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Rasirenost kompleksnih ugljikohidrata i glikokonjugata u prirodi odraz je vaznosti koju takvi
spojevi imaju u procesima medustani¢nog prijenosa informacija. Poznavanje slozenih procesa na
molekularnoj razini i struktura molekula koje su u njega ukljucene preduvijeti su za razumijevanje
uloge glikokonjugata u prirodi te uspjesnu intervenciju u slucaju bolesti, dakle za razvoj odgova-
rajucih terapeutika.

Za bolje razumijevanje bioloskih procesa u kojima sudjeluju kompleksne ugljikohidratne moleku-
le od velike su vaznosti modelni sustavi koji omogucuju spoznavanje mehanizama kemijskih
reakcija i biomolekularnih procesa. Prednost takvih modela je dobra strukturna definiranost, za
razliku od biomakromolekula koje se odlikuju heterogenoscéu u strukturi i konformaciji. U ovom
radu dan je prikaz opseznih istrazivanja koja ukljuc¢uju kemijske preinake peptida s ciliem dobi-
vanja bioaktivnih glikokonjugata razlicitih struktura. Nadalje, objasnjen je utjecaj secernog dijela
molekule i pojedinih strukturnih parametara na fizikalno-kemijska svojstva, biolosku aktivnost i
stabilnost ishodnih bioaktivnih peptidnih spojeva.

Znacaj spontane reakcije raznih prirodnih amino-spojeva (peptidi, proteini) s karbonilnim spoje-
vima (ugljikohidrati, oksoaldehidi), kako u bioloskim sustavima tako i u prehrambenoj industriji,
jo$ uvijek nije potpuno razjasnjen. Stoga Ce biti predstavljena istrazivanja koja se odnose na
odredivanje cimbenika koji utjecu na raspodijelu produkata neenzimske glikacije endogenog
opioidnog peptida, Leu-enkefalina s aldoheksozama. Razumijevanje tih spontanih reakcija i izoli-
rani modelni spojevi omogudit ¢e pracenje i objasnjenje kompleksnih procesa kojima podlijezu
peptidi/proteini na molekularnoj razini u prisustvu Secera te utjecaj glikacije na fiziolosko djelo-
vanje ishodnog amino-spoja.

Kljucne rijeci: Bioaktivnost, enkefalin, glikacija, glikokonjugati, opioidni peptidi, sinteza

vaskularnih i imunoloskih funkcija, a posljednih se godina
intenzivno istrazuje utjecaj nekih opioidnih peptida, pose-
bice Met-enkefalina na proliferaciju normalnih i zlo¢udno
promijenjenih stanica.* Fiziolosko djelovanje opioidnih

Endogeni peptidi
opioidnog djelovanja

Spoznaja da u zivéanom tkivu kraljeznjaka postoje recepto-

ri za alkaloide opijatnog djelovanja, poput morfina, potakla
je traganje za endogenim ligandima koji se vezu za te re-
ceptore.” Ubrzo zatim (1975. godine) izolirani su iz tkiva si-
savaca prvi endogeni peptidi opioidnog djelovanja, Leu- i
Met-enkefalin (Tyr-Cly-Cly-Phe-Leu/Met).? Tijekom godi-
na otkrivene su i brojne druge opioidne peptidne molekule,
koje dijelimo u tri glavne skupine: enkefalini, endorfini i di-
norfini. Svaka skupina tih spojeva nastaje iz specificne
prekursorske proteinske molekule, a izlucuju ih stanice
ziv¢anog tkiva i neuroendokrine stanice u razli¢itim organi-
ma i tkivima kao Sto su mozak, kraljezni¢cna mozdina,
nadbubrezna Zlijezda, crijeva, srce, itd. (za revijalni prikaz
vidi ref. 3). Endogeni opioidni peptidi imaju znacajnu i
mnogostruku ulogu u organizmu sisavaca, koja se ocituje u
prilagodavanju organizma na stresne situacije smanjenjem
osjeta boli, kontroli gastrointestinalnih, bubreznih, kardio-

