesnika s perifernim limfomom T-stanica koji su ve¢ lijeceni barem jednom vrstom druge
terapije. Isto tako se proucava u lijeenju drugih vrsta raka [22]. Nije poznato izluCuje li se
romidepsin u majc¢ino mlijeko. Zbog potencijalnih ozbiljnih nuspojava u dojencadi, preporuka
je da se odluci da li je bolje prekinuti dojenje ili prekinuti uzimanje lijeka, uzimajuéi u obzir

vaznost lije¢enja za majku [27].

2.4.2. Teixobactin

Teixobactin predstavlja prvog ¢lana novije klase antibiotika koji djeluje na inhibiciju
sinteze staniCne stijenke bakterija (slika 6). On veze viSe prekursora stanicne stijenke i tako
inhibira sintezu peptidoglikana i teikoicne kiseline koji cine gradevne elemente stani¢ne

stijenke.
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Slika 6. Struktura teixobactina [28]
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Razvoj rezinstencije bakterija na antibiotike glavna je prijetnja zdravlja ljudi. Potreban
je stalan razvoj novih antibiotika kako bi se odrzao korak s pojavom i Sirenjem rezinstencije
na antibiotike kod patogenih bakterija.

Jedan od pristupa otkrivanju novih antibiotika je poboljSanje nasih sposobnosti kod
uzgoja mikroorganizama koji proizvode komponente koje mogu djelovati baktericidno. Kod
jednog takvog organizma Eleftheria terrae (prethodno nekultivirana gram-negativna
betaproteobakterija), pronadeno je da proizvodi depsipeptid teixobactin koji se moze korisititi
kao antibiotik. On inhibira biosintezu stani¢ne stijenke bakterija i predstavlja novu klasu
antibiotika.

Bakterijska stani¢na stijenka sadrzZi slojeve peptidoglikana, umrezen matriks linearnih
glikanskih lanaca. U gram-pozitivhim bakterijama teikoicna kiselina je takoder glavna
komponenta stanicne stijenke. TA kiselina ima vaznu ulogu u bakterijskoj fiziologiji, a
inhibicija njene biosinteza vazna je metoda za razvoj antibiotika.

Dokazano je da teixobactin veze lipid ll, prekursor biosinteze peptidoglikana i lipid lll,
prekurskor biosinteze teikoicne kiseline. Zanimljivo teixobactin je sposoban za superiornu
baktericidnu i bakterioliticku aktivnost u usporedbi s drugim antibioticima koji djeluju na
stijenku bakterijskih stanica, beta-lactam oxsacilin ili glikopeptid vancomycin. Takoder, u
brojnim /n vitro studijama nije otkrivena rezinstencija bakterija na ovaj spoj. Pokazala se
sposobnost sintergisticnog efekta teixobactina gdje istodobno inhibira sintezu peptidoglikana
i teikoi¢ne kiseline, Sto rezultira poveéanim ostecenjem staniCne stijenke, delokalizacijom ,

kasnijom autolizom i stanicnom smrcu.

Teixobactin je pokazao da ima izvrsnu baktericidnu aktivnost na S. aureus. 1zlaganje
teixobactinu dovodi do kolapsa stanicne stijenke, dok je, primjerice, osStecenje stanicne

stijenke uzrokovano djelovanjem vancomicina puno manje [29].

2.4.3. Didemnin B

Skupina spojeva didemnini Cini grupu blisko povezanih depsipeptida dobivenih iz
Trididemnum solidum (Karibski plastenjak), iz obitelji Didemnidae koja je clan roda
Trididemnum. Rinehart i suradnici tijekom istrazivanja prirodnih produkata prikupljenih iz
plastenjaka primjetili su da metanolno-toluenski ekstrakt omotaca plastenjaka pokazuje

snazan inhibitorni uinak na rast herpes simplex virusa tipa 1 u uzgojenim CV-1 stanicama iz
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tkiva bubrega majmuna. Ekstrakt je takoder pokazao inhibitornu aktivnost protiv DNA i RNA
virusa [30].

