7. Kombinatorialni syntéza peptidu



S rozvojem syntézy peptidl rostly pozadavky

na kvantitu syntetizovanych peptid( pro bioaplikace.

Od 80. let se zacinaji rozvijet techniky vicenasobné paralelni syntézy,
tzv. multiple parallel synthesis.
Poté uz byl jen krok ke
kombinatoridlni syntéze peptidd,
tzv. combinatorial peptide synthesis,

nebo-li syntéze knihoven peptidl (peptide libraries), typicky ve formé smési.

Napf. pouZziti 20 aminokyselin mUZe vygenerovat az 20° hexapeptidQ,
tj. 64 miliéna.
Vyhodou kombinatorialni syntézy smési proti paralelni syntéze jednotlivych peptidd

je, ze je k tomu treba mnohem méneé reakci.

Na kombinatorialni syntézu navazuji i specialni techniky testovani knihoven latek.



Principem kombinatorialni syntézy peptidd je
syntéza vSech moznych permutaci sekvence peptidu o dané délce
a za pouziti daného mnozstvi aminokyselin

a jejich, pokud mozno, soucasné, a co nejefektivnéjsi testovani.

Zjednodusené receno, kombinatorialni peptidova chemie spociva v pripravé a testovani
velkého mnoistvi latek (peptidd) soucasné a ¢asto ve smésich

Combinatorial Chemistry
searching for a needle in a haystack




Kombinatoridlni syntéza peptidu: syntéza vSechny moznych permutaci
Napf. 2 pozice (A a B, dipeptidy AB), 3 aminokyseliny (1-3), tj. 32=9 peptidu

A1B1 A1B2 A1B3

=—=> A2B1 A2B2 A2B3

A3B1 A3B2 A3B3

9 different compounds

Napfr. pfi pouziti 20 aminokyselin:

Dipeptidy 400 Napf. syntéza 3,2 milliont pentapeptidi zvlast’
Tripeptidy 8,000 (10 aminokyselin denné) by trvala 1,6 milionu dni,
Tetrapeptidy 160,000 tedy 4400 let neprerusované prace.

Pentapeptidy 3,200,000

Hexapeptidy 64,000,000

Heptapeptidy 1,280,000,000



Nejjednodussi priklad: knihovna dipeptidd
Napr. chceme otestovat vSechny varianty dipeptidu sloZzenych z 20 aminokyselin (A;-A,,).

Takovych dipeptidd je 400, tj. 20% (poget pouZitych aminokyselinPo¢et POZiC)

Pri paralelni syntéze by bylo treba k jejich pripravé 400 jednotlivych syntéz.

Kombinatoriadlni syntéza pouziva metodiky, které Setfi praci:

A je smés Syntézou pfipravime 20 smési, tj. A;A, az A, A,
20 aminokyselin

. Kazda z 20 smési obsahuje 20 peptidu.
1. A=Ay ’ bEP

Tyto smési otestujeme a vybereme nejlepsi, tj.
napf. A/A,.

Pak uz jen pripravime peptidy v této smési obsazené,
tj. ALA, az AJA,, a otestujeme je a vybereme nejlepsi.

K biologickému testovani 400 peptidl tedy postacilo jen 40 syntéz/testq.



| malé dipeptidy maji smysl
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Na pocatku kombinatoridlni syntézy byla

Paralelni vicendsobna syntéza peptid{
tzn. syntéza mnoha peptidd soucasné, ale jesté ne ve smési

Ronald Frank v Némecku, syntéza na papirovych (celulézovych) discich,
nejprve nukleotidy, pak peptidy, tzv. spot synthesis.

Frank, R.; Heikens, W.; Heisterberg-Moutsis, G.; Blocker, H. A new general approach for the
simultaneous chemical synthesis of large numbers of oligonucleotides: Segmental solid supports.