spojeva posljedica je interakcije sa specificnim stani¢nim
receptorima. Danas znamo da postoji nekoliko razlicitih
klasa receptora za opioidne peptide koje obiljezavamo
grckim slovima: p, §, «, . Opioidni receptori imaju izvan-
stanic¢ni, transmembranski i unutarstani¢ni dio koji je po-
vezan s G-proteinima. Nakon vezanja opioidnih peptida i
pobudivanja opioidnih receptora, fosforilacija G-proteina
prenosi aktivacijski signal. Dolazi do inhibicije adenil-cikla-
ze, te se otvaraju ili zatvaraju ionski kanali¢i za kalijeve i
kalcijeve ione. S ciljem razjasnjenja uloge pojedinih kla-
sa opioidnih receptora i razvoja novih lijekova peptidne
strukture danas se u svijetu intenzivno radi na sintezi no-
vih, receptor-selektivnih, konformacijski ogranicenih analo-
ga opioidnih peptida koji ¢e biti otporniji prema enzim-
skoj razgradniji i sposobni za prelazak krvno-mozdane bari-
jere.”?
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Glikokonjugati opioidnih peptida: sinteza,
bioaktivnost, intramolekulske reakcije

Poznata Cinjenica da prisustvo ugljikohidratne molekule u
prirodnim biomolekulama i njihovim mimeticima ima dra-
matican utjecaj na fizikalna, kemijska i bioloska svojstva tih
spojeva potaknula nas je na sintezu glikokonjugata endoge-
nih opioidnih peptida, Leu- i Met-enkefalina, s eterskim (1),
amidnim (2-4), esterskim (5-12, 13-18) i N-alkilnim tipom
veze (19-20) Secer-peptid.1o-16 Spojevi prikazani na slici 1
sintetizirani su sa svrhom da se odredi utjecaj razlicitih
ugljikohidratnih molekula na biolosku aktivnost i konforma-
ciju ishodnog opioidnog peptida.

Opioidna aktivnost enkefalina i priredenih glikokonjugata
odredena je mjerenjem in vitro sposobnosti spojeva da in-
hibiraju elektricki izazvane kontrakcije ileuma zamorca
(GPI test) i vas deferensa misa (MVD test). Mjerenje u p-re-

ceptorskom sustavu (GPI) i 3-receptorskom sustavu (MVD)
omogucuje dobivanje uvida ne samo u opioidnu aktivnost
vec i u receptorsku selektivnost ispitivanih spojeva. Iz rezul-
tata navedenih u tablici 1 vidljivo je da mjesto vezanja
opioidnog peptida na Secer, tip veze kao i struktura uvede-
ne ugljikohidratne komponente imaju znacajan utjecaj s
obzirom na bioaktivnost ishodnog peptida. Glukozilacijom
hidroksilne skupine bo¢nog lanca tirozinskog ostatka (spoj
1) dobiven je derivat dramati¢no smanjene aktivnosti u oba
receptorska sustava. Alkilacija N-terminalnog kraja enkefa-
linske molekule 1-deoksi-D-fruktozom (spoj 26)'” kao i N-a-
[kilirani analozi u kojima je dusik glicinskog ostatka na
polozaju 2 (spoj 19) ili dusici glicinskih ostataka na polozaji-
ma 2 i 3 Leu-enkefalina (spoj 20), alkilirani s 6-deoksi-D-ga-
laktoznim ostatkom,'¢ takoder vodi do gubitka opioidne ak-
tivnosti. Kada se slobodna monosaharidna molekula veze
na Leu-enkefalin esterskom vezom koja ukljucuje karbok-
silnu skupinu peptida i C-1 (spoj 5) ili C-6 hidroksilnu skupi-
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Slika 1 - Strukture sintetiziranih glikokonjugata Leu- i Met-enkefalina

