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Mgr inz. Magdalena Wadrzyk, absolwentka Wydziatu Chemii Politechniki Wroctawskiej, gdzie uzyskata
tytul zawodowy magistra w 2021 roku. Obecnie doktorantka w Szkole Doktorskiej Politechniki Wroctawskiej
w dyscyplinie nauki chemiczne. W Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania prowadzi szeroko
zakrojone badania naukowe dotyczace heterogenicznosci neutrofili zaleznej od proteaz serynowych. W swojej
pracy skupia si¢ nie tylko na monitorowaniu poziomu ekspresji enzymow, ale przede wszystkim ich aktywnosci.
Do tego celu uzywa zaprojektowanych w zespole i uzyskanych substratowych sond chemicznych. Zdefiniowata
nowe dotad nieznane populacje najliczniejszych komoérek uktadu immunologicznego — neutrofili.
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Mgr inz. Julia MiSkiewicz ukonczyta studia na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej, na
specjalnosci Biotechnologia molekularna i Biokataliza. W 2024 roku uzyskata stopien magistra i podjeta studia
w szkole doktorskiej Politechniki Wroctawskiej w dyscyplinie Nauki Chemiczne. W ramach realizacji pracy
doktorskiej zajmie si¢ synteza biblioteki makrocyklicznych zwiazkow peptydowych, ktore postuza do
poszukiwania narzedzi chemicznych do badan transmembranowych proteaz serynowych. W trakcie studiow
magisterskich okreslita rol¢ neutrofilowej serynowej proteazy 4 w procesie hydrolizy histonow, waznym etapie
$mierci komorkowej neutrofili.

Dr hab. inz. Paulina Kasperkiewicz-Wasilewska, prof. PWr, absolwentka Biotechnologii Farmaceutyczne;j
na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej. W 2014 roku obronita z wyréznieniem doktorat z nauk
chemicznych na tej samej uczelni. W latach 2015-2017 odbyta dwuletni staz podoktorski w wiodacym
instytucie SBP Medical Discovery Institute, USA, gdzie pracowata pod kierunkiem wybitnego naukowca, prof.
Guya Salvesena. Po powrocie do Polski zatozyta pierwsze laboratorium BSL2 na Politechnice Wroctawskiej.
W trakcie pracy doktorskiej, wraz z prof. Marcinem Porgba pod opieka prof. Marcina Draga, opracowata
innowacyjna hybrydowa bibliotek¢ kombinatorycznych substratow HyCoSul, ktéra stata si¢ cennym
narzedziem w badaniach proteaz. Dzigki temu podejsciu udato jej si¢ uzyskac zestaw markerow chemicznych,
umozliwiajacych rownolegte obrazowanie neutrofilowych proteaz serynowych (NSPs) w komoérkach. Jednym
z jej najwazniejszych osiagnig¢ naukowych jest wykazanie, wspéOlnie z prof. Guyem Salvesenem,
heterogenicznos$ci neutrofili zaleznej od aktywnosci NSPs. Odkryta takze, ze granulki w tych komorkach sa
nierownomiernie upakowane NSPs, otwierajac nowe perspektywy badan nad funkcjonowaniem uktadu
immunologicznego.

Jest laureatkg wielu prestizowych nagrod za osiagnigcia naukowe, w tym dwukrotng stypendystka programu
START Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej, stypendium MNiSW dla wybitnych mtodych naukowcow oraz
stypendium L’Oréal dla Kobiet i Nauki. W 2021 roku zostata odznaczona Srebrnym Krzyzem Zastugi. W 2023
roku uzyskata stopien doktora habilitowanego, a niedtugo p6zniej tytut profesora uczelni. Jej praca habilitacyjna
zostata uhonorowana nagroda Polskiego Towarzystwa Chemicznego. Kierowata licznymi projektami
badawczymi finansowanymi przez Narodowe Centrum Nauki oraz Fundacj¢ na Rzecz Nauki Polskiej. Wyniki
swoich badan regularnie publikuje w renomowanych migdzynarodowych czasopismach naukowych, takich jak
PNAS, JACS, Nature Communications, J. Med. Chem. Obecnie jej zainteresowania badawcze koncentrujg si¢
na funkcjach aktywnych enzymow proteolitycznych w komorkach uktadu immunologicznego oraz na
poszukiwaniu nowych metod badania tych enzymoéw, w tym strategii opartych na makrocyklicznych zwiagzkach

peptydowych.
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ABSTRACT

In recent years macrocyclic peptides have drawn much interest due to their
beneficial physiochemical properties and potential medical applications. The goal of
this review is to summarize the advantages and drawbacks of macrocyclic peptides
and provide examples of their use as therapeutic agents.

Macrocyclic peptides are characterized by better stability, selectivity and
resistance to degradation than their linear counterparts, but on the other hand,
macrocyclic peptide synthesis has low efficiency due to possible side reactions and
difficulties with solubility of linear precursors. Macrocyclic peptides might also be
more immunogenic than their linear counterparts.

Macrocyclic peptides have been found as an promising group of molecules for
innovative medicine and, to date, they are used as antimicrobial drugs which are
effective against both bacteria and fungi. As macrocyclic peptides are highly
selective, they also serve a role in cancer therapies and diagnostics. Patented
macrocyclic peptides act as a scaffold for the search and optimization of specific
inhibitors of cell signaling pathways used by cancer cells to avoid cell death. The
presence of peptide rings in the structure of macrocyclic peptides makes them analogs
of hormones, such as somatostatin and insulin. As a result, macrocyclic peptides
could prove to be a good basis for the development of hormonal drugs with extended
duration of action. Aside from their role in medicine macrocyclic peptides might also
be used in the field of chemical biology as selective and specific chemical probes
which would allow for the visualization and imagining of various molecular targets.

Keywords: macrocyclic peptide, protease, target therapies, antibiotics, synthetic
hormones
Stowa kluczowe: peptydy makrocykliczne, proteazy, terapie celowane, antybiotyki,

syntetyczne hormony
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MCPs
PPIs
CPPs
ROS
CSA
ADAs
MHC I
Gram (+)
Gram(-)
PD-1
PDL-1
XIAP
HSCs
TET
PET

NIR
FRET

CXCR4

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— (ang. macrocyclic peptides), makrocykliczne zwiazki
peptydowe

— (ang. protein—protein interactions), oddziatywania biatko-
biatko

— (ang. cell penetrating peptides), peptydy penetrujace
komorke

— (ang. Rule of Five), regula pigciu Lipinskiego

— cyklosporyna A

— (ang. anti-drug antibodies) przeciwciata skierowane
przeciwko lekowi

— (ang. major histocompatibility complex class II), glowny
uktad zgodnosci tkankowe;j klasy 11

— bakterie Gram-dodatnie

— bakterie Gram-ujemne

— (ang. programmed death receptor 1), receptor
programowanej $mierci 1

- (ang. programmed death ligand 1), ligand receptora
programowanej $mierci

— (ang. X-linked inhibitor of apoptosis), inhibitor apoptozy
zwigzany z chromosomem X

— (ang. chematopoetic steam cells), chematopoetyczne
komorki macierzyste

— (ang. ten-eleven translocation enzymes), grupa enzymow
translokacji dziesi¢¢-jedenascie

— (ang. positron emission tomograph), pozytonowa tomografia
emisyjna

— (ang. near infrared), w zakresie bliskiej podczerwieni

— (ang. fluorescence resonance energy transfer), rezonansowy
transfer energii fluorescencji

- (ang. CXC motif chemokine receptor type 4), receptor
chemokiny CXCR4
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach zainteresowanie budzg peptydowe zwiazki makrocykliczne (ang.
Macrocyclic peptides, MCPs), ktorych struktura chemiczna gltownie oparta jest o
zamknigte w pierScieniu reszty aminokwasowe. W zwigzku z dynamicznym rozwojem
nowych metod syntezy MCPs, ich otrzymywanie stalo si¢ dostgpne, a tym samym
umozliwilo intensywne poszukiwanie inhibitorow, antybiotykéw, a takze sond
chemicznych posiadajacych cykliczne elementy budowy. Zwiazki te, ze wzgledu na
swoja charakterystyczng budowe chemiczng, wykazuja szereg zalet w tym, miedzy
innymi, ograniczong konformacj¢, czy wysoka stabilno§¢ chemiczna, co zwigksza ich
potencjal w zastosowaniach diagnostycznych oraz jako czasteczki terapeutyczne. MCPs
posiadaja jednak wady, w tym wiasciwosci immunogenne, ktore stanowig wyzwanie dla
zastosowan tych czasteczek jako leki. Niniejszy przeglad literaturowy ma na celu
wskazanie korzySci plynacych z zastosowania zwigzkow cyklicznych w chemii
biologicznej z jednoczesnym wskazaniem wyzwan zwigzanych z zastosowanych tych
zwigzkow  chemicznych. Ponadto omodwione zostaly —makrocykliczne leki
przeciwnowotworowe, hormonalne i przeciwdrobnoustrojowe z uwzglednieniem
stosowanych modyfikacji oraz rozwigzan prowadzacych do optymalizacji czasteczek o
znaczeniu terapeutycznym oraz diagnostycznym.

1. KORZYSCI I WYZWANIA ZWIAZANE Z ZASTOSOWANIEM
PEPTYDOWYCH ZWIAZKOW MAKROCYKLICZNYCH

Peptydy stanowia wazng klas¢ zwigzkow terapeutycznych stosowanych w
medycynie. Czgsto cechuja si¢ one wigksza selektywnoscia od matych czasteczek
terapeutycznych, m.in ze wzgledu na ich rozmiar oraz elastyczny szkielet,
umozliwiajace im lepsze oddziatywanie ze strukturami biologicznymi, a w tym z
powierzchnia biatek, co sprawia ze sa one dobrymi inhibitorami oddzialywan biatko-
biatko (ang. protein—protein interactions, PPIs). Dodatkowo, krétkie peptydy
terapeutyczne wykazuja mniejszg immunogennos$¢ i sg tansze w produkcji od lekow
biologicznych, takich jak przeciwciata [1]-[3]. Z ich wykorzystaniem wigze si¢
jednak szereg ograniczen, wérod ktorych wyr6zni¢ mozna klasyczne, takie jak niska
biodostepnos¢ i stabilnos¢ in vivo dla liniowych zwigzkow peptydowych. Jest to
zwigzane z obecnoscia w organizmie proteaz, czyli enzymoéw hydrolizujacych
wigzania amidowe pomiedzy resztami aminokwasow budujacymi peptydy. Co
wigcej, transport peptydow przez blony biologiczne do potencjalnych celow
terapeutycznych moze by¢ utrudniony w zaleznosci od ich wielkos$¢ i polarnosci reszt
aminokwasowych wchodzacych w ich sklad. Ograniczenia utrudniajgce
zastosowanie tych zwigzkéw w medycynie moga zosta¢ pokonane poprzez szereg
modyfikacji fancucha peptydowego, w tym zastosowanie makrocyklizacji lub przyta-
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czenie peptydow penetrujacych komorke (ang. cell penetrating peptides, CPP)
[1],[2],[4].

Cyklizacja peptydow jest stosunkowo nowa strategia zyskujaca na popularnosci,
gdyz stabilizuje ona tancuch peptydowy i1 ogranicza mozliwo$¢ zmian
konformacyjnych peptydéw. Sprawia to, ze peptydowe zwigzki makrocykliczne
maja lepsze wlasciwosci farmakokinetyczne, takie jak selektywnos¢, stabilnosc, a
takze zwickszona odporno$¢ na degradacjg, od ich liniowych odpowiednikoéw
[2],[3],[5),[6]. Cyklizacji zwigzkéw peptydowych mozna dokonaé na wiele
sposobow, a wsrod technik najczesciej stosowane sg cyklizacja (1) ,,gtowa-do-
ogona”, polegajaca na wytworzeniu wigzania amidowego pomi¢dzy N-kohcowa
grupa aminowg (pierwszego aminokwasu) i C-koncowa grupg karboksylowg
(ostatniego aminokwasu) peptydu, (2) ,,ogon-do-tancucha bocznego”, i (3) ,,tancuch
boczny-do-glowy”, czyli cyklizacj¢ jednego z koncow peptydéw z tancuchem
bocznym jednego z aminokwasow, (4) ,tancuch boczny-do-tancucha bocznego”,
czyli cyklizacje z wykorzystaniem tancuchéw bocznych oddalonych od siebie reszt
aminokwasowych peptydu (Rys. 1) [7],[8]. Pomimo wielu zalet, stosowanie techniki
makrocyklizacji peptydow wiaze si¢ z nowymi wyzwaniami, m.in. w zakresie
syntezy tych zwigzkéw oraz ich immunogennosci, nad ktoérych rozwigzaniem trwaja
liczne badania naukowe, aby peptydowe zwiazki makrocykliczne ze wzgledu na
swoje zalety mogly by¢ jeszcze czeSciej stosowane w medycynie [6],[7].

glowa-do-ogona tancuch boczny-
do-aricucha bocznego

N-kaniec -kaoniec

faricuch boczny-do-ogona

P

Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy najczesciej stosowane metody cyklizacji peptydéw. Przygotowane
przy pomocy Biorender oraz PowerPoint.

Figure 1. Schem representing the most common methods of peptide cyclization. Created with Biorender
and PowerPoint.
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1.1. ZALETY STOSOWANIA ZWIAZKOW MAKROCYKLICZNYCH

1.1.1. Biodostepno$¢ zwiazkow makrocyklicznych

Biodostepnos¢ zwigzkoéw chemicznych, w tym makrocyklicznych peptydéw, to
inaczej stopien i szybko$¢, z jaka te zwiazki s wchtaniane do krwiobiegu po aplikacji
oraz/lub stajg si¢ dostepne w miejscu dziatania w organizmie. Innymi stowy, jest to
miara efektywnosci, z jakg podana dawka zwigzku makrocyklicznego dociera do celu
biologicznego, gdzie ma za zadanie dziata¢ w okreslony sposob.