Nucl. Acid. Res. 1983, 11, 4365-4377.

filter paper

NH a) Fmoo-f-Ala-OH, a') Froe-Gly-OH,
NH, DIC, MM DIC, MMl NH i
NH, b) 20% piperidina . =
NH
0" o oo o
Al

1 .'.-.fj'l--.' g ‘&

"& ‘%. ﬁ‘(ﬂgiﬁ
4a

l

) Fmoc-fi-Ala-Opfp ') Fmoc-aa-Opfp .

{(Ceterminal aa) 1€ o "S&.
L
b b i m
iF.
d) Ac.O, DIEA. d) Ac.0, DIEA v
@) 20% piperidine &) 20% piperidire
Y C-terminal amina acid

af peplide sequence %=

Napf. syntéza na bavinéném laboratornim plasti

m Ci filtraCnim papiru, tj. celuldze.

' h') gaseous NH,

) blocking buffer

i) incubation procedure i'F punch press
/ \ microtiter plate
e 3]

Esterifikace OH skupin celulézy.
estery nejsou stalé v bazickém vodném prostredi,

cell-based assays

on-support assays

membrane-bound huge number of v vv e v s . J0 s
peplide amays | soluole peptides coz umoziuje uvolnéni peptidd do roztoku po syntéze



Paralelni syntéza peptidQ

Richard Houghten v USA, syntéza v ,Cajovych saccich” (tea bags)

Houghten, R. A.; DeGraw, S. T.; Bray, M. K.; Hoffmann, S. R.; Frizzell, N. D. Simultaneous multiple
peptide synthesis: The rapid preparation of large numbers of discrete peptides for biological,
immunological, and methodological studies. BioTechniques 1986, 4, 522-528.
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Paralelni syntéza peptidl

Mario Geysen v Australii, syntéza na plastovych tycinkach, ztv. Multipin method

Geysen, H. M.; Meloen, R. H.; Barteling, S. J. Use of peptide synthesis to probe viral antigens for
epitopes to a resolution of a single amino acid. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 3998-4002.

*Array of polyethylene pins (40 mm long, 4 mm in diameter) spaced to
fit into the wells of conventional MTP

*Pins functionalized with linkers fitted for different purposes so that
today many different applications are possible

*Loading of each pin: 100 nmol — 50 pumol
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Paralelni syntéza peptidu

Stephen Fodor, USA, prikopnicka prace pro rozvoj Cipovych syntéz
Prevzala firma Affymax

Fodor, S. P. A_; Read, J. L.; Pirrung, M. C_; Stryer, L.; Lu, A. T.; Solas, D. Light-directed, spatially
addressable parallel chemical synthesis. Science 1991, 251, 767-773.
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Obr. 7 Schéma fotolitografické peptidové syntézy. Ozafeni povrchu pokryteho rostoucimi peptidy
chranénymi na amino konci fotostépitelnou chranici skupinou pres masku vytvari vzorovany povrch s

odchranénymi misty, na kterych mlZe byt pfipojena daldi aminokyselina. Nova maska pak odchrani
dalsi sadu lokalit.



Metody syntézy a charakterizace

kombinatoridlnich knihoven peptidl lze rozliSovat podle:

- Typu pevného nosice pro syntézu (zrna pryskyrice, Cipy, bavina)
- ZpUsobu vytvareni smési aminokyselin (inkorporace smési ¢i jednotlivé)
- Zpusobu jakym jsou knihovny testovany (v roztoku ¢i imobilizované)

- Zpusobu jakym jsou jednotlivé peptidy v knihovnach identifikovany



Knihovny pripravené metodou syntézy typu ,,rozdéel-smichej”

(divide-couple-recombine, split-and-mix Ci portioning mixing)

Q
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Tripeptid A-B-C 9 Q) Q- ww R. Houghten et al. Nature 354, 84, 1991
(3 pozice), \ l / K.S. Lam et al. Nature 354, 82, 1991

t¥i aminokyseliny smichat Ga . S. Furka et al. IIPPR 37, 487, 1991
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Vyslednd knihovna, tfi smési latek, se mze ponechat rozdélena (podle C1, C2 a C3) ¢i smichat dohromadly.