Fig 1

— Structures of synthesized glycoconjugates related to Leu- and Met-enkephalin
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Tablica 1 - Opioidna aktivnost glikokonjugata Leu- i Met-enkefalina odredena na ileumu zamorca (GPI) i vas deferensu misa

(MVD)?
Table 1 - Guinea pigileum (GPIl) and mouse vas deferens (MVD) assay of glycoconjugates related to Leu- and Met-enkephalin?
Tip veze
Spoj Secer-peptid GPI MVD GPI/MVD
Type of sugar- Ref.
Compound -peptide linkage () Q) 1G5
Leu-enkefalin (Tyr-Gly-Cly-Phe-Leu) 246 11,4 21,58 10
1 Tyr(Clcp)-Cly-Gly-Phe-Leu eterska >30000 16100 >1,86 10
2 Tyr-Gly-Cly-Phe-Leu-NH(GIcf1) amidna 195 27,2 717 11
3 Tyr-Cly-Cly-Phe-Leu-NH(GlcN) amidna 75,2 55,9 1,35 11
4 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH(Glc6) amidna 73,9 49,6 1,49 11
5  Tyr-Cly-Cly-Phe-Leu-O(Glcf1) esterska 164 20,6 7,96 12
6  Tyr-Cly-Gly-Phe-Leu-O(Glc6) esterska 108 26,9 4,01 13
7 Tyr-Gly-Cly-Phe-Leu-O(ClcpBzI6) esterska 120 32,5 3,69 12
8  Tyr-Cly-Gly-Phe-Leu-O(Man6) esterska 77,8 38,5 2,02 13
9  Tyr-Gly-Cly-Phe-Leu-O(Gal6) esterska 218 42,9 5,08 13
10 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-O(GlcBAc,6) esterska 2640 43,8 60,3 12
11 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-O(GlcBAc,1) esterska 497 28,7 17,3 14
12 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-O(ClcaAc,1) esterska 1730 29,5 58,6 14
19  Tyr-(Gal6)Cly-Cly-Phe-Leu N-alkilna >10000 2020 >4,95 8
20 Tyr-(Gal6)Gly-(Gal6)Cly-Phe-Leu N-alkilna >10000 >10000 - 8
26  (dFru)-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu N-alkilna >10000 >10000 - 8
Met-enkefalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) 93,5 9,1 10,27 15
13 Tyr-Gly-Cly-Phe-Met-O(Clc6) esterska 31,1 29,3 1,06 15
14 Tyr-Gly-Cly-Phe-Met-O(ClcpBzI6) esterska 94,3 30,6 3,08 15
15  Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-O(GIcNACc6) esterska 42,3 28,1 1,50 15
16  Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-O(GlcBAc,6) esterska 350 28,4 12,32 15
17 Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-O(GlcBAc, 1) esterska 837 40,9 20,5 14
18  Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-O(GlcaAc, 1) esterska 872 68,7 12,7 14

41C,, vrijednosti (nM)

*1C,, values (nM)

nu Secerne komponente (spojevi 6, 8, 9), opioidna aktiv-
nost se obnavlja. Derivati glukoze (6) i manoze (8) bili su
2-3 puta aktivniji u GPI testu, dok je derivat galaktoze (9)
imao istu bioaktivnost kao i ishodni peptid. Clikokonjugati
2-4 u kojima je 1-, 2-, ili 6-aminosecer vezan na C-termi-
nalnu karboksilnu skupinu peptida amidnim tipom veze ta-
koder su, u odnosu na ishodni peptidni spoj, pokazali visu
aktivnost u p-receptorskom sustavu (GPI) i smanjenu aktiv-
nost u 3-receptorskom sustavu (MVD). Derivati u kojima je
Met-enkefalin vezan na 6-OH skupinu slobodnih Secera
esterskom vezom (spojevi 13, 15) takoder su bili bolji ligan-
di za p-receptor, a slabiji za 8-receptor. Za razliku od gliko-
konjugata koji su u molekuli sadrzavali slobodnu Secernu
komponentu na C-terminalnom kraju enkefalinske mo-
lekule, potpuno acetilirani derivati (1012, 16—18) pokazali
su znatno smanjenu opioidnu aktivnost u testnom sustavu
GPI. Zanimljivo je spomenuti da je znatna razlika u aktivno-
sti opazena izmedu acetiliranih 6-O- i 1-O-izomera (10 vs.
11, 16 vs. 17) ukazujuci da su takvi spojevi ligandi za
razli¢ite podtipove iste vrste receptora ili da se vezu na
razli¢ite domene istog mjesta prepoznavanja opioidnog re-
ceptora. Dobiveni rezultati ukazuju da promjene na N-ter-