Biodostepnos¢ peptyddw jest Scisle zwigzana z ich odpornos$cig na degradacje,
wynikajgcg zardwno z denaturacji w trudnych warunkach panujgcych w organizmie
cztowieka, jak i hydrolizy powodowanej przez enzymy proteolityczne. Kluczowym
czynnikiem wptywajacym na biodostgpno$¢ zwigzkow peptydowych jest takze ich
zdolno$¢ do przenikania przez btony biologiczne. Wsérdd réznych dréog podania
lekow, najbardziej pozadana jest droga doustna, ze wzgledu na jej prostote, tatwos¢
dostosowania dawki oraz preferencje pacjentéw. Aby peptyd podany doustnie byt
skuteczny, musi wykazywa¢ odporno$¢ na niskie pH zotadka oraz unikaé hydrolizy
przez enzymy trawienne. Ponadto, konieczne jest, aby zwiazek ten zdofat
przekroczy¢ barier¢ komorek nabtonka jelita cienkiego, co pozwoli mu na dotarcie
do krwiobiegu [6].

Liniowe zwiazki peptydowe charakteryzuja si¢ ograniczong biodostgpnoscia,
m.in ze wzgledu na trudno$ci napotykane przez te zwiazki podczas przenikania przez
btony komoérkowe [2],[6]. Wigkszo$¢ syntetycznych zwiazkéow peptydowych nie
spelia kryteriow tzw. reguly pieciu Lipinskiego (ang. Rule of Five, ROS),
pomagajacej w okresleniu szans czy dana czgsteczka jest w stanie dyfundowaé przez
btony biologiczne. Pomimo niewatpliwie duzej przydatnosci tej reguty, jedynie 50%
nowych biodostepnych zwigzkow ja spetnia. Do czynnikéw zgodnych z ROS5 zalicza
si¢: (1) masa czgsteczkowa zwigzku nie powinna przekracza¢ 500 Da; (2) liczba
donorow wigzan wodorowych (grup -OH i -NH) powinna by¢ mniejsza lub réwna 5;
(3) liczba akceptorow wigzan wodorowych (grup atomow tlenu i azotu) powinna by¢
mniejsza lub réwna 10; (4) LogP powinien by¢ mniejszy niz 5 [9]. Spelnienie tej
reguly przez zwiazki peptydowe jest trudne glownie ze wzgledu na mase
czasteczkowa oraz ilo$¢ akceptoréw i donoréw wiazan wodorowych, ktorych, ze
wzgledu na obecno$¢ réznorodnych tancuchéw bocznych w sekwencji, zwigzki te
zawierajg zbyt duzo. Co ciekawe, wsrdd peptydoéw zaobserwowano grupe zwigzkow,
ktére z powodzeniem pokonuja bariery bton biologicznych, pomimo tego, ze sa
niezgodne z ROS5, ktérych przyktadem jest cyklosporyna A, opisana ponizej [6],[10].

Mimo tego, ze opinia srodowiska naukowego na ten temat jest podzielona, na
podstawie dostepnych danych literaturowych mozemy stwierdzi¢, ze makrocykli-
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zacja z duzym prawdopodobienstwem poprawia zdolno$¢ zwigzkéw peptydowych
do przenikania blon komoérkowych [10,11]. Ciekawym przypadkiem
makrocyklicznego peptydu, wykorzystujacego mechanizm biernej dyfuzji przez
blony jest cyklosporyna A (CSA). CSA jest makrocyklicznym peptydem
zbudowanym z jedenastu reszt aminokwasowych, zar6wno naturalnych jak i
modyfikowanych (N-metylacja) i stosowanym jako lek immunosupresyjny, ktory
moze by¢ podawany droga doustng. Siedem reszt aminokwasowych CSA jest N-
metylowanych, co zmniejsza potencjalng liczbe grup bedacych donorami lub
akceptorami wigzan wodorowych. Co wiecej, CSA charakteryzuje si¢ pewnag
swoboda konformacyjng, wynikajaca ze zmiennego uktadu wigzan wodorowych. W
rozpuszczalnikach polarnych CSA przyjmuje konformacje ,,otwarta”, a grupy bedace
donorami lub akceptorami wigzan wodorowych moga oddziatywa¢ z powierzchnig
celu molekularnego peptydu. Gdy CSA znajdzie si¢ w Srodowisku niepolarnym, na
przyktad dwuwarstwy lipidowej budujacej blon¢ komorkowa, nastepuje zmiana
uktadu wigzan wodorowych na wigzania wewnatrzczasteczkowe, co nadaje
zwigzkowi konformacje ,,zamkni¢ta”, o zmniejszonej polarnos$ci powierzchni.
Wtasciwosci te sprawiaja, ze CSA, podobnie jak mate czasteczki, moze swobodnie
dyfundowaé przez btony komoérkowe [6],[10],[11]. W badaniach poréwnujacych
wlasciwosci trzech zwiazkéow: liniowego CSA, cyklicznego analogu CSA
zawierajgcego dziesie¢ reszt aminokwasowych oraz jego liniowego prekursora,
zaobserwowano, ze pomimo podobnych wlasciwosci tych zwigzkéw, takich jak
polarnos$¢, liniowy peptyd wykazat znacznie nizszg zdolno$¢ do przenikania przez
btony komoérkowe od zwigzkoéw cyklicznych. Poniewaz zwiazek liniowy posiada
wigkszg liczbe mozliwych konformacji w rozpuszczalnikach polarnych, przyjecie
konformacji optymalnej do przenikania przez blony jest utrudnione. Co wazne,
liniowy peptyd ma réwniez mniejsza mozliwo$¢ tworzenia wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych od jego cyklicznych odpowiednikoéw. Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze makrocyklizacja ma pozytywny wplyw na zdolno$¢ przenikania
zwiazkow peptydowych przez blony komoérkowe, poniewaz ulatwia peptydom
przyjecie odpowiedniej konformacji i umozliwia jej stabilizacj¢ dzigki powstaniu
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych [11],[12].

1.1.2. Odpornos$¢ na degradacje

Liniowe peptydy, pomimo swoich licznych zalet sa stosunkowo podatne na
degradacj¢ w wyniku hydrolizy enzymatycznej lub denaturacji. In vivo zwiazki te sa
narazone na dziatanie wielu enzyméw proteolitycznych, degradujacych wigzania
amidowe, bedacych przyczyna niskiej stabilnosci metabolicznej liniowych peptydow
[6],[13]. Ludzki genom zawiera ponad 550 gendéw kodujacych proteazy [6]. Enzymy
proteolityczne moga zostac¢ podzielone na dwie grupy: endoproteazy, hydrolizujace
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wigzania amidowe wewnatrz sekwencji peptydu lub biatka oraz egzoproteazy,
hydrolizujace wigzania pomigdzy koncowymi resztami aminokwasowymi Ww
substratach, zarowno od N-konca (aminopeptydazy), jak i C-konca
(karboksypeptydazy). Po podaniu, lek peptydowy jest narazony na degradacje przez
proteazy nie tylko w zotadku oraz jelicie cienkim, ale réwniez w osoczu krwi i
komorkach m.in. uktadu odpornos$ciowego, bogatych w proteazy. Przeszkody w
postaci enzymoéw proteolitycznych musza zostaé pokonane/ominigte, aby lek
makrocykliczny mégt dostac si¢ do swojego celu molekularnego [13]. W rezultacie
biologiczny czas poéitrwania liniowych peptydow zbudowanych z aminokwasow
biatkowych zazwyczaj jest bardzo krotki [6], co sklonito naukowcow do
poszukiwania nowych sposobow zapobiegania degradacji zwigzkoéw peptydowych.

Szybkos¢ hydrolizy enzymatycznej in vivo peptyddow moze zosta¢ zredukowana
poprzez zastosowanie szeregu roznorodnych strategii, wsrod ktorych jedng z
najbardziej obiecujacych jest makrocyklizacja [6],[13]-[15]. Zmniejszona
elastyczno$¢ makrocyklicznych peptydéw i1 przeszkody steryczne wynikajace z
obecnos$ci pier§cienia sprawiaja, ze wigzanie makrocyklicznych substratow z
miejscem aktywnym proteaz jest utrudnione. Dodatkowo cyklizacja typu ,,glowa-do-
ogona” efektywnie chroni makrocykliczne zwigzki peptydowe przed dziataniem
egzopeptydaz [15]. Przyktad skutecznego zastosowania makrocyklizacji do
zwigkszenia odpornos$ci peptydéw na hydrolize zostal przedstawiony w pracy
opisujacej wlasciwos$ci biblioteki makrocyklicznych analogdéw liniowego peptydu
bedacego agonista receptora melanokortyny 4. W badaniach tych zwigzki peptydowe
zostaly poddane inkubacji z pecherzykami wyizolowanymi z obwodki
szczoteczkowej komoérek nablonka, zawierajgcymi enzymy proteolityczne. Po 40
minutach inkubacji zaobserwowano, ze az 40% liniowego peptydu uleglo degradacji.
Cykliczne analogi przejawialy zdecydowanie wigkszg odporno$¢ na hydrolize
enzymatyczng i dopiero po 90 minutach inkubacji ich st¢zenie zmniejszyto si¢ o
zaledwie 5% [16].

Makrocyklizacja zwiazkéw peptydowych moze réwniez zwigksza¢ ich
odpornos¢ na denaturacje zwigzang z niekorzystnymi warunkami srodowiska, na
przyktad pH lub wysokiej temperatury [17],{18]. Dowodza tego badania poréwnujace
stabilno$¢ liniowego peptydu o sekwencji Arg-Gly-Asp-Phe, zawierajacego resztg
kwasu asparaginowego, podatng na degradacje chemiczna, z jego cyklicznym
odpowiednikiem. Zwiazki peptydowe byly poddawane inkubacji w 50 °C w zakresie
pH 2-12, a powstajace produkty degradacji analizowano przez zastosowanie
spektrometrii mas. W badaniach stwierdzono, ze cykliczny zwigzek peptydowy
wykazywat wigksza odpornos¢ na degradacje od zwigzku liniowego w przedziale pH
3-5, a jego odpornos¢ w przedziale pH 6-7 byta znaczaco wigksza. Czynnikiem
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odpowiedzialnym za lepsze wilasciwosci zwigzku cyklicznego byta zmniejszona
zdolnos$¢ do zmian konformacyjnych, wynikajaca z obecnosci pier§cienia [18].

Podsumowujac, makrocyklizacja zwigksza odpornos¢ peptydow na hydrolize
poprzez zwigkszenie usztywnienia fancucha peptydowego, a tym samym utrudnienie
zmian konformacji , co utrudnia dopasowanie tych zwigzkéw w centrach
katalitycznych enzymow innych niz docelowe, a tym samym chroni wigzania
amidowe przed degradacja. Z powodu utarty elastycznoSci lancucha wiazanie
makrocyklicznych zwigzkow z miejscami aktywnymi enzymoéw proteolitycznych
jest utrudnione, a cyklizacja ,,gtowa-do-ogona” skutecznie chroni ich konce przed
aktywnoscia egzoproteaz [15],[18].

1.1.3. Wplyw cyklizacji na selektywno$¢ zwigzkow peptydowych

Makrocykliczne zwigzki peptydowe charakteryzujg si¢ lepsza selektywnoscig i
powinowactwem wiazania od swoich liniowych odpowiednikdw. Podobnie jak w
przypadku odporno$ci na degradacje, wynika to z faktu, Ze sg one sztywniejsze i maja
mniejszg mozliwos¢ zmian konformacyjnych od peptydéw liniowych. Ogranicza to
mozliwo$¢ ich niespecyficznego wigzania sie. Dodatkowo, zwigzanie
makrocyklicznego peptydu z wybranym celem molekularnym jest korzystniejsze
energetyczniec pod wzgledem entropii 1 ulatwione przez  wigksze
prawdopodobienstwo, ze ze wzgledu na nizsza liczb¢ mozliwych konformaciji,
zwigzek makrocykliczny przyjmie tg optymalng do wigzania [15].

Oddziatywania PPI odgrywaja wazng role w wielu procesach biologicznych, co
sprawia, ze peptydy zdolne do wchodzenia w interakcje z powierzchnig biatek sg
obiecujacymi potencjalnymi terapeutykami, ktére moglyby hamowac¢ niekorzystne
oddzialywania pomigdzy biatkami. Makrocyklizacja zwigzkow peptydowych
umozliwia im przyjecie struktur drugorzedowych: o-helis oraz B-nici. Struktury
drugorzedowe umozliwiaja makrocyklicznym peptydom nasladowanie powierzchni
bialek wchodzacych w interakcje PPI, przez co moga si¢ wigzac si¢ z celem
molekularnym w miejscu oddziatywania z innymi biatkami lub ligandami [19],[20].

Makrocykliczne zwiazki peptydowe nasladujace P-kartki sg szczegolnie
efektywnymi i selektywnymi inhibitorami enzymow proteolitycznych, ktére czgsto
wiaza t¢ strukture drugorzgdowa w swoim miejscu aktywnym. Przyktadowo,
makrocyklizacja powodujaca przyjecie struktury B-nici przez inhibitor lub substrat
proteazy HIV-1, nalezacej do proteaz aspartylowych, wielokrotnie zwickszyta
powinowactwo ich wigzania w poréwnaniu z liniowymi odpowiednikami [21].
Selektywne makrocykliczne inhibitory zostaly opracowane rowniez dla innych
proteaz aspartylowych, proteaz serynowych i cysteinowych oraz metaloproteaz.
Zgodnie z przypuszczeniami w wyniku krystalizacji kompleksé6w makrocyklicznych
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inhibitor6w o strukturze B-nici z proteazami zaobserwowano, ze podczas gdy
lancuchy boczne reszt aminokwasowych oddziatuja z kieszeniami wigzacymi
enzymu, makrocykliczna czg$¢ inhibitora znajduje si¢ w jego miejscu aktywnym
[22].