Syntéza typu ,,rozdél-smichej“ na pryskyfici slozené z kulicek polymeru generuje:

na kazdé kulicce pouze jeden druh peptidu (one-bead-one-compound, OBOC).

O3  1-O-17
13013 @2 =18

O @

Peptidy mohou byt odstépeny z pryskyrice a testovany v roztoku, nebo testovany na pryskyfici.
Pritomnost pouze jednoho peptidu na kulicce usnadriuje identifikaci aktivnich peptidd.

Je treba pouZit takovy pocet zrn pryskyfrice, ktery je alespon nékolikrat vétsi nez pocet peptidQ,
aby byl kazdy peptid pritomen se statistickou pravdépodobnosti (dochazi k ztratam).

1 g typické pryskyfice (zrna o priaméru 100 um) obsahuje jeden asi milidn zrn (asi 10°).
Jedno zrno pryskyrice obvykle obsahuje okolo 200 pmol latky,
tj. okolo 0.1 pg peptidu s Mr = 500 g/mol.

Smichani pryskyric dohromady také Setri ¢as protoze promyvani ¢i deprotekce
mohou byt provedeny najednou.



Prvni kombinatoridlni knihovna peptidl pripravend metodou ,,rozdél-smichej“, 1982:

TANULMANY, GYOGYASZATILAC HASZNOSITHATO FEPTIDEK
SZISITEMATIEUS PELEUTATASANAR LEHETGSEGEIROL

Készitette Dr. Furka Arpdd egyetemi
tandr, Budapest, 1982 mdjus 29.

3 THbbek kiizttt az eddig felfedezett peptidhormomok
példdjs i tanusitja, hogy & hosszabb-révidelb peptidek
az 616 sservezetben szdmos fontos fumkeidét ldthatnak el.
Peltehetd, hogy ezeknek m bicldgiailag aktiv, és poten-
cidlin terdpide hatdassal bird peptideknek eddig cask egy
kis téreddkét lsmerjik. Ez indokeljme, hogy ezen a terllle-
ten vildgezerte és hazdnkban is, intensiv kutatimunka
folyik.

Az ujfajta blolégiei hatdssal rendelkesd peptidek
felkutatdadra kétféle elvi lehetSség kindlkozik:

W
l | 8
o
bl 'l | 1, A peptidek izolélésa az 618 szervezetbdl, elf-
zetesen felismert bidldgiai hatdsuk alapjdm.

4 l 2. A peptidek seintetikus elSdllitdsa és bloldgial
Arpa d F u rka hatdsaik utdlagos felderitdae.
Eddig mz izoldlésos médszer bizomyult jdrhatébbnak
’/ ’ . annak ellenére, hogy ez is igen munksigényes. Ennek az &
m a d a rS ky C h e m I k mapgyardzata, hogy az adott tegezdmu peptidek lehetséges
szimn olyan gyorsan nf & tegeszdmmal, hogy mir a tetrapep-
tidek teljes azdmban /160 ezer/ tirténd elldllitdea is &

S_ Furka et al_ ”PPR 37’ 487’ 1991 pyakorlatban megoldhatatlan feladstnak tlnik. Fa a 20 fé-

le fehérjemlkotd amincsavat vesszilk alapul, a lehetadges
peptidek szdmdt fﬁn/ a kivetkezd egyenlet fejezd ki a

Neuvédomil si asi zcela f tegasin /n/ flggvényévens
dosah svého objevu; e

Ha a peptideket lépéasenként és egymdatdl flggetlentl
tj. OBOC + testova’nl’. . £11itjuk eld, az n tagu peptidek esetében mz o::om azlik-

Technika ale opravdu prorazila az diky

Kit S. Lam (Nature 354, 82, 1991) Richard Houghten (Nature 354, 84, 1991)
One-bead-one-compound (OBEC) Iterative deconvolution vs positional scanning
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Synthetic library techniques:
Subjective (biased and generic) thoughts and views