minalnom tirozinskom ostatku enkefalinske molekule re-
zultiraju drasticnim smanjenjem opioidne aktivnosti, dok
uvodenje potpuno slobodne ugljikohidratne molekule na
C-terminalni dio peptida povecava aktivnost u p-receptor-
skom sustavu, a smanjuje u 3-receptorskom sustavu.

Ispitano je protuvirusno djelovanje glikokonjugata Leu-en-
kefalina s eterskim, esterskim i amidnim tipom veze (spojevi
1-7, 10) na zarazu T-limfocita iz periferne krvi virusom hu-
mane imunodeficijencije (HIV-1).78 Iz podataka navedenih
u tablici 2, vidljivo je da su svi testirani spojevi iskazali
odredenu protuvirusnu aktivnost, za razliku od ishodnog
peptida koji nema anti-HIV-1 aktivnost. Nijedan ispitani
glikopeptid, medutim, nije sprijecio razmnozavanje virusa,
sto je vidljivo iz aktivnosti reverzne transkriptaze virusa
odredene u supernatantu kulture stanica. Protuvirusna ak-
tivnost spojeva 1-7 i 10 bila je podjednaka, ukazujuci na za-
nemariv utjecaj tipa veze Secer-peptid i strukture Secerne
komponente na anti-HIV djelovanje. Dobiveni rezultati su-
geriraju da opazeno protuvirusno djelovanje moze biti po-
sliedica povecane otpornosti testiranih glikokonjugata pre-
ma enzimskoj razgradniji u stanicama ili ubrzanog transpor-
ta kroz stanicnu membranu.
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Tablica 2 - Ucinak glikokonjugata Leu-enkefalina na zarazu T limfocita virusom humane imunodeficijencije (HIV-1)
Table 2 — Effect of Leu-enkephalin glycoconjugates on HIV-1 infectivity of T- lymphocytes?
Tip veze Citopati¢ni ucinak? (%RT)"
Spoj Secer-peptid Cytopathic effect” (%RT)°
Compound Type of sugar-
-peptide linkage 25 pM 50 pme 100 pm
Leu-enkefalin (Tyr-Gly-Cly-Phe-Leu) +++ (100) + 4+ (100) +++ (100)
1 Tyr(Glcp)-Gly-Gly-Phe-Leu eterska +++ (100) ++ (90) +(79)
2 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH(CIcp1) amidna +++ (100) ++ (86) + (75)
3 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH(CIcN) amidna ++ (93) ++ (87) +(72)
4  Tyr-Gly-Cly-Phe-Leu-NH(Clc6) amidna ++ (93) ++ (85) + (84)
5  Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-O(Clcp1) esterska +++ (100) ++ (79) + (75)
6  Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-O(Clc6) esterska ++ (85) ++(77) +(72)
7 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-O(ClcpBzI6) esterska +++ (100) ++ (85) + (85)
10 Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-O(GlcBAc,6) esterska +++ (100) +4 (82) + (79)

2 Podaci uzeti iz ref. 18. PKvalitativna ocjena pojave morfoloskih promjena:

(-) nema citopati¢nog ucinka; (+++) vise od 30 promijenjenih stanica

u jednom mikroskopskom polju. “Aktivnost reverzne transkriptaze (RT) u supernatantu stani¢ne kulture. “Koncentracija glikopeptida.