Makrocykliczne peptydy przyjmujace drugorzedowe struktury o-helis sa
nazywane ,,usztywnionymi” peptydami (ang. stapled peptides), ze wzgledu na mostki
tworzone pomiedzy tancuchami bocznymi reszt aminokwasowych znajdujacymi si¢
na powierzchni helisy. W biatkach a-helisy stanowig az 40 % wszystkich struktur
drugorzedowych i czgsto wchodza w sktad powierzchni zaangazowanych w PPI [23].
Usztywnione peptydy zaprojektowane na bazie ligandu pozwalaja na specyficzng
inhibicje oddzialywan PPI [6],[22].

Zwigkszona selektywnos$¢ makrocyklicznych zwigzkéw peptydowych, poza
zastosowaniem odpowiednich aminokwaséw, rozpoznawanych w kieszeniach
wigzacych badanego enzymu, wynika takze ze sztywnos$ci oraz stabilnosci
konformacyjnej tych zwigzkow, ograniczajacych niespecyficzne oddzialywania.
Wigzanie makrocyklicznych peptydéw do celu molekularnego jest tez bardziej
korzystne energetycznie niz w przypadku liniowych odpowiednikow. Dodatkowo
moga przyjmowac one struktury drugorzedowe, pozwalajace na oddziatywanie nie
tylko z miejscami aktywnymi enzymoéw, ale réwniez powierzchniami
zaangazowanymi w interakcje biatko-biatko lub biatko-ligand [15],[19],[20].

1.1.4. Wplyw cyklizacji na stabilno$¢ zwiazkéw peptydowych

Jak juz zostato to wczesniej opisane, makrocyklizacja zwigzkow peptydowych

przyczynia si¢ do zwigkszenia ich odporno$ci na hydroliz¢ enzymatyczna oraz
denaturacj¢ w niesprzyjajacych warunkach s$rodowiskowych. Wynika to ze
stabilizacji konformacyjnej i1 utraty elastycznosci tancucha, co utrudnia dostgp
czynnikom degradujacym do wigzan amidowych pomiedzy resztami
aminokwasowymi w sekwencji peptydu. Dodatkowo, jesli cyklizacja peptydu
dotyczy jego koncowych reszt aminokwasowych, staje si¢ on znacznie odporniejszy
na hydroliz¢ przez egzoproteazy. W rezultacie stabilno$¢ makrocyklicznych
zwiazkow peptydowych, a w szczegdlnosci ich stabilno$¢ metaboliczna, jest lepsza
od tradycyjnych liniowych peptydéw [6],[15],[18].
Stabilno$¢ makrocyklicznych peptydow moze byé tez zwickszona poprzez
zastgpienie wystepujacych w nich mostkow disiarczkowych, tworzonych pomiedzy
dwoma resztami cysteiny i podatnych na redukcje, przez inne, silniejsze
oddziatywania, wykorzystujac do cyklizacji na przyktad reszty selenocysteiny lub
tellurocysteiny [24]



1416 M. WADRZYK, J. MISKIEWICZ, P. KASPERKIEWICZ

1.1.5. Inne czynniki wplywajace na stabilno$¢ zwiazkéw makrocyklicznych

Stabilno$¢ makrocyklicznych zwiazkéw peptydowych moze by¢ takze
zwigkszona poprzez wykorzystanie nienaturalnych lub modyfikowanych reszt
aminokwasowych. Modyfikowane reszty w sekwencji moga zosta¢ nierozpoznane
przez enzymy proteolityczne i efektywnie hamowa¢ hydrolize. Co wigcej,
wykorzystanie reszt o rozbudowanych tancuchach bocznych utrudnia niektorym
proteazom dostep do wigzania amidowego [6],[24]. Zastosowanie nienaturalnych
aminokwasow skutkuje lepszym dopasowaniem peptydu do miejsca aktywnego
docelowego enzymu i w wigkszo$ci badanych przypadkéw znacznym ograniczeniem
hydrolizy wigzan peptydowych przez inne enzymy. Dlatego tez uwaza si¢, ze
makrocyklizacja peptyddw zawierajacych nienaturalne aminokwasy moze by¢
kluczowa w projektowaniu lekow peptydowych [6],[24].

Jednym z przyktadow jest CSA, ktora oprocz duzej zdolnosci do przenikania
przez blony komorkowe, wykazuje réwniez wysoka stabilno$¢, ze wzgledu na
obecno$¢ w jej strukturze siedmiu N-metylowanych reszt, zapobiegajacych jej
hydrolizie przez enzymy. Odnotowany czas biologicznego pottrwania CSA w osoczu
krwi wynosi az sze§¢ godzin [6]. N-metylacja makrocyklicznych peptydow jest
skuteczng metoda zwigkszania ich stabilnosci jak wykazano na przyktadzie N-
metylacji  heksapeptydu stworzonego na podstawie endotelin, bedacych
bicyklicznymi peptydami, ktéra zwigkszyta jego odporno$¢ na dziatanie proteaz
okolo pigédziesigciokrotnie. Na podstawie analizy NMR stwierdzono, ze N-
metylacja utrudnia rotacje wokot wigzania amidowego i sprawia, ze peptydy
przyjmuja konformacje cis, w ktorej grupa karboksylowa wchodzaca w sktad
wigzania jest niedostepna dla karboksypeptydaz [25].

1.2. TRUDNOSCI ZWIAZANE Z BADANIAMI NAD ZWIAZKAMI
MAKROCYKLICZNYMI

Pomimo wielu obiecujacych wlasciwosci i licznych zalet, ktore czynia zwiazki
makrocykliczne interesujacymi kandydatami w réznych dziedzinach nauki i
technologii, szczegdlnie w poszukiwaniu nowych lekow, badania nad tymi
zwigzkami wigza si¢ z wieloma wyzwaniami. Praca ze zwigzkami
makrocyklicznymi, od ich projektu do syntezy, a nastepnie zastosowania, stawia
przed naukowcami szereg trudno$ci, ktore musza by¢ pokonane za pomoca
zaawansowanych metod i narzgdzi.
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1.2.1. Synteza makrocyklicznych zwigzkow peptydowych

W najprostszym ujeciu proces makrocyklizacji zachodzi dzigki reakcji dwoch
reaktywnych grup na drodze kondensacji, laktamizacji, laktonizacji, tiolaktonizacji
lub utworzenia mostka disarczkowego. Makrocyklizacja moze dotyczy¢ koncowych
grup aminowych i karboksylowych peptydéw, a takze grupy aminowej tancucha
bocznego reszty lizyny, grup karboksylowych tancuchéow bocznych reszt kwasu
glutaminowego i asparaginowego, grup hydroksylowych reszt seryny i treoniny lub
grupy sulthydrylowej reszty cystein. Podczas klasycznego procesu makrocyklizacji
zwigzkow peptydowych trzeba zmierzy¢ si¢ z szeregiem wyzwan. Przyktadowo, jesli
na C-koncu peptydu poddawanego makrocyklizacji znajdujg si¢ reszty inne niz
glicyna lub prolina moze doj$¢ do jego niepozadanej epimeryzacji [26]. Co wigcej,
podczas makrocyklizacji moze dojs¢ do powstawania niechcianych produktow
ubocznych na skutek zajscia niekontrolowanych wewnatrzczasteczkowych reakc;ji.
Makrocyklizacja jest rowniez utrudniona, jesli w liniowym prekursorze nie
wystepuje zaden element powodujacy jego skret, a C- i N-konce peptydu sg zbyt
oddalone od siebie. Dodatkowo makrocykliczne zwigzki peptydowe moga mieé
ograniczong rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach uzywanych do reakeji [7].

Konwencjonalne podej$cie do makrocyklizacji wymaga otrzymania liniowego
prekursora, w ktérym jedynymi wolnymi grupami sa grupy ulegajace cyklizacji.
Podczas syntezy uzywa si¢ wigc peptydow, ktdrych reaktywne grupy tancuchow
bocznych s3 zablokowane chemicznie. Takie podejscie ma jednak swoje wady,
skutkujace niska efektywno$cig syntezy, zalezaca w duzej mierze od sekwencji
danego produktu. Aby unikngé powstawania oligomerycznych produktow
ubocznych reakcja musi by¢ prowadzona w duzym rozcienczeniu. Aktywowana C-
koncowa grupa karboksylowa jest podatna na epimeryzacje, co sprawia, ze w wyniku
reakcji powstaje para epimerow. Dodatkowo, jezeli liniowy prekursor nie jest
rozpuszczalny w wybranym do makrocyklizacji rozpuszczalniku, reakcja ta nie
zajdzie. Czg$¢ z tych probleméw moze by¢ rozwigzana poprzez zastosowanie
procesu cyklizacji na podtozu statym. Immobilizacja liniowego prekursora zmniejsza
prawdopodobienstwo zachodzenia wewnatrzczasteczkowych reakcji ubocznych.
Wykorzystanie podtoza statego do cyklizacji nie eliminuje jednak problemu z
epimeryzacjag C-koncowej grupy karboksylowej. Opisane problemy zwigzane z
konwencjonalng makrocyklizacja zwigzkow peptydowych mogg zostaé rozwigzane
poprzez zastosowanie nowoczesnych metod chemoselektywnej ligacji lub ligacji
wspomaganej enzymatycznie, lecz te metody réwniez wiaza si¢ z pewnymi
ograniczeniami [7].
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1.2.2. Immunogenno$¢ zwiazkow makrocyklicznych

Immunogennos¢ jest zjawiskiem, w ktorym na skutek podania leku dochodzi do
produkcji przeciwciat skierowanych przeciwko lekowi (ang. anti-drug antibodies,
ADAs), mogacych wchodzi¢ w interakcje z terapeutykiem lub neutralizowac jego
dziatanie. ADASs sa produkowane przez limfocyty B na skutek aktywacji zaleznej lub
niezaleznej od limfocytow T. Sciezka niezalezna od limfocytow T wymaga
wystgpienia w terapeutyku sygnatow strukturalnych, takich jak polimeryczne
powtorzenia, mogacych aktywowa¢ limfocyty B. Sciezka zalezna od limfocytow T
rozpoczyna si¢ od zwigzania peptydowych epitopow przez zespot biatek gtownego
uktad zgodnosci tkankowej klasy II - MHC 11 (ang. major histocompatibility complex
class II) na powierzchni komorek prezentujacych antygeny. Kompleks ten jest
nastepnie rozpoznawany przez limfocyty T, uwalniajace cytokiny aktywujace
limfocyty B [27]. Immunogenno$¢ ma wplyw nie tylko na mozliwg efektywnosé
podanego leku, ale moze powodowaé pewne reakcje organizmu, stanowigce
zagrozenie dla pacjenta. Obecno$¢ ADAs moze skutkowac wystapieniem anafilaks;ji,
czyli ciezkiej reakcji alergicznej, zespotu uwolnienia cytokin powodujgcego rozwoj
ogolnoustrojowego stanu zapalnego organizmu lub szeregu niekorzystnych reakcji
na infuzje [28]. Ryzyko wystgpienia immunogennosci zalezy od czynnikow
zwigzanych z lekiem, takich jak jego pochodzenie, struktura oraz rozmiar, a rowniez
czynnikéw zwigzanych z pacjentem, na przyktad historii reakcji alergicznych oraz
uwarunkowania genetycznego [28],[29].

Zwiazki peptydowe sg w stanie wywola¢ immunogenno$¢, niezaleznie od tego
czy sa liniowe czy cykliczne. Makrocykliczne zwigzki peptydowe mogg mieé
roOwniez negatywny wplyw na stan watroby pacjenta, jesli ulegaja one hydrolizie
przez enzymy zawarte w tym narzadzie, podczas gdy liniowe peptydy sg rzadko przez
nig metabolizowane. Dodatkowo, makrocykliczne peptydy moga nicoczekiwanie
oddzialywac z niektérymi transporterami oraz enzymami cytochromu P450 [29].

Zgodnie z rekomendacja FDA (ang. Food and Drug Administration) w celu
ograniczenia immunogennosci zwiazkow peptydowych, a w tym makrocyklicznych
zwiazkow peptydowych, dhlugosé ich sekwencji nie powinna przekracza¢ o§miu reszt
aminokwasowych [29].
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Zwigkszona stabilnos¢
Wigksza odpornosé na hydrolize
Lepsza biodostepnosé
Zwigkszona selektywnos¢
Trudna synteza

Zwigkszone ryzyko immunogennosci

Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy zalety oraz trudno$ci zwiazane z badaniami nad zwigzkami
makrocyklicznymi. Przygotowane przy pomocy PowerPoint.

Figure 2. Scheme presenting benefits and drawbacks associated with macrocyclic compounds studies.
Created with PowerPoint.

2. ZASTOSOWANIE ZWIAZKOW MAKROCYKLICZNYCH W
MEDYCYNIE

2.1. MAKROCYKLICZNE LEKI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE

W zwiazku z rozwijajaca si¢ lekoopornoscig drobnoustrojow znacznie wzrosto
zainteresowanie opracowywaniem nowych MCPs, szczegdlnie w oparciu o zwigzki
pochodzenia naturalnego. Tylko w 2023 roku FDA zatwierdzita trzy zwigzki MCPs
w tym rezafunging, nalezaca do grupy echinokandyn, ktore sg inhibitorami syntazy
1,3-B- glukanu wykorzystywanej przez grzyby do tworzenia $ciany komoérkowej, a
wiec niezbednego elementu umozliwiajgcego utworzenie w pelni funkcjonalnej
komorki. Rezafungina jest potsyntetycznym lekiem lipopeptydowym, ktory w
strukturze chemicznej posiada pierScien oraz N-acylolipidowy tancuch boczny,
kluczowy dla wlasciwosci przeciwgrzybiczych. Czgsteczka ta jest stosowana w
przypadku kandydemii oraz inwazyjnej kandydozy. Ponadto prowadzone s3 badania
kliniczne III fazy, w zakresie prewencyjnego stosowania tego leku wobec grzybow
Candida sp., Aspergillus sp. oraz Pneumocystis sp. u 0s6b poddawanych transfuzjom
krwi oraz transplantacji szpiku kostnego. Podobnie jak rezafungina do grupy
echinokandyn nalezy kaspofungina, w ktorej cyklizacja nastgpita poprzez utworzenie
wigzania amidowego pomi¢dzy tancuchem bocznym pierwszej N-koncowej reszty
Lys oraz C-koncem tancucha peptydowego [30]. Takie wigzanie chemiczne znajduje
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si¢ m.in.: w mykafuginie, anidulafuginie oraz jej analogach echinokandynie D oraz
echinokandynie B. Podstawowa roznica w budowie tych zwigzkéw chemicznych
wynika z réznego podstawienia fragmentu lipofilowego, a takze modyfikacji grup
hydroksylowych [31]-[34].