Viktor Krchiak™® and Michal Lebl®

Selevride Corporation, o subsidiory of Hoedher Marion Rowssel, 1550 E. Hanley Bowlevard, Tueson, A2 85737, U5 A

Molecular Diversity, | {1995) 193=216

The “One-Bead-One-Compound” Combinatorial Library Method
Kit S. Lam,*T Michal Lebl* and Viktor Krchriiak®

Arizona Cancer Center, Department of Medicine, Department of Microbiology and Immunology, 1501 N. Campbell Avenue, Tucson, Arizona 85724,
and Houghten Pharmaceuticals Inc., 3550 General Atomics Court, San Diego, California 92121

Chem. Rev. 1997, 97, 411448

Parallel Personal Comments on “Classical” Papers in Combinatorial Chemistry

Michal Lebl*
Trega Biosciences, 9880 Campus Point Drive, San Diego, California 92121

J. Comb. Chem. 1999, 1, 3—24



Knihovna pripravena reakci se smesi aminokyselin

Je to alternativni metoda vytvareni smési peptid vici metodé ,,rozdél-smichej”.

Reakce se smési AMK ale vytvari na jednom zrnu pryskyfrice vice peptidd. A1 ? Ay
2

Priklad pouZiti A-A,-As-A,  Syntéza metodou ,rozdél-smichej“

(one-bead-one-peptide)

A-A-A-A, Reakce se smési aminokyselin
(kazdé zrno obsahuje vsechny sekvence)

Ctyfi pozice, 19 AMK, tj. 194 =130 321 peptid(i na kazdém rameni,
ale celkové 130 321%2=16 983 563 041 latek celkem.

Kdyby se to délalo na obou ramenech metodou ,,rozdél-smichej”,
bylo by tfreba nejméné 16,9 kg pryskyfrice (kazdy peptid pritomen aspon jednou na 1 zrnu).

V tomto pripadé postacil pouze 0.5 g pryskyrice (asi 500 000 zrn s 130 321 peptidy).



Selekce fluo+ zrn

1 zrno -1 peptid
Al'Az'A3'A4

Ax_Ax_Ax_Ax

1 zrno — véechny peptidy Fluo Sekvenace ,zeleného” peptidu
(napf. G-W-R-T), AA v &erveném peptidu
se projevi jako Ssum (4/20)

,Zelené” peptidy jsou testovdny v kontextu vSech moznych , cervenych” peptidi na kazdém zrnu.

vSechna zrna — stejny 1 peptid

G-W-R-T , o , R
V druhém kole zafixujeme identifikovany ,zeleny” peptid
a sekvence ,,Cerveného” peptidu je optimalizovana
stejnym zplUsobem (po syntéze metodou ,rozdél-smichej“).
Al_AZ_A3_A4 Proc. Natl. Acad. Sci. USA

Vol. 92, pp. 5426-5430, June 1995
1 1 id Pharmacology :
Zrno — epti
Pep Library of libraries: Approach to synthetic combinatorial library
design and screening of “pharmacophore” motifs

Nikovral F. SEPETOV®, VIKTOR KRCHNAK®, MAGDA STANKOVA®, SHELLY WADE*, KiT 8. LAMT, AND MicHAL LEBL*

*Selectide Corporation, 1580 East Hanley Boulevard, Tucson, AZ 85737; and YArizona Cancer Center and Department of Medicine, University of Arizona
College of Medicine, Tucson, AZ 85724



ZpUsoby syntézy se smési aminokyselin

Chranéné aminokyseliny ale nemaji stejnou reaktivitu.