Prvo izvieSée o imunosupresivnoj aktivnosti didemnina /in vitro i in vivo objavljeno je od
strane Montgomery i suradnika. Jedno od brojnih njihovih istrazivanja koja su ukljucivala
didemnin B je i ovo koje ispituje didemnin B kao imunosupresivni agens (slika 7).
Blastogeneza limfocita, kada je prethodno stimulirana mutogenim agensima, bila je znacajno
inhibirana didemninom B kada je lijek odmah primijenjen. Nakon aktivacije aloantigenom,
direktno lijecenje didemninom B snazno inhibira aktivaciju limfocita (ICoqy = 10 pg / ml),
medutim kada je lijek dodan 72 sata nakon miuogenog stimulusa, potentnost inhibicije je
pala za dva do tri reda veli¢ine. Ovaj rezultat sugerira da didemnin B moze djelovati na

stanice u ranim fazama aktivacije limfocita [30].

Medu skupinom spojeva Didemnin, didemnin B ima najjacu antitumorsku aktivnost te je
pokazao antiproliferativno djelovanje na ljudske stanicne linije karcinoma prostate, a osim
toga inhibira i sintezu RNA, DNA i proteina. Znatni dokazi o aktivnosti u predklinickim
modelima s profilom ovisnog o dozi i profilom tolerantnim toksi¢nostima doveli su do klini¢kih
ispitivanja 1. faze, Sto Cini ovaj depsipeptid prvim morskim prirodnim proizvodom koji se

ocjenjuje u klinickim ispitivanjima [32].

Slika 7. Struktura didemnin B [31]

Didemnin depsipeptidi pokazuju citotoksicno djelovanje na stanicne linije raka
inhibicijom sinteze proteina /in vitro. PredloZzeno je da se sinteza proteina moze inhibirati
vezanjem Didemnina na kompleks ribosoma-EF-1a, buduci da postoji korelacija izmedu
inhibicije sinteze proteina u stanicnim lizatima i humanih stanica adenokarcinoma MCF-7
[32].
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Didemnin B je i bioloski i kliniki interesantan jer djeluje na sposobnost prezivljavanja
stanica raka /in vitroi in vivo mehanizmom koji se, iako nije dobro shvacen, jasno razlikuje od
drugih poznatih antineoplasti¢nih sredstava. Kemoterapeutska aktivnost didemnina B je prvi
put okarakterizirana kod leukemije, a analogu dehidrodidemnin B odobren je status lijeka za
lijekove kod lijeCenja akutne limfoblasticne leukemije (ALL), iako se cini da njegova
terapijska korist nije ograni¢ena na hematoloske malignosti.

Kroz identifikaciju i karakterizaciju multilinijskih tumorskih stanicnih linija koje
znacajno odgovaraju na didemnin B, otkrilo se da spoj snazno inducira apoptozu u
identificiranoj podgrupi stanicnih linija ljudskog raka, kroz dvostruku inhibiciju palmitoil-

protein tioesteraze 1 (PPT1) i eukariotski faktor elongacije translacije 1 alfa 1 (EEF1A1) [33].
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3. ZAKLJUCAK

e Depsipeptidi Cine jednu podvrstu peptidomimetika gdje dolazi do funkcionalne
zamijene amidne veze sa esterskom vezom.

e Depsipeptidi su spojevi koji se mogu pronaci u mnogim prirodnim organizmima kao
&to su gljive, bakterije i morski organizmi. Cine vazan izvor farmakolodki aktivnih
spojeva, odnosno inicijalnih struktura za razvoj novih sinteticki dobivenih lijekova.

e Sintezom depsipeptida omoguéeno je bolje shvacanje odnosa izmedu strukture i
aktivnosti depsipeptida, ali isto tako su otvorene razne mogucénosti pronalaska novih
potencijalnih komponenti ove klase.

e Romidepsin je biciklicki depsipeptid, odobren je za lijeCenje bolesnika s koznim
limfomom T-stanica.

e Teixobactin predstavlja prvog €lana novije klase antibiotika koji djeluje na inhibiciju
sinteze stanicne stijenke bakterija.

e Kemoterapeutska aktivnost didemnina B je prvi put okarakterizirana kod leukemije, a
analogu dehidrodidemnin B odobren je status lijeka za lijekove kod lijeCenja akutne
limfoblasticne leukemije (ALL), iako se cCini da njegova terapijska korist nije
ograni¢ena na hematoloske malignosti.

e Sinteza i izolacija raznih vrsta depsipetida pruza veliki potencijal za daljnji razvoj i

unapredenje bioloski aktivnih spojeva.
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