Zastosowanie w strukturze chemicznej pier§cienia depsipeptydowego, a wigc z
co najmniej jedng substytucja wigzania peptydowego na wigzanie estrowe jest
powszechnie wystepujacych modyfikacja w zwigzkach makrocyklicznych. Taka
koncepcje tworzenia zwigzkow makrocyklicznych mozna zaobserwowadé w
antybiotykach, ktorych przyktadami sg daptomycyna, a takze streptograminy takie
jak chinuprystyna oraz prystynamycyna [A. Cechg wsp6lng tych trzech czasteczek
jest rowniez zastosowanie nienaturalnych reszt aminokwasowych, ktére pozytywnie
wplywaja na parametry farmakokinetyczne, poprzez zwigkszenie odpornosci na
proteolize [35]. Streptograminy wykazuja synergistyczne dziatanie poprzez
jednoczesne zastosowanie dwoch grup tych zwigzkéw tj. wielonienasyconych
makrolaktamow oraz cyklicznych heksadepsipeptydow. Streptograminy s3
wykorzystywane jako  bakteriostatyki oraz zwigzki o wiasciwosciach
bakteriobdjczych kierowane na bakterie Gram-dodatnie (Gram (+)) [36]. Wigzanie
depsipeptydowe wystepuje rowniez w enniatynach, ktére sg mykotoksynami
stanowigcych antybiotyki jonoforowe, a doktadniej jonofory naturalne [37].

Wazna grupa antybiotykow z punktu widzenia przeciwdziatania lekoopornosci
bakterii Gram (+) sg antybiotyki nalezace do glikopeptydow. Najlepiej poznanym i
od lat stosowanym antybiotykiem z tej grupy jest heptapeptyd — wankomycyna. W
strukturze chemicznej tego peptydu znajdujg si¢ liczne aromatyczne tancuchy
boczne, ktore nadajg mu charakterystyczne wlasciwosci chemiczne i umozliwiajg
stworzenie systemu trzech pierscieni makrocyklicznych. Dodatkowo do zwigzku
chemicznego poprzez wigzanie O-glikozydowe jest przytaczony disacharyd [38]. W
grupie antybiotykéw glikopeptydowych znajduje si¢ rowniez teikoplanina.
Antybiotyk ten jest pod wzgledem struktury chemicznej podobny do wankomycyny,
jednak charakteryzuje si¢ czterema systemami makrocyklicznymi, a takze zamiast
disacharydu posiada mannoze oraz N-acetyloglukozoaming [39]. Lek ten jest
wykorzystywany w postaci mieszaniny analogow réznigcych sie diugoscig oraz
iloscig rozgalezien tancucha alifatycznego [40]. W najnowszych badaniach nad
nowymi strukturami, majacymi potencjalne zastosowanie jako antybiotyki,
poszukuje si¢ analogdw wankomycyny oraz teikoplaniny. W 2015 roku do uzytku
zostal zatwierdzony polsyntetyczny antybiotyk o nazwie orytawancyna, ktora
podobnie do wankomycyny zawiera trzy makrocykle, jednak posiada dodatkowe
wigzanie O-glikozydowe, a takze zmodyfikowany disacharyd [41]. Ponadto, w
projektowaniu antybiotykéw makrocyklicznych wykorzystuje si¢ czasteczki bedace
heterodimerycznymi koniugatami, ktorych przyktadem jest cefilawancyna, ztozona
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z cefalosporyny oraz glikopeptydu [42]. Obecnie wykorzystywanym analogiem
teikoplaniny jest dalbawancyna, zawierajaca dtugi lipofilowy tancuch boczny, ktory
m.in. wzmacnia wigzanie czasteczki do blony komoérkowej bakterii, a takze posiada
amidowang grup¢ karboksylowa tancucha bocznego, ktora zwicksza aktywno$é
zwigzku przeciwko bakteriom Staphylococcus sp. [43],[44].

W poszukiwaniach nowych antybiotykow skierowanych przeciwko bakteriom
Gram-ujemnym (Gram(-)) podjeto probe optymalizacji struktury chemicznej
arylomycyn, ktore sg inhibitorami bakteryjnej peptydazy sygnatowej. W chemiczne;j
budowie tych antybiotykéw mozna wyrézni¢ makrocykliczny peptyd ztozony z
trzech reszt aminokwasowych, a ich struktura wykazuje podobienstwo do
antybiotykow  glikopeptydowych dzigki obecnosci strukturalnego motywu
biarylowego w makrocyklu. [45]. Smith P.A wraz z zespotem opracowali
syntetyczny analog arylomycyny o nazwie GO775, ktory charakteryzuje silne
dzialanie przeciwko niektorym wielolekoopornym bakteriom Gram-ujemnym.
Optymalizacja struktury chemicznej zwigzku polegata na wprowadzeniu dodatkowej
reszty 2-aminoacetonitrylu, ktéra stanowi elektrofilowy element reagujacy z
katalityczng reszta seryny celu terapeutycznego. Zmiana ta zwigkszyla aktywnosé
czasteczki wzgledem m.in. Escherichia coli. Wzrost aktywnosci osiggnicto roéwniez
poprzez modyfikacje grup fenolowych w pierScieniu makrocyklicznym. Ponadto
modyfikacji zostal poddany N-koncowy fragment lipopeptydowy [46]. W 2024 roku
zaproponowano nowy analog zwigzku G0775, ktéry charakteryzuje szersze spektrum
dziatania wzgledem bakterii Gram (-) oraz lepsze wlasciwosci farmakokinetyczne.
W  zaprojektowanej czasteczce wprowadzono wigzanie disiarczkowe na N-
koncowym fragmencie lipopeptydowym, w poréwnaniu do GO775 [47].

Innym niedawno odkrytym naturalnym antybiotykiem interesujacym pod
wzgledem poszukiwania nowych czasteczek przeciwdrobnoustrojowych jest
lugdunina. Czagsteczka ta wykazuje aktywnos$¢ przeciwko szczepom Staphylococcus
aureus opornym na metycyline. Legdunina jest cyklopeptydem tiazolidynowym, w
ktoérym naprzemienne wystepowanie D- oraz L-aminokwasoéw, obecnos¢ tryptofanu
i leucyny, a takze niepodstawiony pierscien tiazolidyny sa niezbgdne dla utrzymania
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Optymalizacja struktury chemicznej poprzez
substytucje D-waliny w pozycji szostej na D-tryptofan, umozliwita otrzymanie
czasteczki chemicznej o dwukrotnie wyzszej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j
kierowanej na Staphylococcus aureus [48].

Zwiazki makrocykliczne stanowig obiecujacg grupe antybiotykéw, ktore dzieki
swojej ztozonej strukturze, jak wskazano w powyzszych przyktadach, precyzyjnie
oddziatujg z celami bakteryjnymi. Makrocykliczne antybiotyki charakteryzuja sig
duza skutecznoscig wobec bakterii zar6wno Gram (+) jak i Gram (-), a takze wobec
bakterii opornych na tradycyjne antybiotyki, co czyni t¢ grupe zwiazkow wartoscio-
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wym narzgdziem w walce z trudnymi do leczenia infekcjami poprzez blokowanie
kluczowych funkcji bakteryjnych. Do makrocyklicznych antybiotykow zaliczamy
zarowno naturalne zwiazki, jak i poisyntetyczne pochodne, ktére sa obecnie
intensywnie badane i rozwijane przez zespoty badawcze na calym $wiecie.
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Rysunek 3. Przyktady makrocyklicznych peptydowych antybiotykow. Przygotowane w programie
ChemDraw na podstawie struktur SMILES z PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
Figure 3. Examples of macrocycle peptide antibiotics. Created with ChemDraw based on SMILES
structures from PubChem (https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
2.2. MAKROCYKLICZNE LEKI PRZECIWNOWOTWOROWE
Zwiazki makrocykliczne znalazly rowniez zastosowanie jako leki
przeciwnowotworowe. Jednym z powszechnie wykorzystywanych celow

terapeutycznych w immunoterapii nowotworow jest szlak sygnalizacyjny PD1/PDL-
1 (receptor programowanej $mierci 1, ang. programmed death receptor 1, PD-1).
Oddziatywanie liganda z punktem kontrolnym uktadu
odpornosciowego. PDL-1 nadeksprymowany przez komdrki nowotworowe
oddzialuje z receptorem PDI1 sic na komorkach uktadu
odpornosciowego, prowadzac do wyciszenia odpowiedzi immunologicznej, a tym
samym do progresji nowotworu [49]. W konteks$cie hamowania tej sygnalizacji
rozwijane jest podejécie tworzenia antagonistow oddzialywania PD1/PDL-1. W tym
celu zostal stworzony panel MCPs, ktore wiaza si¢ do liganda PDL-1. Projektowanie
inhibitorow zaburzajacych oddzialywanie PD1/PDL-1 wykorzystuje wigzania tioes-

receptorem  jest

znajdujacym
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trowe do tworzenia MCPs, a dodatkowo w strukturze chemicznej tych zwigzkoéw
stosowane s3 liczne modyfikacje polegajace np.: na N-alkilowaniu reszt
aminokwasowych, wlaczaniu rozbudowanych cyklicznych czasteczek chemicznych,
a takze przylaczaniu dlugich alifatycznych kwasow karboksylowych [50]. Zostato
wyrdznionych i opatentowanych kilka ogdlnych struktur chemicznych MCPs jako
inhibitoréw oddziatywania PD1/PDL-1. Jednym z przyktadow jest grupa zwigzkow
oparta na czgsteczce BMT-1, a drugim grupa bazujaca na zwigzku chemicznym
BMT-2. Pierwsza czasteczka posiada w pozycji R3 atom wodoru, tworzac grupe
kwasu karboksylowego, natomiast druga w tej samej pozycji zawiera grupg
metylowg tworzac ester metylowy (Rys. 4). Dodatkowo w strukturze tych zwigzkow
modyfikowane byly pozycje R1 i R2 poprzez wprowadzanie fragmentéw
alifatycznych lub aromatycznych. Przebadano réwniez panel zwiazkoéw, w ktorych
pomigdzy pozycjami R1 oraz R2 wytworzone zostalo wigzanie peptydowe, a
modyfikacjom zostala poddana pozycja R1. W wyniku szeregu optymalizacji
struktury  chemicznej tych zwigzkéw otrzymano zwigzek chemiczny
charakteryzujacy si¢ bardzo dobrym oddziatywaniem na poziomie nanomolarnym
(IC50 wynoszacym 0,58 nM) (Rys. 4) [51].

Inhibitor PDL-1, ICg,=0,58nM BMT-1: R3=H, R1,R2=H
BMT-2: R3 =CHjs, R1, R2=H

Rysunek 4. Struktury chemiczne czgsteczek opatentowanych przez firme¢ Bristol Myers Squibb (BMT-1,
BMT-2) oraz zoptymalizowana struktura chemiczna potencjalnego inhibitora PDL-1.
Przygotowane w programie ChemDraw na podstawie [51].

Figure 4. Patented molecule chemical structures by Bristol Myers Squibb (BMT-1, BMT-2) and
optimized chemical structure of PDL-1 inhibitor. Created with ChemDraw based on [51].
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Kolejna opatentowana struktura ogoélna MCP o wlasciwosciach
przeciwnowotworowych zawiera w makrocyklu tacznik N'-acylohydrazydowy, ale
modyfikacjom poddawano réwniez lancuchy boczne reszt aminokwasowych.
Najlepsze uzyskane czasteczki chemiczne charakteryzowaly si¢ warto$cig 1C50
wynoszaca od InM do 10nM [51]. Obecnie MCPs objete ochrong patentowa
stanowia glowny punkt wyjScia w poszukiwaniu silniejszych inhibitorow
oddziatywania PD1/PDL-1. Przyktadowo, Miao Q. wraz z zespotem podjeli probe
optymalizacji struktury chemicznej opatentowanej przez firme Bristol Myers Squibb,
wykorzystujac techniki modelowania molekularnego. W wyniku przeprowadzonych
symulacji uzyskali czasteczke chemiczng, ktéora wykazata aktywnosé
przeciwnowotworowg in vivo w mysim modelu nowotworu jelita grubego [52].

Komorki nowotworowe wyksztalcity takze inne mechanizmy unikania $§mierci
komoérkowe;j, takie jak zwigkszona ekspresja inhibitora apoptozy zwigzanego z
chromosomem X (ang. X-linked inhibitor of apoptosis, XIAP). W 2015 roku
opracowano czgsteczke bedaca antagonista XIAP o strukturze makrocyklicznej. Ta
czasteczka chemiczna charakteryzuje si¢ wystgpowaniem dimerycznych makrocykli,
ktére zostaly utworzone przez dwa taczniki triazolowe. Zwiagzek ten wykazywat
wlasciwosci przeciwnowotworowe w badaniach z wykorzystaniem ksenograftow
nowotworu piersi oraz czerniaka [53].