Reakce se AA v riizném poméru
podle jejich reaktivity

a celkové ve velkém prebytku
vUci pryskyfrici, 5-10 ekvivalent

Table 1 Relative Molar Ratio of Amino Acids in the Cou-
pling Mixture When Using a 10-Fold Molar Excess™

Boce-Protected Amino Acid | Relative Molar Ratio (Mol% )

Ala
Asp{OBzl)
Glu(OBzl)
Phe

Gly
His(Dnp)
Ile
LysfZ(2-C)]
Leu-0.5H,0O
MetO

Asn

Pro

Gln
Arg(Tos)
Ser(Bzl)
Thr(Bzi)

Val
Tyr[Z(2-Br)]

3.58
3.70
3.84
2.66
3.04
3.76
183
0.56
5.23
242
5.64
4.56
561
6.87
293
5.04
11.9
436

Ostresh et al. Biopolymers, 34, 1681, 1994

Reakce se AA ve stejném ekvimoldarnim pomeéru,
ale v celkové v mensim mnozstvi

vzhledem k amino-komponenté a pouzit
dlouhé reakcni Casy.

Napf. pri prvni reakci pouzit 0,95 ekv.
smési 20 aminokyselin, pricemz kazda AA je
v poméru 0,0475 ekv. vuci pryskyfrici (1 ekv.)

Pri druhé reakci pouzit stejnou smés
ale jiz v prebytku.



Tab. 3 SloZzeni aminokyselinové smési pro kondenzaci v ekvimolarnim mnozstvi (Izokineticky pomer).

Pomeér zavisi silné na chranicich skupinach a postupu aktivace (levy sloupec DIC aktivace, pravy sloupec
kondenzace esteru).

Aminokyselina Molarni pomér Aminokyselina Molarni pomér
Boc-Ala 1.18 Fmoc-Ala-OPfp 1.20
Boc-Arg(Tos) 2.26

Boc-Asn 1.86 Fmoc-Asn-OPfp 5.05
Boc-Asp(OBzl) 1.22 Fmoc-Asp(OBut)-OPfp 1.00
Boc-Gin 1.85 Fmoc-GIn(Trt)-OPfp 1.66
Boc-Glu(OBzl) 1.26 Fmoc-Glu(OBut)-OPfp 1.35
Boc-Gly 1.00 Fmoc-Gly-OPfp 1.11
Boc-His(Dnp) 1.24 Fmoc-His(Trt)-OPfp 2.49
Boc-lle 6.02 Fmoc-lle-OPfp 13.01
Boc-Lys(2-Cl-2) 2.16 Fmoc-Lys(Boc)-OPfp 1.84
Boc-Leu 1.72 Fmoc-Leu-OPfp 1.39
Boc-Met(O) 0.80

Boc-Phe 0.88 Fmoc-Phe-OPfp 1.15
Boc-Pro 1.50 Fmoc-Pro-OPfp 2.00
Boc-Ser(Bzl) 0.97

Boc-Thr(Bzl) 1.66

Boc-Trp(For) 1.32 Fmoc-Trp(Boc)-OPfp 1.74
Boc-Tyr(2-Br-Z) 1.44 Fmoc-Tyr(But)-OPfp 1.22
Boc-Val 3.91 Fmoc-Val-OPfp 9.62




Peptidové knihovny se specifickymi strukturnimi rysy

Je mozné cokoliv co chemie dovoli, napt.:

Knihovny cyklickych peptidi

0
H
N
NOFH’I
o H E*{—Xj—;NHBoc

1. removal of Boc group
2. cleavage of Fm ester
3. lactarn formation (cyelization)

O .
H H
N\N—N
oM H_('XnD

l deprotection and cleavage

O
H
HoMN N—N
o H H—fxp

X = mixture of amino acids; n=4-6

Eichler et al. Mol. Div. 1, 233, 1996.

Knihovny peptidomimetik

PGvodni knihovna N-benzylace

O R? o R O R? Blzt o ™ H
H
N NH HoN N N..
HENWAJ\N)\[r W)J\N)\ﬂ/ E. 2\()']\'}')\’_( j)'Ll}IJ\n, Bzl
R! : 0 Re H O R' Bzl O R® Bzl ©O

1 tstrapeptide library 2 N-benzylated tetrapeptice lbrary

R2 R4 H2 B|Z| H4 H .
H

HoN )\/ N )\/NH HoN )\/N )\/ N.
> \l/\ N j/\N 2 2 \(\ N Y\N Bzl
H H | !
R! R3 R' Bzl R3 Bz

3 pentamine library 4 N-benzylated pentamine library

R1-R* — amino acid side chains

Oxidace peptidové vazby Oxidace a N-benzylace

Rozdélenim plvodni knihovny se dramaticky zvétsila
chemicka diversita a chemické vlastnosti knihovny.