? Data taken from Ref. 18. bScoring of syncytia formation was based on graded level of no apparent syncytia (-) to >30 syncytia (+++) in a single
microscopic field. “Percent of reverse transcriptase (RT) activity in the culture supernatant. “Concentration of glycopeptide.

Glikopeptidi 6, 8 i 9 u kojima je Se¢erna komponenta (glu-
koza, manoza, galaktoza) vezana preko 6-OH skupine na
karboksilnu skupinu Leu-enkefalina esterskim tipom veze
podlijezu, ovisno o reakcijskim uvjetima, intramolekulskim
reakcijama, koje rezultiraju dvjema potpuno razli¢itim kla-
sama biciklickih spojeva 21-22," odnosno 23-2520-22 (slika
2). Biciklicki spoj 21 koji u strukturi sadrzi 1-deoksi-D-fruk-
tofuranozni ostatak nastaje pregradivanjem estera Leu-en-
kefalina i glukoze (6), ili manoze (8), u uvjetima kiselo-
bazne katalize (piridinoctena kiselina), dok spoj 22, derivat
1-deoksi-D-tagatofuranoze, nastaje pod istim reakcijskim
uvjetima intramolekulskom reakcijom iz estera galaktoze 9.
Iz ciklickih ketofuranoza 21-22 moguce je hidrolizom es-
terske veze dobiti Amadorijeve spojeve 26 i 27. Reakcije
estera 6, 8 i 9 u metanolu kao otapalu rezultiraju nastaja-
njem odgovarajucih imidazolidinonskih dijastereoizomera
23-25 u kojima se p-hidroksibenzilni supstituent i aciklicki
ugljikohidratni lanac nalaze u cis- ili trans- polozaju s obzi-
rom na ravninu imidazolidinonskog prstena.2>-25 Dijaste-
reoizomerne smjese spojeva 23-25 odijeljene su i hidro-
lizirane u odgovarajuce stabilne Secer-imidazolidinonske
produkte D-gluco- (28), D-manno- (29) i D-galacto-konfigu-
racije (30).

Produkti spontane reakcije
aldoheksoza i Leu-enkefalina

Ukoliko ljudsko tijelo sagledamo kao slozenu mjesavinu
raznih kemijskih spojeva, usprkos savrsenoj genetickoj i en-
zimskoj regulaciji metabolizma, na 37 °C se odvija cijeli
spektar spontanih, nekataliziranih kemijskih reakcija. Tako
neenzimska reakcija ugljikohidrata s aminokiselinama, pro-
teinima, lipidima i nukleinskim kiselinama rezultira kom-
pleksnim slijedom reakcija, poznatijih pod skupnim nazi-
vom Maillardova reakcija.2¢ Naime, poznato je da slobodne
amino-skupine biomolekula mogu reagirati s reduciraju¢im
Secerima, npr. aldozama, dajuci u prvom stupnju derivate
ketoza koji nastaju Amadorijevim pregradivanjem. U fizio-
loskim uvjetima Amadorijevi spojevi podlijezu nizu sloze-

nih i ne potpuno razjasnjenih reakcija dajuéi tzv. AGE-pro-
dukte (engl. Advanced Glycation End Products), nestabilne
specije koje reakcijom s proteinima stvaraju kovalentna
umreZenja, mijenjajuéi na taj nacin fizikalno-kemijska
svojstva, konformaciju, a time i funkciju proteina.?” Ti se
produkti nagomilavaju u organizmu tijekom godina, osobi-
to kod osoba oboljelih od dijabetesa, te su uzrokom ubrza-
nog razvoja mnogih kroni¢nih bolesti, poput ateroskleroze,
nefropatije, neuropatije, retinopatije, te Alzheimerove i
Parkinsonove bolesti. Vazno je naglasiti da do Maillardove
reakcije dolazi i tijekom termicke obrade namirnica, pri
¢emu mogu nastati produkti smanjene nutritivne vrijedno-
sti, kao i spojevi s mutagenim i kancerogenim djelovanjem.