W projektowaniu lekéw przeciwnowotworowych czesto jako cele terapeutyczne
wybierane sg receptory zaangazowane w wigzanie bialek chemoatrakcyjnych.
Przyktadem takiego leku jest motixafortide, inhibitor przeciwnowotworowy
dzialajacy na receptor chemokiny CXCR4, ktéry wystepuje pod komercyjng nazwa
APHEXDA™ (Rys. 5). Jest to lek syntetyczny, w ktorego sktad wchodzi czternascie
reszt aminokwasowych, a cyklizacja zostala uzyskana poprzez wprowadzenie
wigzania disiarczkowego. Lek zostat dopuszczony do uzytku u pacjentdéw, u ktorych
rozwinat si¢ szpiczak mnogi. Inhibicja receptora chemokiny CXCR4 prowadzi do
uwalniania chematopoetycznych komorek macierzystych (ang. chematopoetic steam
cells, HSCs) ze szpiku kostnego do krwi, ktdra nastgpnie jest autologicznie
przeszczepiana pacjentom z nowotworem. Badania bedace w trzeciej fazie badan
klinicznych wykazaly, ze poza niewatpliwg aktywnoS$cig przeciwnowotworowa
stosowane tacznie motixafortid (Rys. 5) wraz z ludzkim czynnikiem wzrostu
granulocytow sg bezpieczne oraz dobrze tolerowane przez pacjentow [54].
Skuteczno$¢ oraz bezpieczenstwo stosowania motixafortidu sg weryfikowane
rowniez w przypadku innych choréb takich jak nowotwor przetyku, trzustki, zotgdka,
a takze nowotwory krwi [55]. Poza wymienionymi zwigzkami, selektywnym
antagonistg receptora CXCR4 jest rowniez LY2510924 (Rys. 5), ktory stanowi mata
czasteczke cyklooktapeptydowa, z nienaturalnymi resztami aminokwasowymi, o
strukturze cyclo[Phe-Tyr-Lys(iPr)-D-Arg-2-Nal-Gly-D-Glu]-Lys(iPr)-NHo.
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Wykazano, ze ten zwigzek chemiczny posiada potencjat do inhibicji przerzutow
w eksperymentalnym modelu raka piersi, a obecnie jest rowniez oceniany pod katem
zastosowania w leczeniu nowotworéw hematologicznych, raka pluc oraz
przerzutowych guzow nowotworowych do nerek [46—49].

Innym przyktadem jest praca zespotu Menhaji-Klotz, w ktorej przedstawili
racjonalne podejscie do projektowania MCPs ukierunkowanego na receptor
chemokiny CXCR7, ktory odgrywa role w transmigracji komorek nowotworowych
przez $rodbtonek. Zaproponowana przez autorow czasteczka chemiczna, to peptydo-
peptoid. Wprowadzenie modyfikacji, ktére doprowadzilo do uzyskania
peptydomimetyku, znaczaco przyczynito si¢ do zwigkszenia stabilnosci
metabolicznej oraz przepuszczalno$ci przez btony biologiczne [60].

Innym celem terapeutycznym, be¢dacym przedmiotem zainteresowania w
kontekscie projektowania makrocyklicznych inhibitorow o wiasciwosciach
przeciwnowotworowych jest grupa enzymow translokacji dziesi¢é- jedenascie (ang.
ten-eleven translocation enzymes, TET), bioragcych udziat w modyfikacji kwasu
deoksyrybonukleinowego. Enzymy te sg brane pod uwage szczeg6lnie w przypadku
badan nad nowotworami hematologicznymi [61]. W jednym z badan zaproponowano
makrocykliczny zwigzek o wlasciwos$ciach przeciwnowotworowych, majacy na celu
oddzialywanie z TET1, w ktorym cyklizacja zachodzi poprzez wigzanie tioestrowe
[62].

Makrocykliczne peptydy maja réwniez potencjat do peinienia roli prolekoéw
zdolnych do pokonywania bariery krew-moézg, co otwiera nowe mozliwosci w
leczeniu trudnych do terapii schorzen, takich jak nowotwory mdzgu czy choroby
neurodegeneracyjne. Ich zdolno$¢ do przenikania do os$rodkowego uktadu
nerwowego moze znaczaco zwigkszy¢ skutecznos$¢ terapii, umozliwiajgc dotarcie
lekow do miejsc, ktére dotychczas byly trudne do osiagniecia przy uzyciu
konwencjonalnych metod leczenia. Dzigki temu makrocykliczne peptydy stanowia
obiecujacy kierunek badan nad nowymi strategiami terapeutycznymi.

Przyktadem czasteczki chemicznej o wskazanych wlasciwosciach jest largazol
(Rys. 5), ktorego aktywno$¢ byta badana w glejaku wielopostaciowym. W strukturze
chemicznej largazolu znajduje si¢ wiazanie tioestrowe, ktore jest hydrolizowane
prowadzac do utworzenia tiolu largazolu, ktory jest najsilniejszym naturalnym i
selektywnym inhibitorem 1 klasy deacetylazy histonéw. Largazol jest
depsipeptydowym prolekiem o dzialaniu antyproliferacyjnym, ktére zostato
potwierdzone na wielu liniach komérek nowotworowych, w tym na liniach raka
piersi [63]. Bioragc pod uwage obiecujace wilasciwosci largazolu, rozpoczgto
poszukiwania jego analogéw, ktore moglyby sta¢ si¢ skutecznymi lekami
przeciwnowotworowymi. Jedne z pierwszych modyfikacji wprowadzanych w
strukturze chemicznej largazolu obejmowaly wymiang fragmentu reaktywnego
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odpowiedzialnego za tworzenie wigzania kowalencyjnego z docelowa deacetylazg
histonow. Co wigcej, w celu optymalizacji struktury czasteczki podejmowano
roéwniez proby wymiany reszty waliny w rdzeniu makrocyklicznym na inne reszt
aminokwasowe, a takze modyfikowano fragment tiazolowo-tiazolinowy [64].
Podczas innych badan nad optymalizacja tego zwigzku chemicznego zaproponowano
podejscie obejmujace wykorzystanie largazolu jako donora tlenku azotu, gdyz
aktywacja hydrolityczna analogéw largazolu z przytaczonymi grupami nitrowymi
prowadzi do uwolnienia tiolu largazolu oraz tlenku azotu. W badaniach in vitro
przeprowadzonych na liniach komoérkowych U-20S, Caco-2 oraz IRM-32 wykazano
synergistyczne dziatanie przeciwnowotworowe nowych analogdw proleku
zawierajacych jedng lub dwie grupy nitrowe w poréwnaniu do niezmodyfikowanego
largazolu [65]. Dane literaturowe sugerujg, ze modyfikacje fragmentu tiazolowo-
tiazolinowego w makrocyklicznej strukturze largazolu moga potencjalnie prowadzi¢
do uzyskania silnych i selektywnych inhibitoréw o dziataniu przeciwnowotworowym
[64]. Obecnie w badaniach klinicznych znajduje si¢ analog largazolu OKI-179, w
ktorym zmodyfikowano pierScieniowy fragment makrocykliczny largazolu, a takze
wprowadzono optymalizacj¢ umozliwiajacg otrzymywanie tego analogu w postaci
soli, utatwiajagc wchtanianie proleku przy podaniu doustnym [66]. Oprocz largazolu
inhibitorem depsipeptydowym deacetylaz histonow sg tetrapeptydy takie jak
trapoksyna A oraz HC Toxin, a takze pentapeptyd romidepsyna (Rys. 5), stosowana
w leczeniu skoérnego chiloniaka T-komorkowego. Narzedzia modelowania
molekularnego wskazujg réwniez, ze projektowanie inhibitoréw dla deacetylazy
histonow 6 moze by¢ oparte o strukture makrocyklicznych oktapeptydoéw. Ich
potencjalne zastosowanie wynika z oddzialywania mimikujacego wigzanie
substratow biatkowych przez enzym [67].

Warto réwniez zaznaczy¢, ze istotng grupa zwiazkéw makrocyklicznych o
potencjale przeciwnowotworowym sg cyklotydy, bedace minibiatkami pochodzenia
ro§linnego. Wyrdzniono trzy rodziny tych zwiazkow: 1) Moebius, w ktorych w
strukturze wystepuje cis prolina, 2) bransoletkowe (ang. bracelet), w ktoérych
wszystkie reszty aminokwasowe sa w konformacji trans, 3) cykliczne inhibitory
trypsyny, ktore wystepuja w Mamordica spp. [68]. W strukturze chemicznej
cyklotydow znajduje si¢ okoto trzydziesci reszt aminokwasowych, a cyklizacja
nastgpuje w wyniku utworzenia wigzania amidowego migdzy N-koncowa grupa
aminowg i C-koncowa grupa karboksylowa peptydu. Ponadto cyklotydy zawieraja
motyw cyklicznego wezta cystynowego (ang. cyclic cystine knot, CCK), ktory
tworzy petle peptydowe za pomocg trzech wigzan disiarczkowych (Cysl-Cys4,
Cys2-Cys5, Cys3-Cys6) (Rys. 6)[69]. Wysoce zdefiniowana struktura
trzeciorzedowa cyklotydéw wptywa na ich unikatowg aktywnos$¢ biologiczng, a
takze stabilno$¢. Jednym z najwczesniej odkrytych cyklotydow jest kalata B1 (cyclo-
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(GLPVCGETCVGGTCNTPGCTCSWPVCTRN)), ktéora miedzy innymi hamuje
wzrost oraz rozwoj larw Helicoverpa punctigera, co wskazuje na jej dziatanie
owadobojcze [70]. Niemniej jednak znajdujacy si¢ motyw cystynowy w kalacie B1,
a takze cyklicznych inhibitorach trypsyny sa stosowane jako rdzen dla epitopow
peptydowych o potencjalnym zastosowaniu w terapiach przeciwnowotworowych
(Rys. 6) [71].
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Rysunek 5. Przyktady makrocyklicznych peptydowych czasteczek o potencjale przeciwnowotworowym.
Przygotowane w programie ChemDraw na podstawie struktur SMILES z PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Figure 5. Examples of macrocycle peptide compounds with potential anticancer activity. Created with
ChemDraw based on SMILES structures from PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Wykorzystanie tego podej$cia poprawia przepuszczalno$§¢ przez blony
komoérkowe aktywnych peptydow oraz epitopdéw wprowadzonych do petli
tworzonych przez motyw CCK, a takze chroni przed proteoliza
wewnatrzkomorkowa, przyczyniajac si¢ do wickszej biodostepnosci. Takie podejscie
bylo stosowane migdzy innymi w przypadku tworzenia czasteczek hamujacych
angiogenezg guzow nowotworowych poprzez wprowadzenie do CCK sekwencji
bogatej w argining [72]. Potencjat przeciwnowotworowy cyklodydow byt rowniez
badany pod wzgledem ich aktywnosci immunomodulujacej. Przyktadem jest caripe
8 (cyclo-GVIPCGESCVFIPCI-TAAIGCSCKKKVCYRN) izolowany z Carapichea
ipecacuanha, ktory zwieksza aktywno$¢ cytotoksyczng dla komodrek naturalnych
zabojcow (NK, ang. natural killer) uktadu odpornosciowego. Inkubacja cyklotydu z
komoérkami NK powodowata ich wigkszag degranulacje, a takze podwyzszona
ekspresj¢ interferonu-gamma. Ponadto, caripe 8 wykazuje bezposrednie dziatanie
toksyczne na komorki nowotworowe w badaniach in vitro. Nalezy rowniez zwrocié
uwage, ze w izolowanych ekstraktach roslinnych, oprocz carpie 8, zidentyfikowano
kilka zwigzkéw homologicznych, réznigcych si¢ sekwencja reszt aminokwasowych
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w petlach wewnatrzcystynowych, co w znacznym stopniu definiowato ich aktywno$¢
biologiczna [73]. Cyklotydy pochodzace miedzy innymi z Oldenlandia affinis,
charakteryzujg si¢ odporno$cia na proteolize in vitro, wysoka temperature oraz niskie
pH $rodowiska, dajac nowe mozliwosci tworzenia terapii przeciwnowotworowych
[71].

Peptyd o aktywnosci biologicznej
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Rysunek 6.  Schemat przedstawia ide¢ projektowania lekow przeciwnowotworowych z wykorzystaniem
motywu wezta cystynowego. Na schemacie wyrézniono konserwatywne reszty cysteinowe
uczestniczace w tworzeniu wigzan disiarczkowych. Przygotowano na podstawie [72] w
programie BioRender.

Figure 6. Scheme presents the idea of the anticancer drug design based on cyclic cystine knot . There are
marked conserved cysteine residues, that crate disulfide bonds. Created with BioRender based
on [72].

2.3. MAKROCYKLICZNE LEKI HORMONALNE — ANALOGI INSULINY I
SOMATOSTATYNY

Peptydy makrocykliczne odgrywaja coraz wicksza role w rozwoju lekoéw
hormonalnych, gltéwnie ze wzgledu na opisang wczesniej odporno$¢ na
enzymatyczng degradacje. Dzicki temu peptydy makrocykliczne moga dhuzej
utrzymywac si¢ w organizmie, co jest kluczowe w terapii hormonalne;j. Ich zdolno$é¢
do precyzyjnego wigzania si¢ z receptorami hormonalnymi umozliwia skuteczng
regulacje procesow biologicznych, takich jak kontrola poziomu glukozy we krwi czy
modulacja funkcji uktadu rozrodczego. W literaturze opisanych jest wiele
makrocyklicznych zwiazkow bedacych lekami hormonalnymi lub kandydatami na
leki. Przyktadem takiego zastosowania jest somatostatyna (Rys. 7), ktora jest
naturalnym cyklicznym hormonem, ktory wystepuje w dwoch biologicznie aktyw-
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nych formach, jako somatostatyna-14, zbudowana 2z czternastu reszt
aminokwasowych, oraz somatostatyna-28 ztozona z 28 reszt aminokwasowych. Jej
rolg biologiczna jest kontrola uwalniania hormonu wzrostu, enzymow trzustkowych,
a takze regulacja wydzielania hormonéw tarczycy. Receptory oddziatujace z
somatostatyng sa istotnym celem terapeutycznym ze wzgledu na szeroki zakres
dziatania biologicznego tego hormonu [74].