Houghten et al. Mol. Div. 2, 41, 1996.



Knihovny peptoidd,

slozenych z N-substituovanych glycin(
EN N
NW \)erg

Simon et al, PNAS 89, 9367, 1992

Konformacné definované
peptidové knihovny

Napf. helikalni peptidy

Y KXXKKXXKKXKKXXKKX-NH?2

randomizované v X pozicich

vykazovaly enzymatickou aktivitu

Péréz-Paya et al, JBC 271, 4120, 1996



Peptidové knihovny zaloZzené na molekularnich skeletech (scaffoldech)

Vazebna mista (epitopy) v proteinech jsou ¢asto diskontinudlni a dosti rozlehla.

Takova od sebe vzdalena mista je tézké napodobovat/mimikovat malymi molekulami

Ci klasickymi peptidy.

Epitope 11

Nékdy ale existuji tzv. hot-spots — mensi ¢asti vazebnych mist

zodpovéedné za vétsSinu afinity.



Molekularni, vicefunkéni skelety (scaffoldy) mohou slozit jako platformy pro syntézu
nékolika peptidl v jedné molekule.

Zachyceni na pryskyfici '|'|
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OH Yal bhe
SH-(CH,),-0 Piperidin '{'r‘lse Il'z'HEH
\ / g 'i’:?
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pTolSO,H, Pd(PPh;,),

Byla pfipravena knihovna 27000 tfi-ramennych latek, které byly testovany na vazbu Fe3*,
Opatz et al. J. Comb. Chem. 4, 275, 2002.
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K,CO;, click a syntéza peptidu
Do scaffoldu je click chemii inkorporovano raménko s aminoskupinou.
Volnd aminoskupina umoznuje syntézu peptidu v prvni pozici.
Dale je odstépen TES a modifikovana druha pozice, nakonec odstépen TIPS a modifikovana treti pozice.
(Nepublikované vysledky)
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Klasifikace knihoven podle zpusobu, kterym jsou aktivni latky
v knihovné identifikovany (tzn. dekonvoluce)

Iterativni knihovny

Syntéza 20 smési O,-X-X-X az O0,,-X-X-X
V testovani je nejlepsi O,

Syntéza 0,-0,-X-X aZ 0,-0,,-X-X Vyhodou zde je, Ze s postupnou iteraci

V testovani je nejlepsi O, neustale ubyva peptidl v knihovnach.

Syntéza 0,-0.-0,-X a# 0,-0-0,,-X Klesa tak riziko, Zze pokud je v knihovné aktivni jen jeden,
7 Y57V 77 Y5

V testovani je nejlepéi O, nebude objeven diky jeho priliSnému redéni nebo ztraté.

Syntéza 0,-O.-0,.-O, az 0,-0.-0,.-0,,
V testovani je nejlepsi O,
Vysledny nejaktivnéjsi peptid 0,-0:-0,:-0,;

Idealni pfipad Nékdy muize byt selekce obtizna
207 154 154
154
s < 10- < 10-
S 104 s 3
< < <
< < <
5 5
5
0- 0- 0-
o1 02 03 04 O5 06 o1 02 03 04 05 06 o1 02 03 04 05 06

Knihovna Knihovna Knihovna



1st sublibrary

AXXXX
(0.9.6.9.0.4
10:9.4.¢.6.¢

VXXXKX
WXAXXXX
YXOOKXX

2nd sublibrary

XAXXXX
XCXXXX
XDXXXX

XVXXXX
XWHOXKX
XY XXXX

¥ = mixture of amino acids

Testovani:

}

D, E

Posic¢ni skenovadni (positional scanning)