Poznavanje slozenih procesa u spontanoj reakciji aldoza s
biomolekulama, posebice glukoze kao najrasprostranjeni-
jeg Secera, strukture nastalih produkata te njihove kemijske
i enzimske stabilnosti preduvjeti su za uspjesnu intervenciju
u slucaju bolesti, dakle za razvoj odgovarajucih terapeutika.
Stoga u procesu razumijevanja tih procesa u Maillardovoj
reakciji veliku vaznost imaju modelni sustavi. Poduzeta su
opsezna istrazivanja u kojima je proucavana reakcija neen-
zimske glikacije na modelu endogenog opioidnog peptida
Leu-enkefalina. Istrazivanja su obuhvatila ispitivanje reak-
tivnosti odabranih monosaharida (D-glukoza, D-manoza,
D-galaktoza) pod razlic¢itim reakcijskim uvjetima, te izolaci-
ju i karakterizaciju nastalih produkata.2¢ Smjese Secera i
peptida inkubirane su na 37 °Cili 50 °C u fosfatnom puferu
(pH = 7,4) ili u metanolu. Dokazano je da reakcijom svake
od ispitanih aldoheksoza s Leu-enkefalinom nastaju dva
razlicita tipa glikacijskih produkata, N-(1-deoksiketoz-1-
-il)-peptid (Amadorijev produkt) i dijastereoizomerna smje-
sa imidazolidinonskog spoja supstituiranog s pentitolnim
Secernim ostatkom i ostatkom peptida (slika 2). Kao Sto je
prikazano naslici 3, oba glikacijska produkta rezultat su nu-
kleofilnog napada amino-skupine tirozinskog ostatka u Leu-
-enkefalinu na aldehidnu skupinu Secera, pri ¢emu nastaje
nestabilna Schiffova baza. Reakcijski put nastajanja Amado-
rijevih spojeva (26, 27) ukljucuje pregradivanje Schiffove
baze u enamin, nakon cega keto-enolnom tautomerizaci-
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Slika 2 — Produkti spontanih amino-karbonilnih reakcija aldoheksoza i Leu-enkefalina
Fig. 2 - Products of spontaneous amino-carbonyl reactions of aldohexoses and Leu-enkephalin
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Slika 3 — Mehanizam nastajanja Amadorijevih spojeva i imi-
dazolidinona
Fig. 3 — Mechanism of Amadori compounds and imidazolidi-
nones formation

jom nastaju derivati 1-deoksi-ketoze. Nukleofilni napad
dusikovog atoma glicina na poloZaju 2 u peptidnom lancu
na Schiffovu bazu rezultira do sada neopisanim zatvara-
njem u imidazolidinonski prsten i nastajanjem novog kiral-
nog centra u spojevima 28-30. Omjer cis- i trans-izomera u
nastalom imidazolidinonskom spoju ovisi o strukturi ishod-
nog monosaharida te o prirodi otapala u kojem se izvodi
reakcija.28 U metanolu kao otapalu, reakcija glikacije tece
ponajprije u smjeru nastajanja Amadorijevih spojeva, a ko-
licina nastalih produkata ovisi o strukturi ugljikohidratne
komponente, koncentraciji reaktanata te o temperaturi. Za
razliku, u fosfatnom puferu, dakle u mediju kojim imitiramo
fizioloske uvjete, nastaje znatno manje produkata glikacije,
ali zato imidazolidinonskih produkata nastaje vise nego u
metanolu pod istim reakcijskim uvjetima (slika 4).