Aby zaprojektowa¢ makrocykliczne czasteczki bedgce analogami hormonow do
zastosowan klinicznych, kluczowe bylo zmniejszenie rozmiaru tych czasteczek,
wydhuzenie ich czasu poltrwania w organizmie oraz poprawa selektywnos$ci
oddzialywania z receptorami. [75]. Liczne badania doprowadzity do uzyskania
obiecujacych czasteczek 1 obecnie w klinicznym uzyciu znajdujg si¢ dwa syntetyczne
analogi somatostatyny: oktreotyd oraz lanreotyd, ktore sa ukierunkowane na
pojedynczy receptor (ang. single-receptor-targeted somatostatin analogs), a takze
analog drugiej generacji o szerszym spektrum dziatania — pasyreotyd. [76]. Oktreotyd
(Rys. 7) to oktapeptyd powstaly przez wigzanie disiarczkowe. Kluczowym
aminokwasem wptywajacym na aktywnos¢ tego analogu jest D-tyrozyna, natomiast
C-koncowy aminoalkohol ma znaczenie dla zwigkszenia odpornosci na degradacje
metaboliczng czgsteczki chemicznej [75]. Lanreotyd, podobnie jak oktreotyd, jest
cyklicznym oktapeptydem z tym, ze posiada w strukturze substytucje D-
fenyloalaniny na nienaturalng 2-naftylo-D-alaning. Z kolei pasyreodyd jest
zbudowany =z szeSciu reszt aminokwasowych 1, w przeciwienstwie do
makrocyklicznych lekoéw pierwszej generacji, nie posiada w strukturze mostka
disiarczkowego. Zastosowano w nim natomiast cyklizacj¢ ,,glowa-do-glowy” [77].

Projektowanie analogéw somatostatyny wigzato si¢ z duzym wyzwaniem, jakim
byto uzyskanie zwigzkéw o wydtuzonym czasie pottrwania. Po wielu badaniach
udato si¢ jednak wprowadzi¢ na rynek farmaceutyczny nowe formulacje oktreotydu
i lanreotydu, ktéore umozliwiajg stopniowe i dlugotrwate uwalnianie leku, co
znaczaco poprawia skuteczno$¢ terapii [78]. Jednym z przykladéw udanych
optymalizacji jest kompleks oktreotydu, ktéry w potaczeniu z mikrosferami
karboksymetylocelulozowymi podawany jest domigesniowo lub w formie roztworu
lipidowego. Do innych rozwigzan, jakie obecnie sa proponowane, a takze
intensywnie badane, zaliczana jest enkapsulacja analogow somatostatyny w celu
doustnej aplikacji leku, a takze stosowanie preparatow hydrozelowych, ktore
stanowilby implanty podskorne o ograniczonym uwalnianiu zwiazkow [79].

W odpowiedzi na zapotrzebowanie na lek o mniejszym dziataniu supresyjnym
na aktywnos¢ insuliny w innych badaniach zaproponowano analog somatoprim,
ktory, podobnie jak okreotyd, moze by¢ dodatkowo stosowany w leczeniu
akromegalii [80]. Majac na celu zoptymalizowanie terapii na t¢ chorobg opracowana
zostata nowa klasa chimerycznych czasteczek zwanych dopastatynami, ktore lacza
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analogi somatostatny oraz agonistéw dopaminy. Stosowanie takich koniugatow
znaczaco wzmocnilo efekt hamowania wydzielania hormonu wzrostu [81].
Dodatkowo badania z wykorzystaniem dopastatyny TBR-760 wskazaly na
obkurczanie komorek nowotworowych tworzacych nieaktywne gruczolaki przysadki
moézgowej [82]. Niemiej jednak TBR-760 zostal wycofany z badan klinicznych ze
wzgledu na prawdopodobne tworzenie metabolitu, ktéory uniemozliwiat
chimerycznej czasteczce oddzialywanie z docelowym receptorem po ponownym
podaniu leku. Dlatego tez obecnie poszukiwane sg nowe analogi dopastatyn, a
jednym z obiecujgcych zwigzkow jest analog TBR-065 bedacy juz w 11 fazie badan
klinicznych [83].

Analogi insuliny mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy w zaleznosci od ich
sposobu dziatania. Pierwsza grupe stanowig szybkodzialajace analogi, do ktorej
nalezg migdzy innymi: insulina lizpro, aspart oraz glulizynowa. W celu uzyskania tej
klasy insulin modyfikacji poddawane sa gtéwnie reszty aminokwasowe w faficuchu
beta tj. prolina 28 (P28) oraz lizyna w pozycji 29 (K29). I tak, insulina lizpro byta
pierwszym szybkodzialajacym lekiem wprowadzonym na rynek farmaceutyczny. W
tym przypadku modyfikacja w tancuchu beta insuliny polegata na zamianie
kolejnosci reszt aminokwasowych P28 1 K29. Wprowadzenie tej optymalizacji w
strukturze chemicznej insuliny lizpro spowodowato jej destabilizacje prowadzac do
zwigkszenia szybko$ci wchlaniania po podaniu [84]. Z kolei tworzenie mniej
stabilnej czasteczki insuliny aspart zostalo uzyskane poprzez substytucje P28
fanicucha beta na kwas asparaginowy. Natomiast w insulinie glulizynowej zastapiono
reszt¢ asparaginy w pozycji 3 resztg lizyny, a reszte lizyny w pozycji 29 reszta kwasu
glutaminowego [85].

W ostatnich latach widoczny jest przyrost ultraszybkodziatajacych pochodnych
insuliny, a jest to osiggane przez modyfikacje formulacji znanych juz analogéw tego
hormonu. W 2020 roku zostata wprowadzona insulina lizpro-aabc o komercyjnej
nazwie Lyumjev, o zwickszonej absorpcji, uzyskanej przez zastosowanie
treprostinilu podwyzszajacego ci$nienie krwi, a takze cytrynianu wptywajacego na
przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych [86]. Kolejnym przyktadem jest
wprowadzony w 2017 roku pod nazwa Fiasp analog insuliny zawierajacy insuling
aspart oraz niacynamid, ktorego zadaniem jest zwigkszenie poczatkowej zawarto$ci
monomerdw insuliny aspart oraz jej transportu. Ponadto wplywa on na lokalne
rozszerzanie naczyn krwiono$nych [87].

Oprocz analogow insuliny o zwigkszonej szybko$ci dziatania, czgsto konieczne
jest zastosowanie analogu o odmiennych wiasciwos$ciach, ktory jest okreslany jako
insulina o op6znionym dziataniu lub insulina bazalna lub dlugodziatajaca. Jest ona
stosowana w celu utrzymania stabilnego poziomu glukozy we krwi przez dluzszy
okres, zazwyczaj przez cala dobe. Jej gtéwnym celem jest nasladowanie naturalnego,
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podstawowego wydzielania insuliny przez trzustke, ktore odbywa si¢ w matych
ilosciach przez caty dzien, niezaleznie od positkow. Dlatego tez naukowcy stworzyli
analogi insuliny o opdznionym dziataniu [88]. W tym przypadku modyfikacje
insuliny obejmuja podstawienie lub przylaczenie dodatkowych reszt
aminokwasowych, a takze przylaczenie kwasow tluszczowych. Jednym z
przyktadéw jest insulina glargine, w ktorej dokonano substytucji reszty asparaginy w
pozycji 20 na reszte glicyny oraz przytaczono dwie czasteczki argininy. W innym
przypadku (insulina detemir) wydluzenie czasu poéitrwania insuliny uzyskano
poprzez przylaczenie mirystoilowego kwasu thuszczowego do lizyny 29, a takze
delecje troniny w pozycji 30 beta tancucha. Natomiast koniugacja 16-weglowego
kwasu ttuszczowego poprzez kwas glutaminowy do lizyny w pozycji 29, a takze
delecja treoniny w pozycji 30 beta tancucha pozwolily na uzyskanie insuliny
degludec [89].

Obecnie poszukuje si¢ nowych insulin o wydtuzonym czasie dzialania, a w
projektowaniu nowych analogéw insuliny dazy si¢ m.in.: do ich wydluzonego
wchlaniania, czy wzrostu czasu poéitrwania, a mozna to osiggna¢ np.: poprzez
stosowanie glikolu polietylenowego oraz jego mimetykow, a takze poprzez
tworzenie biatek fuzyjnych [88].

W 2024 roku zostata zaakceptowana w Kanadzie oraz Unii Europejskiej nowa
ultrawolnodziatajgca insulina icodec opracowana przez firm¢ Novo Nordisk. Zaleta
opracowanego analogu insuliny jest mozliwo$¢ stosowana leku raz w tygodniu [90].
Insulina icodec zostala zoptymalizowana na podstawie analogu doustnej insuliny
OI338. Modyfikacje obejmowaty wprowadzenie 1,20-kwasueikozanodiowego, a
takze substytucj¢ trzech aminokwasow: reszty alaniny 14 oraz dwoch reszt tyrozyny
16 1 25. Zastosowane zmiany wpltynety odpowiednio na lepszg zdolno$¢ wigzania
albuminy w osoczu, a takze zmniejszone oddziatywanie z receptorem inuliny [91].
W przysztosci peptydy makrocykliczne moga sta¢ si¢ podstawa nowych terapii
hormonalnych, oferujagc bardziej efektywne 1 bezpieczne alternatywy dla
tradycyjnych lekow.
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Rysunek 7. Przyktady makrocyklicznych hormonéw. Przygotowane w programie ChemDraw na podstawie
struktur SMILES z PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
Figure 7. Examples of macrocycle hormones. Created with ChemDraw based on SMILES structures from

PubChem (https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

3. MAKROCYKLICZNE ZWIAZKI W DIAGNOSTYCE CHOROB
CYWILIZACYJNYCH

3.1. MAKROCYKLICZNE ZWIAZKI RADIOIZOTOPOWE

Makrocykliczne zwiazki peptydowe, dzigki swoim unikalnym wtasciwosciom
strukturalnym, zdobywaja coraz wigksze uznanie w medycynie nie tylko jako leki w
terapii chorob cywilizacyjnych, ale takze w ich precyzyjnej diagnostyce. Ze wzgledu
na to, ze makrocykliczne zwiazki peptydowe charakteryzuja si¢ wysoka stabilno$cia,
specyficzno$cia wiazania oraz mozliwoscia modyfikacji chemicznych, sa one
idealnymi narzedziami w diagnostyce.

W ostatnich latach przeprowadzono liczne badania nad zastosowaniem
makrocyklicznych zwigzkdéw peptydowych zardwno w leczeniu jak i w diagnostyce
chorob cywilizacyjnych, w tym w obrazowaniu nowotworéw oraz detekcji chorob
naczyniowo-sercowych. Wprowadzenie makrocyklicznych czasteczek o strukturze
peptydowej do radioterapii stanowi obiecujacy kierunek w rozwoju tej dziedziny.
Dzigki precyzyjnemu celowaniu na okreslone enzymy lub biatka, te makrocykliczne
peptydowe zwigzki chemiczne moga znaczaco zwigkszy¢ precyzje i skutecznosé
leczenia i1 diagnostyki, a takze wplynagé na zmniejszenie skutkow ubocznych
radioterapii, czy mato doktadng diagnoze. Niepozadane oddzialywanie na zdrowe
komorki jest ograniczone dzigki celowaniu w konkretny czynnik biologiczny i
ograniczeniu interakcji z otaczajgcymi go komoérkami, a diagnoza bardziej
precyzyjna przez detekcje charakterystycznych biatek dla danej jednostki
chorobowej. Doktadna diagnostyka umozliwia ukierunkowana terapi¢ co prowadzi
do wigkszej efektywnosci.
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Zaproponowane oraz opatentowane przez firme¢ Bristol Myers Squibb MPCs sa
caly czas badane i ulepszane nie tylko jako struktury wiodace inhibitorow
oddziatywania PDL-1/ PD-1, ale réwniez w kontek$cie tworzenia sond chemicznych
do diagnostyki onkologicznej. Na przyklad, ze wzgledu na obecnos¢ wolnej grupy
aminowej, czasteczka BMS78 (cyklo(AcPhe-"Phe-"Nle-Gly-Asp-Val-"Phe-Tyr-
MGly-Trp-Tyr-Leu-Cys)-Gly-NHz) zostata zmodyfikowana poprzez przytaczenie
powszechnie stosowanego chelatora DOTA. Dzigki tej modyfikacji mozliwe jest
znakowanie czasteczki metalami radioaktywnymi, ktére sg wykorzystywane w
obrazowaniu metoda pozytonowej tomografii emisyjnej (PET). Jednak
projektowanie tego typu zwigzkéw nadal pozostaje wyzwaniem, poniewaz
wprowadzenie chelatora do struktury makrocyklicznej obniza powinowactwo
czasteczki chemicznej do PD-L1 [92].

Pomimo tego inny makrocykliczny peptyd znakowany radioizotopami, *%Ga-
NOTA-WL12, wykazuje obiecujace wyniki in vitro oraz in vivo. Czasteczka
zawierajaca makrocykliczny peptydomimetyk (WL12, cyclo(AcTyr-"Ala-Asn-Pro-
His-Leu-Hyp-Trp-Ser-Trp(Me)-"Nle-"Nle-Orn(DOTAGA)-Cys)-Gly-NH>) jest juz
w badaniach klinicznych z udziatem pacjentdw cierpiagcych na raka ptuc. W
czasteczce WL12 znajduje si¢ czternascie reszt aminokwasowych, a cyklizacja
zostata dokonana powszechnie wykorzystywanym wigzaniem tioeterowym.
Zastosowanie sondy chemicznej %*Ga-NOTA-WL12 umozliwito zlokalizowanie
PDL-1 w guzach nowotworowych wskazujac na uzytecznos$¢ tej czasteczki w
diagnostyce nowotworow [93]. Ponadto czasteczkg¢ WL12 zmodyfikowano przy
uzyciu innego radioizotopu (®*Cu), co rdéwniez umozliwito obrazowanie
nowotworéw, wskazujac na uniwersalno$¢ peptydu WL12 w wigzaniu do PDL-1
[94].