3rd sublibrary

XXAXXX
XXCXXX
XXDXXX

XXVXXX
XXWXXX
XXY XXX

}

l, L,V

4th sublibrary

XXXAXX
XXXCXX
XXXDXX

XAXVXX

XXXWXX
XAXYXX

}

FY

5th sublibrary

XXXXAX
XXXXCX
XXXXDX

AXAXXVX
AXKXXWX
AXXXYX

}

N, Q

6th sublibrary

XXXXXA
XXXXXC
XXXXXD

KAKXXV
KAXKKW
KAXXXY

Syntéza a testovani vSech kombinaci peptid(: 2 x 1 x 3 x 2 x 2 x 1 = 24 peptidu

Vyhodou je, Ze by nemélo dojit k opomenuti nékteré z latek.
Nevyhodou je, Ze latky jsou stale testovany ve formé velmi komplexnich smés,
ve velkém redéni, takze muze dojit k opominuti aktivni [atky.



lterative

Screening Synthesis Screening synthesis Screening synthesis Screening
OXXX ey [\ XX ey [/] 0 X ey [/ e [\/]10)X s [\/][ [\ oy [\/]] ] () o /1] N
IMINS
MIRX se—)\]|RO MIRS
MIRD

VX ) e /] A, () [/ 2\ /] A )] ) s [/] A ] )
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MARY ~— | |ARC) we—]]ARD
TH i » MARS
Pomtmnalscannmg '
OXXX — [V]XXX
. VIND
—) MAND
XOXX o X | XX s MIRD ., )
— X AXX mmy  MARD Porovnani obou technik
[ o MINS Vysledek by mél byt stejny
XXRX sy [VIIRS
sy [VIARS
XXXO e XXX D
XKXS

D000 = A0, DGO, B2, FXK, GXXX, ..., ..., YXXX (O = defined position, X = mixed position, other letter = individual amino acid)



Analyzy peptidovych knihoven

HPLC: V pripadé komplexnéjSich smési (100 latek) je chromatograficka analyza

obtizna.

Eirst Library

060

050+

0404

0304

AL

0204

0104

01H

Split and load to resin
1) CulACs, Azides A
Mix and Spilit
2) CuAACs, Azides B
Mix and Spilit

3) TBAF treatments
4) CupACs, Azides C
5) cleavages

1.148

I

By.

10N

10 sub-libraries C1-C10
(1000 compounds)

Sub-library C4

F100.00

40,00

20,00

H0.00

000

% Composition

100 latek, klasické HPLC

10 latek, HPLC porovnani

GhERBE s R B R b HE R R EEROREFIERRROEREVEES

CABTAS

C4B7A4

C4BTA1

n LAL i i
M
C4B7 J.M W

VN

C4B7A10 ‘

C4B7A9 .

c4B7A8 | A

C4B7A7

CABTAG

S EEEE G R RNV ER GV EE B E R P E P RBORRRENUNEREE

C4B7
)

10 latek, LC-MS

12/1/2015 4:00:37 PM abre_B7_01_N

T ¥ f
25.30
1007
18 s 3 g |
903 @ ~ — «—A10(815)
EP S .-
w0l & CERg J
13 QD @
» 705 x L= "‘I“?a/
I - ™ oy 2498
fex E2 MO0 L0
S 3 1.1 -
5 _3
‘F.,SO‘;E T L | ‘ 2‘”7[|
a9 © 1~ ‘1 |'11so A
T Iy M~ |
B RS- ||w||| T
207 £ | ]| ||| 20.94 ) l 3071 3100 3148 s
gz 1 “ M J w}/f\ 3015 35.39
el ¥
5 15 20 25 30 35

Time (min)



Analyzy peptidovych knihoven (smési latek)

Aminokyselinova analyza — informace o ekvimolarnim zastoupeni, ale ne o sekvenci

Hmotnostni spektrometrie — analyzu je mozné porovnat s teoreticky vypocitanym spektrem
napft. Peptide Companion software
520 - 620 amu -

+631.40
i -

645.84

61634
60276

Experimentalni MS

Teoretické MS

450 500 550 600 650 700 750 800 850
m'z

Figure 7-12. ESI mass spectrum of the 5832-c cyclic hexapeptide mixture

c[FAXXXG] (X = 17 r-amino acids and Gly except Cys and Trp) (top) and calculated mass

distribution of the {M + H]* fons (bottom).