Gal Man Glc

¥l Leu-enkefalin
Dimidazolidinon

B Amadorijev spoj
raspadni produkti

Slika 4 — Utjecaj reducirajucih Secera, galaktoze (Gal), manoze
(Man) i glukoze (Clc) na nastajanje glikacijskih produkata iz Leu-en-
kefalina. Molarni odnos reaktanata: Leu-enkefalin:Se¢er = 1:15.
Otapalo i reakcijski uvjeti su bili kako slijedi: (A) metanol, 50 °C, 3
dana; (B) fosfatni pufer (pH = 7,4), 50 °C, 3 dana; (C) metanol, 37
°C, 3 dana; (D) fosfatni pufer (pH = 7,4), 37 °C, 21 dan.

Fig. 4 - Effects of reducing sugars, galactose (Cal), mannose
(Man) and glucose (Clc), on glycation product formation from Leu-
enkephalin. The molar ratio of the reactants: Leu-enkephalin:sugar
= 1:15. The solvent and the reaction conditions were as follows:
(A) methanol, 50 °C, 3 days; (B) phosphate buffer (pH = 7.4), 50
°C, 3 days; (C) methanol, 37 °C, 3 days; (D) phosphate buffer (pH
= 7.4), 37 °C, 21 days.
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Pod fizioloskim uvjetima, pretvorba ranih produkata glika-
cije, kao sto su Amadorijevi spojevi, u AGE-produkte odvija
se nizom reakcija, kao $to su oksidacija, pregradivanje,
dehidratiranje ili fragmentiranje adukata secer-protein/pep-
tid. Stoga se primarno namece pitanje kemijske i enzimske
stabilnosti ranih produkata glikacije, posebice produkata
koji nastaju iz glukoze i endogenog opioidnog peptida kao
Sto je Leu-enkefalin. Da bismo dosli do odgovora na ova pi-
tanja, studirana je brzina hidrolize Amadorijevog spoja 26 i
imidazolidinona 28 (trans-izomer) (slika 5) u humanom se-
rumu na 37 °C i usporedena s njihovom stabilnos¢u u fo-
sfatnom puferu.28-30 |z rezultata prikazanih u tablici 3 vid-
ljiivo je da glikacija tirozinskog ostatka u Leu-enkefalinu
znatno povecava otpornost ishodnog peptida prema en-
zimskoj razgradniji. Dok se Leu-enkefalin brzo raspada u se-
rumu (t,, = 14,8 min), pretezno djelovanjem aminopep-
tidaza, Amadorijev spoj pentapeptida 26 polagano se (t,, =
14 h) metabolizira u tripeptidni Amadorijev spoj 31 djelo-
vanjem dipeptidil-karboksipeptidaze.?® Karakteristicno je
za spoj 31 da nije podlozan daljnjem raspadu u humanom
serumu cak niti nakon 4 dana inkubacije na 37 °C. Dokaza-
no je da je takvo iznenadujuce ponasanje posljedica veza-
nja Amadorijevog spoja 31 na albumin, najzastupljeniji pro-
tein u ljudskom serumu.3? Drugi glikacijski produkt dobiven
iz glukoze, imidazolidinon (2R)-28, bio je u humanom seru-
mu jo§ stabilniji od Amadorijevog spoja 26, s poluvreme-
nom raspada od ¢ak 6,5 dana (tablica 3). Istovremeno
prisustvo dva metabolicka produkta 32 i 33 u inkubatu
potvrdilo je uklju¢enost dipeptidil-karboksipeptidaze i kar-
boksipeptidaze u hidrolizu spoja 28. Medutim, za razliku
od tripeptidnog Amadorijevog spoja 31 koji je bio stabilan u
serumu, raspad imidazolidinona 32 i 33 u serumu ukljucuje
polaganu hidrolizu na sec¢ernu (glukoza) i peptidnu kompo-
nentu koja postaje supstrat za aminopeptidazu. 1z rezulata
prikazanih u tablici 3 vidljivo je da spojevi 32 i 33 imaju go-
tovo identi¢nu stabilnost u humanom serumu i fosfatnom
puferu.2

o) OH
CH,— R

OH

26 R = -Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
31 R =-Tyr-Gly-Gly

A Y (2R)28 R = -Gly-Phe-Leu
] (2R)32 R = -Gly-Phe
A (2R)-33 R = -Gly
CH,0H

Slika 5 — Strukture Amadorijevih i imidazolidinonskih deriva-
ta Leu-enkefalina i strukturno srodnih manjih fragme-
nata