Innym przyktadem radiologicznego makrocyklicznego peptydowego markera,
ktory stanowi potencjalne narzedzie do oceny ekspresji PDL-1 jest '*F-BMS-986229
(Rys. 8). Zostal on przebadany na pacjentach z nowotworem zotadka oraz przetyku,
gdzie nie wykazywal skutkéw ubocznych, a dodatkowo wskazywal na
heterogeniczna ekspresj¢ PDL-1 przez komorki nowotworowe, co w przysztosci
moze zosta¢ wykorzystane do tworzenia terapii personalizowanej [95].

W zwiazku z nadekspresja glipikanu-3 (GPC3) u pacjentdéw z nowotworami
prowadzone s3 badania i rozwijane sg terapie radiofarmaceutyczne wykorzystujace
to bialko jako cel terapeutyczny i diagnostyczny[96]. Jednym z przyktadow jest
czasteczka RAYZ-8009 (DOTA-RYZ-GPC3) sktadajaca si¢ linkera, chelatora
radioizotopow, a takze MCP stanowigcego element oddziatujacy z docelowym
biatkiem. Niestety, struktura chemicznej elementu makrocyklicznego nie zostata
ujawniona [97].
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Innym celem terapeutycznym, dla ktérego zaprojektowano zwiazki
makrocykliczne znakowane izotopami jest receptor CXCR4. Antagonista tego
receptora, LY2510924 (cyclo[Phe-tyr-Lys(iPr)-p-Arg-2-Nal-Gly-p-Glu]-Lys(iPr)-
NH,), w ostatnim czasie zostal zmodyfikowany z wykorzystaniem izotopow %Ga,
7"Lu, Y, a chelator metalu przylaczono przez reszte cysteiny. W tym przypadku
wprowadzenie C-koncowej modyfikacji nie zmienito w znaczacy sposob
powinowactwa do wigzania receptora CXCR4 [98]. W innych badaniach czasteczka
tego inhibitora byta modyfikowana za pomocg hydrofilowych linkeréw oraz grupy
trifluoroboranowej [85] stuzacej do znakowania promieniotworczego '|F [99].
Opracowano takze analog LY2510924 z przytaczonym kompleksem metal - chelator
(%“Cu-NOTA) poprzez tacznik butano-1,4-diaminowy [100]. Co ciekawe inny zespot
badawczy jako tacznik chelatora radioizotopow (DOTA) zastosowat resztg lizyny, co
poprawito wigzanie analogéw LY2510924 do receptora [101]. Majac na wzgledzie
powyzsze przyktady mozna wywnioskowac, ze czasteczka LY2510924 moze znalezé
potencjalne zastosowanie réwniez do obrazowania fluorescencyjnego, do rezonansu
magnetycznego, a takze moze stanowi¢ podstaw¢ do projektowania lekow
cytotoksycznych [98].

Analogi somatostatyny réwniez sa poddawane przeksztatceniom w znaczniki
radioizotopowe oraz radiofarmaceutyki. W tym przypadku obserwuje si¢ tendencje
do modyfikowania istniejacych juz czasteczek radioizotopowych poprzez
jednoczesng wymiang izotopdw metali oraz ich chelatorow, a takze do wprowadzania
zmian w resztach aminokwasowych makrocyklicznego peptydu. Koncepcja ta
zostala zastosowana podczas projektowania m.in.: '"SF-FET-BAG-TOCA. Niemiegj
jednak modyfikacje te mogg by¢ wprowadzane oddzielnie np.: poprzez wymiang
reszt aminokwasowych z zachowaniem fragmentu chelatujacego jon metalu,
wplywajac na oddzialywanie z docelowym receptorem. W projektowaniu czasteczek
radioizotopowych w przypadku analogéw somatostatyny podejmuje si¢ proby
wymiany izotopu °*Ga na izotop '*F, w zwigzku z czym prowadzone sg badania
porownawcze tych czasteczek o potencjalnych zastosowaniach klinicznych, jak w
przypadku poréwnania F-AIF-NOTA-OC z GaGa-DOTA-TATE [102].
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Rysunek 8. Przyktad makrocyklicznej czasteczki jako radioizotopowej sondy chemicznej. Przygotowane w
programie ChemDraw na podstawie [95]

Figure 8. Example of macrocycle molecule as a radioisotope chemical probe. Created with ChemDraw
based on [95].

3.2. MAKROCYKLICZNE SONDY CHEMICZNE

Makrocykliczne zwigzki fluorescencyjne stanowig wyjatkowa grupe sond
chemicznych, ktére sa szeroko stosowane w diagnostyce ze wzgledu na swojg
zdolno$¢ do emitowania fluorescencji po wzbudzeniu. Zwiazki fluorescencyjne
charakteryzujg si¢ wzgledng uniwersalnoscia, gdyz mogg by¢é wykrywane przez
wigkszosci sprzetow dostepnych w laboratoriach biologii komorki. Natomiast
makrocykliczne  zwiazki  fluorescencyjne, dzigki zamknigtej  strukturze
pierscieniowej, sa nie tylko bardziej stabilne, ale takze wykazuja wigksza
selektywno$¢ w wiazaniu si¢ z konkretnymi biomarkerami umozliwiajac precyzyjne
obrazowanie procesow biologicznych na poziomie komoérkowym. Najczesciej sondy
takie sg projektowane do wykrywania i monitorowania nowotworow. Przyktadowo,
opracowana zostala sonda chemiczna do obrazowania fluorescencyjnego integryn
nadeksprymowanych m.in.: w nowotworach ptuc oraz jajnika w zakresie bliskiej
podczerwieni (ang. near infrared, NIR), ktora zawiera w swojej strukturze cykliczny
peptyd arginino-glicyno-asparaginianowy (cRGDfK) selektywnie oddzialujacy z
integrynami. Niewatpliwe pozytywng cecha znacznikow fluorescencji NIR jest
gleboka penetracja tkanek §wiattem w bliskiej podczerwieni, a takze nie pokrywanie
si¢ z autofluorescencjg komorek. Jednak czesto wyzwaniem w ich stosowaniu jest
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duzy rozmiar oraz ‘tadunek polianionowy negatywnie wplywajacy na
farmakokinetyke projektowanych sond chemicznych oraz ich wydajne
oddzialywanie z celem molekularnym. Ponadto wystepowanie duzej powierzchni
hydrofobowe;j, jak w przypadku fluorescencyjnego znacznika Cy7, moze prowadzi¢
do agregacji, a takze nieselektywnego oddziatywania w uktadach biologicznych. W
zwigzku z licznymi ograniczeniami znacznikoéw NIR fluorofory te caly czas sa
poddawane chemicznym modyfikacjom, ktére umozliwiajg otrzymywanie nowych
czasteczek o lepszych whasciwosciach fizykochemicznych. Dodatkowo ostabienie
selektywnego znakowania docelowych biatek moze wynika¢ m.in.: z oddzialywania
sond chemicznych z albuming. Dlatego tez istotne jest, aby projektowana sonda
chemiczna wykazywata si¢ wyzszym powinowactwem do biomarkera niz do biatek
osocza krwi [103],[{104]. Rananjaya S. z zespotem podjeli probe opracowania trzech
sond chemicznych NIR, r6znigcych si¢ jedynie tacznikami (amidowym,
triazolowym, tiolowym) znajdujacymi si¢ migdzy cyjaninowym znacznikiem
fluorescencyjnym NIR, a peptydem cRGDfK. Czasteczki te umozliwity skuteczne
obrazowanie komorek guzéw nowotworowych. Co ciekawe, w badaniach tych
zaobserwowano takze, ze roznica w budowie chemicznej sond przyczynia si¢ do
zmienionej biodystrybucji. Sondy z tacznikiem triazolowym oraz tiolowym
wykazywaly mniejszg selektywnos$¢ do nowotworu. Ponadto sonda z tgcznikiem
triazolowym byta akumulowana w nerkach, co potencjalnie moze powodowac skutki
uboczne jej stosowania w obrazowaniu. Wyznaczono stale asocjacji sond
molekularnych do albuminy surowicy bydlecej (BSA), ktére wynosity odpowiednio
dla sondy chemicznej z lgcznikiem amidowym 7000 M-, triazolowym 4000 M,
tiolowym 5000 M, jednak wykazywaly one mniejsze powinowactwo do BSA niz
selektywny cyklopeptyd do integryn. W zwigzku z tym oddzialtywanie BSA z
sondami chemicznymi nie powinno wplywa¢ na ostabienie ich powinowactwa do
biomarkera. Omoéwione sondy chemiczne moga znalezé zastosowanie Ww
obrazowaniu guzéw nowotworowych oraz kontroli fluorescencyjne w chirurgii
onkologicznej [103]

Inna praca pokazuje niekonwencjonalne podejscie do projektowania sond
chemicznych z wykorzystaniem chemii supramolekularnej i niekowalencyjnie
somoorganizujacych czasteczek, wsrdd ktorych znajdujg sie elementy oddziatujace z
biomarkerem oraz umozliwiajace detekcje. Czagsteczka ta tworzy kompleks
znacznika fluorescencyjnego - bis(hydroksy)fenyloskwarainy przewleczonego przez
makrocykl z przylaczonym cRGDfK. Ugrupowanie to charakteryzuje si¢ stalg
asocjacji w wodzie wynoszgcg 108 M1 i jest stabilizowane przez cztery wigzania
wodorowe utworzone przez atomy tlenu znacznika fluorescencyjnego oraz reszty
NH zwigzku makrocyklicznego. Ponadto w kompleksie wystepuje oddzialywanie
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hydrofobowe wynikajace z obecnosci licznych reszt aromatycznych w obu
czasteczkach [105].

Makrocykliczne fluorescencyjne sondy chemiczne NIR zostaly zaproponowane do
obrazowania naczyn krwiono$nych nowotworow, dajac wglad w proces angiogenezy
zmian nowotworowych. W tym przypadku zastosowano specyficzny ligand
srédbtonka naczyn nowotwordéw - CX1 skoniugowany ze znacznikiem cyjaninowym
przez wigzanie peptydowe [106].

W literaturze pojawiajg si¢ réwniez doniesienia na temat badan nad
fluorescencyjnymi czgsteczkami, ktérych struktura jest oparta na analogach
somatostatyny. Przyktadem jest okreotyd znakowany fluoresceina, ktory zostat uzyty
w biosensorze do obrazowania komorek nowotworowych. Mechanizm dzialania tego
biosensora jest oparty o absorbcj¢ sondy chemicznej do tlenku grafenu, co prowadzi
do wygaszenia fluorescencji. Detekcja sygnalu nastgpuje po kompetycyjnym
wyparciu sondy chemicznej z powierzchni tlenku grafenu przez przeciwciato anty-
okreotyd [107]. Innym przyktadem jest makrocykliczny peptyd tioeterowy
znakowany fluoresceing, ktory wykazuje powinowactwo do wigzania si¢ z biatkiem
c-Met i umozliwia jego detekcje [108]. c-Met jest celem terapeutycznym,
wykorzystywanym w medycynie personalizowanej, ktory reguluje liczne procesy
komoérkowe nowotworow zotadka, jajnikow, czy tarczycy [109]. W ostatnich latach
podjeto rowniez probe stworzenie makrocyklicznej sondy peptydowej do detekcji
keratyny typu 1 nadeksprymowanej w nowotworach piersi. W tym celu
makrocykliczny peptyd skoniugowano z fluoroforem: redBODIPY lub BODIPY-TR.
Obie sondy umozliwialy detekcje komorek nowotworowych, jednak makrocykliczny
peptyd zawierajacy BODIPY-TR charakteryzowat si¢ zwigkszong ilo$cia sygnatu w
porownaniu do tla (ang. signal fo noise ratio) i postuzyt do wydajnego obrazowania
komoérek nowotworu piersi MDA-MB-231 [110]. Kolejnym przyktadem
nowatorskiego podejscia bylo utworzenie pary sond chemicznych, ktoérych
fluorescencja zalezatla od generowanego rezonansowego transferu energii
fluorescencji (FRET), do badania sygnalizacji AKT. Pierwsza sonda wigzata si¢ z
biatkiem AKT, a druga specyficznie rozpoznawata fosforyzowang reszt¢ seryny 474
(pS474) tego biatka. Po przylaczeniu dwoch znakowanych fluorescencyjnie
czasteczek do tego samego biatka nastgpowalo FRET, ktore umozliwiato detekcje
sygnatu pochodzacego jedynie od sondy chemicznej specyficznej dla pS474 [111].
Badania nad opracowaniem oraz zastosowaniem makrocyklicznych zwigzkoéw
fluorescencyjnych, szczegdlnie w konteks$cie wykrywania nowotworow, z roku na
rok otwieraja nowe mozliwosci do badan choréb nowotworowych w sposob
precyzyjny i latwy w detekcji.
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4. PERSPEKTYWY

Stale rozwijajace si¢ choroby cywilizacyjne wymagajg nowych precyzyjnych,
czulych i szybkich rozwigzan terapeutycznych oraz diagnostycznych. Szansy w
pokonywaniu trudno$ci medycznych dotyczacych chorob cywilizacyjnych, takich
jak nowotwory, cukrzyca, a takze lekooporno$¢ patogendéw poszukuje sic w
makrocyklicznych zwiazkach peptydowych. Na rozwo6j chemii biologicznej w tym
kierunku istotny wptyw ma m.in. rozszerzona w ostatnich latach wiedza na temat
oddziatywan tych zwigzkoéw z celami terapeutycznymi, dynamiczny postep w
metodach syntezy i skriningu selektywnych makrocyklicznych peptydow (MCPs),
jak rowniez rosnaca $wiadomos$¢ korzysci ptynacych z ich przewagi nad liniowymi
peptydami. Przeprowadzony przeglad literatury pozwala na wskazanie
ksztattujacych si¢ trendow w zakresie diagnostyki i terapii choréb, ktére wynikaja z
omawianych zagadnien.

Jednym z powszechnych problemem dotykajacych medycyne jest wystepujaca
lekooporno$¢ drobnoustrojéw, w zwigzku z czym konieczne jest poszukiwanie
nowych antybiotykow. Do grupy jednych z bardziej obiecujacych naleza
makrocykliczne peptydowe pochodne, ktore wielokrotnie wykazaty sig
wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi. Proponowanym rozwigzaniem jest
projektowanie czgsteczek heterodimerycznych, ktore taczg cechy roznych klas
antybiotykow. Inng strategia jest poszukiwanie analogéw antybiotykow
glikopeptydowych oraz czasteczek z motywem biarylowym, co wynika z dobrze
poznanych zaleznos$ci struktura chemiczna — aktywnos$¢ zwigzkow naturalnych.
Ponadto stosowane sg formulacje lekow oparte o rézne analogi antybiotykéow,
wykazujace zréznicowang site oddzialywania na bakterie. Pomimo licznych
sukcesoOw  konieczne jest dalsze poszukiwanie nowych mechanizmow
bakteriob6jczych oraz bakteriostatycznych i nowych zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych W odpowiedzi na rosngcy problem
antybiotykoodpornosci.

Zwiazki makrocykliczne znalazty zastosowanie nie tylko jako antybiotyki, ale
takze w terapii i diagnostyce nowotwordéw. Obecnie leczenie nowotwordéw opiera si¢
na kilku filarach, do ktérych naleza m.in. radioterapia, chemioterapia, a takze
immunoterapia i chirurgia onkologiczna. Ze wzglgdu na wysoce heterogeniczng
natur¢ nowotwordw, co raz czesciej zwraca si¢ uwage na medycyne personalizowang
oraz na leczenie, ktore laczy rézne strategie terapii nowotworowych. W tym
przypadku zwigzki makrocykliczne takze znalazly zastosowanie. Nowe metody
syntezy chemiczne;j MCPs ulatwiaja wprowadzanie modyfikacji
peptydomimetycznych do dostepnych struktur wiodacych celowanych m.in.: na szlak
sygnalizacyjny PD-1/PDL-1, a tym samym przyczyniajg si¢ do uzyskiwania wickszej
ilosci analogdéw w krotszym czasie. Dodatkowo, stosowanie strategii peptydomime-
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tycznej, ma duzy wplyw na projektowanie czasteczek chemicznych o
satysfakcjonujgcych parametrach farmakokinetycznych. W zwigzku z tym wydaje
si¢, ze w najblizszych latach nadal bedzie widoczny trend wzrostowy w badaniach w
tym obszarze. Kladziony jest rowniez nacisk na poszukiwanie inhibitorow
receptorow chemokin, ktore uczestnicza w procesach chemoatraktycznych. Ponadto
wlasciwosci niektorych MCPs umozliwiaja pokonywanie bariery krew-mozg, co
potencjalnie wplynie na poszukiwanie nowych celow terapeutycznych oraz lekow
m.in. w nowotworach mozgu, czy chorobach neurodegeneracyjnych. Alternatywa dla
tych podej$¢ jest rowniez strategia tworzenia cyklotydow, czgsto stanowigcych
naturalny mechanizm obronny ros$lin przed drobnoustrojami, jednak biorac pod
uwage ich aktywnos$¢ przeciwnowotworowa otwiera to nowg $ciezke rozwoju tej
grupy lekéw. Mozliwos¢ przeprowadzania licznych substytucji w petlach
cyklotydow, wynikajaca z tolerancji motywu wezta cystynowego na wprowadzane
modyfikacje, wydaje si¢ obiecujacym narzgdziem projektowania nowych lekow
peptydowych podawanych doustnie.

Peptydowe zwiazki makrocykliczne sa analogami hormondéw, dlatego tez
wykorzystuje je si¢ takze w hormonoterapii zastgpczej. Duzymi wyzwaniami w
projektowaniu lekow hormonalnych sa m.in.: stabilno$¢ otrzymywanych zwigzkow
makrocyklicznych, czas poéttrwania oraz droga ich podania, glownie poprzez
iniekcje. Obecnie trwaja badania skupiajace si¢ nad optymalizacjg formulacji lekow
przez aplikacje¢ technologii no$nikéw hydrozelowych, czy roztworéw lipidowych.
Coraz bardziej powszechne, w przypadku terapii cukrzycy, staje si¢ stosowanie
analogéw insuliny z innymi zwigzkami aktywnymi biologicznie. Ciekawa gatezia
badan zwigzkoéw makrocyklicznych jako hormonow moglyby by¢ badania nad
modyfikacjami oksytocyny, celem zwigkszenia jej skuteczno$ci w wywolywaniu
porodow. W kilkuletniej perspektywie rozwdj MCPs moze wplynaé na otwarcie
nowej drogi otrzymywania lekéw hormonalnych o pozadanej skuteczno$ci i
polepszonych wlasciwosciach farmakokinetycznych.

Rozwoj diagnostyki, a takze chirurgii onkologicznej z wykorzystaniem kontroli
fluorescencyjnej in vivo nie bylyby mozliwe bez zastosowania sond chemicznych
oznaczajacych docelowe receptory oraz enzymy. Obrazowanie z wykorzystaniem
sond chemicznych jest bezinwazyjng metoda, umozliwiajaca m.in.: monitorowanie
stanu zdrowia 0s6b z nowotworami, precyzyjna ekstrakcj¢ guza, dobieranie terapii,
a takze poznawanie mechanizméw rozwoju choréb cywilizacyjnych. Obecnie istnieje
ograniczona liczba doniesien dotyczacych MCPs znakowanych fluorescencyjnie,
ktore moglby by¢ wykorzystywane w badaniach in vitro. Nadzieje na rozwdj
obrazowania fluorescencyjnego z zastosowaniem MCPs daje opublikowana ostatnio
praca dotyczaca potencjalnego zastosowania cyklicznych analogéw AE105.
Przypuszczalnie zastosowanie ich w potaczeniu z hydrofilowym linkerem moze
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zosta¢ wykorzystane do tworzenia sond ukierunkowanych na receptor aktywatora
plazminogenu typu urokinazy, ktérego ekspresja jest podwyzszona w chorobach
nowotworowych [112]. Ze wzgledu na dynamiczny rozw6j metody otrzymywania
MCPs prawdopodobnie w kolejnych latach bedzie widoczny wzrost projektowania
fluorescencyjnych sond chemicznych, a moze to si¢ przektada¢, na poszukiwanie
nowych celow terapeutycznych, a takze projektowaniu czasteczek terapeutycznych.

UWAGI KONCOWE

W zwiazku z ich korzystnymi wlasciwosciami farmakokinetycznymi i potencjalem
stosowania w medycynie zainteresowanie makrocyklicznymi zwigzkami peptydowymi
stale rosnie. Cyklizacja peptydow stabilizuje ich lancuch oraz zmniejsza swobode
konformacyjng, co zapewnia przewage wielu wlasciwosci zwigzkéw makrocyklicznych
nad ich liniowymi odpowiednikami. MCPs przejawiaja m.in. wicksza odporno$¢ na
hydroliz¢ enzymatyczna oraz denaturacje, a takze selektywnos¢. Ze wzgledu na
sztywno$¢ tancucha wiagzania amidowe sa chronione przed czynnikami denaturujacymi
oraz enzymami proteolitycznymi, a stabilno§¢ konformacyjna MCPs sprawia, ze
wigzanie si¢ z okreslonym celem molekularnym jest korzystniejsze energetycznie niz z
innymi enzymami. Wykorzystanie nienaturalnych reszt aminokwasow jest jedna ze
strategii stosowang zaro6wno w liniowych peptydach jak i w strukturach MCPs i pozwala
na dodatkowa optymalizacj¢ oddzialtywan tych zwigzkéw z miejscami aktywnymi
enzymow zwigkszajac ich specyficzno$¢ i ochrong ich przed hydroliza.

Dane literaturowe sugeruja, ze z duzym prawdopodobienstwem makrocyklizacja
zwicksza rowniez zdolnos¢ peptydéow do przenikania przez blony komoérkowe, co ma
pozytywny wplyw na ich biodostgpnosé. Ciekawym przyktadem makrocyklicznego
peptydu charakteryzujacego si¢ wysoka stabilno$cia oraz duza zdolno$cig do przenikania
bton jest cyklosporyna A, ktora ulega dyfuzji przez dwuwarstwe lipidowa blon
komoérkowych [10].

Pomimo wielu zalet makrocyklizacji z procesem tym wiaza si¢ réwniez duze
wyzwania. Gtownym problemem zwigzanym z cyklizacja zwigzkoéw peptydowych jest
proces ich syntezy, a doktadniej cyklizacji, gdyz konwencjonalna metoda charakteryzuje
si¢ niskg efektywnos$cig wynikajacg m.in. z powstawania produktow ubocznych oraz
niskiej rozpuszczalnosci prekursorow, co z kolei znaczaco utrudnia proces oczyszczania
zwigzkéw MCPs. Ze wzgledu na wzrost zainteresowania MCPs prowadzone sa nowe
badania nad optymalizacja metod ich syntezy, ktore umozliwilyby otrzymywanie
czystych produktow z duzg wydajnoscia. Nowoczesne metody chemoselektywnej ligacji
oraz ligacji wspomaganej enzymatycznie sa obiecujacym kierunkiem rozwoju, lecz w
dalszym ciggu wymagaja udoskonalenia.

Tak jak w przypadku ich liniowych odpowiednikow, stosowanie MCPs in vivo wigze
si¢ rébwniez z ryzykiem wystapienia immunogennosci. Wedtug rekomendacji FDA, aby
unikna¢ immunogennosci, zwiazki peptydowe powinny zawiera¢ zaledwie osiem reszt
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w swojej sekwencji. Jak mozna zaobserwowacé na przedstawionych w pracy przyktadach,
regula ta nie zawsze jest jednak zasadna, a MCPs zbudowane z duzo wigkszej ilosci
aminokwaséw znajdujg zastosowanie w medycynie.

Zwazywszy na ich korzystne wiasciwosci, MCPs znalazly szereg zastosowan w
medycynie. Leki przeciwdrobnoustrojowe, ktorych struktury oparte sa o makrocykliczne
zwiazki peptydowe, wykazuja aktywnosé nie tylko wobec bakterii Gram (+) oraz Gram
(-), ale réwniez innych patogendéw. Przyktadowo, zatwierdzona przez FDA w 2023 roku
rezafungina (Rys. 3), z grupy echinokandyn, okazata si¢ skutecznym inhibitorem
enzymu, ktoérego dzialanie jest niezbedne do powstania $ciany komodrkowej grzybow.
Poszukiwanie i optymalizacja skutecznych antybiotykdw zawierajacych w swojej
budowie MCPs jest niezwykle wazne, ze wzgledu na stale narastajacy problem
lekoopornosci bakterii. Wsrdéd lekoéw bakteriobdjczych oraz bakteriostatycznych o
pier§cieniowej budowie mozemy wyr6zni¢ dwie wazne grupy preparatow: 1) zawierajace
pier§cien depsipeptydowy, w ktorym co najmniej jedno wigzanie peptydowe zostato
zastapione przez estrowe, oraz 2) glikopeptydy.

Przez ich wysoka selektywnos$¢ i specyficznos¢ oddziatywania makrocykliczne
zwigzki peptydowe moga zostaé wykorzystane réwniez w leczeniu chordb
nowotworowych oraz diagnostyce onkologicznej. MCPs z powodzeniem zostaty uzyte
jako antagonisci mechanizméw pozwalajacych komoérkom nowotworowym unikngé
proces programowanej S$mierci, apoptozy. Opatentowane makrocykliczne zwigzki
peptydowe bedace inhibitorami oddziatywan PDI1/PDL-1 stanowig podstawe do
opracowania silniejszych i selektywnych lekow wplywajacych na ten szlak
sygnalizacyjny. Dodatkowo, struktury te sag uzywane do poszukiwan sond chemicznych
znakowanych radioizotopami o wysokim powinowactwie oddzialywania do PDL-1, ktore
umozliwilyby obrazowanie zmian nowotworowych z uzyciem PET.

Ze wzgledu na swoja cykliczng strukture MCPs sa stosowane jako analogii m.in.
somastatyny oraz insuliny (Rys. 7). Poprawa ich skutecznosci w terapii hormonalnej
wymaga jednak optymalizacji ich czasu pottrwania oraz opracowania korzystniejszego
sposobu podania, ktore pozwolityby na opracowanie lekow o wydlizonym czasie
dziatania.

Oprocz medycyny makrocykliczne zwigzki peptydowe mogg znalezé zastosowanie
réowniez w dziedzinie chemii biologicznej, jako fluorescencyjne sondy chemiczne,
umozliwiajace obrazowanie komoérek oraz guzow nowotworowych poprzez specyficzne
oddzialywanie z wybranymi enzymami, ale na chwil¢ obecna temat ten pozostaje stabo
rozwiniety i wymaga dalszych badan. Powyzsze wskazuje na szerokie zastosowanie
zwiazkoéw MCPs i na ich olbrzymi potencjat zarowno w leczeniu chorob cywilizacyjnych,
jak rowniez w ich diagnostyce i terapiach celowanych.
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Badania prowadzone przez PK i MW sa finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w
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finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w Polsce Preludium BIS 10;
2023/50/0/NZ7/00414.
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