— Structures of Amadori and imidazolidinone derivati-
ves of Leu-enkephalin and of structurally related smal-
ler fragments

Fig. 5

Tablica 3 - Vremena poluraspada (t,,) Leu-enkefalina, nje-
govih produkata glikacije i glavnih metabolita u
humanom serumu i fosfatnom puferu (0,05
M/0,17 M NaCl, pH = 7,4) (PBS) na 37 °C

Table 3 - Halflives (t;,,) of hydrolysis of Leu-enkephalin, its
glycation products and main metabolites in hu-
man serum and in phosphate (0.05 M, pH = 7.4)
buffered 0.1 M saline (PBS) at 37 °C
Struktura bz
Spoj? spoja Humani
Compound?| ~ Structure serum Ref.
of the H PBS
uman
compound
serum
Leu-enkefalin peptid 14,8 min stabilan 30
26 Amadori 14,0 sati 8,7 dana 30
31 Amadori stabilan 2,2 dana 30
(2R)-28 imidazolidinon 6,5 dana 20,5 dana 28
(2R)-32 imidazolidinon 18,5 dana 21,7 dana 28
(2R)-33 imidazolidinon 16,6 dana 15,4 dana 28

2 Strukture ispitanih spojeva prikazane su na slici 5.

? Structure of the investigated compounds are presented in Fig. 5.

Zakljucak

Opisani rezultati ukazuju, na modelu malih bioaktivnih
peptida, kako ukljucenje ugljikohidratne molekule pruza
niz mogucnosti u odabiru Secerne komponente, mjesta
vezanja kao i tipa veze Secer-peptid, smanjujudi ili poveca-
vajuci receptorsku selektivnost i bioaktivnost ishodnih spo-
jeva. Nadalje, istrazivanja na podrucju Maillardove reakci-
je, koriste¢i dobro definirani aldoheksoza/peptid model,
omogucila su bolji uvid u produkte koji nastaju spontanom
reakcijom aldoza i endogenog opioidnog peptida Leu-en-
kefalina te prve spoznaje o utjecaju glikacije na kemijsku i
metabolic¢ku stabilnost peptidne komponente.
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SUMMARY

Synthetic Glycoconjugates: Models for Studying Interactions
in Biomolecular Recognition and Sugar-Induced Modifications of Peptides/Proteins

S. Horvat

Although the biological and medical importance of complex carbohydrates and glycoconjugates
is firmly established, many of the molecular details of how these intriguing compounds accom-
plish their functions are not understood well. Unraveling these molecular mechanisms is very im-
portant since our understanding of the role of glycoconjugates in nature has traditionally fallen far
behind the accumulated knowledge on other biopolymers such as proteins and nucleic acids.

The synthesis of pure, well-defined glycoconjugates of bioactive peptides is essential to the study
of the biological processes that they mediate. This paper covers the methods for glycoconjugate
assembly and biological activity screening. Within this context, the impact of the carbohydrate
moiety on receptor selectivity, chemical and metabolic stability will be addressed.

The diversity and complexity of nonenzymatic glycation products found in naturally occurring
peptides/proteins hasten the need to clarify the sequence of reactions that carbohydrate adducts
undergo and to find biomarkers of specific sugar-peptide structures. Addressing these issues, it is
demonstrated how the structure of the sugar moiety controls the formation of glycation products
from the endogenous opioid peptide, Leu-enkephalin. It is shown that the information gained
from carbohydrate-peptide model systems provides a novel mechanism for the generation of the
glycation (Maillard) reaction intermediates under physiological conditions and better insights into
the damage to endogenous peptides as a result of glycation by reducing sugars in vivo.
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