Hmotnostni spektrometrie — fragmentacni spektra, identifikace sekvence peptidu

N-termindlni sekvenace (Edmanovo odbourdvdni) — informace o aminokyselinach v
jednotlivych pozicich



Edmanovo odbouravani

H' & T\ oy
t R H 0 Y _N. )
"H' ,r”(-_ ~, N HM H Peptide
Se.. H,N “Peptide PHB.0_ B
“-‘ D ‘H+
heat
0 H'
.
AN R o
_Peptide peptide~J,;, H "OH:
, NH H
HPLC a porovnani @ - N}f_ HoN” N -
EEI
se standardem -.L__ i .
kvantitaivné i kvalitativné N™ H
Phenylthiohydantoin
(PTH) |
san
X, XX X, (NMeg), RM- i X, X, XX, X NMeg), RM - e e *
X,& X:{NMieg LR | XXX X (NMeg).RM- | oo 4

XXX X X{NMeg).RM

,z XX X.{ wyg ] Gy Pro
= I

e Priklad rychlé sekvenéni analyzy ¢asteCnou Edmanovou degradaci (PED),
nasledovanou MALDI hmotnostni spektrometrii

Kulicky nesouci unikatni sekvenci
se podrobi nékolika cyklim reakce se smési fenyl isothiokyanatu (PITC) a 9-fluorenylmethyl
chlormraven¢anu (Fmoc-Cl) v poméru 1:3 (mol/mol). Tim je ziskana rada N-terminalné zkracenych
produktu. Nakonec je Fmoc skupina odstranéna pomoci piperidinu. Vysledna smés s plnou délkou

sekvence a vSemi jeho zkracenimi je pak analyzovana MALDI hmotnostni spektrometrii.



Znaceni knihoven (tagging)

dobré napft. pripadé, ze knihovny obsahuji nesekvenovatelné sekvence, je obtizné latky

identifikovat, anebo kdyzZ se ¢ast peptidu odstépuje pro testovani.

Vicefazové uvolnovani latek z pryskyrice (IDA-DC linker)

Treti kopie latek,

(coding tag) ., . . , v
FﬂYH\/\/O ?HVCO—LyS—O pripadné peptidova znacka
Dvé kopie stejnych 0 TNI
latek H‘YH\/\/O\H)
0 0
lpH?—B
l— (coding tag)
(CO—Lys—O
., H Ox N . . .

Testovani v roztoku R1WN\/\/OH T l diketopiperazin

* gi N o}

H1YN\/\\/D\ﬂﬁ’\OH_
0
ipH‘IZ
(coding tag) MozZnost sekvenace peptid( znacky
vs v p: Y CO—Lys—{ )
Pfipadné druhé testovani v roztoku r
0 N
R! N OH
2 +
D o

0C Lebl et al, Methods, 1995



Metody testovani knihoven

Primé méreni biologické aktivity s peptidy na pryskyrici.
Je to typické pro one-bead-one-peptide (OBOC) knihovny.

SOre-Bead-One-Compounc” Combinaiorial Lbaary Method Chemical Revioes, 1397, Wl 37, bo 2 433

Kolorimetricky esej s enzymem,
Napt. stépeni ,,zhdseného”
fluorescen¢niho substratu

Je pridan fluorescenéné znaceny protein.
RGzné zabarvenad zrna.
Cim tmavsi, tim aktivnéjsi.

TR e S s
R g S e

=B —

Kolorimetricky esej s enzymem. PFimy esej zrn s burikami.

Kolorimetricky esej s enzymem. Svétla zéna okolo zrna uvoliujiciho

peptidy znadi aktivitu proti
rakovinnym bunkam &i bakteriim.




Test vlivu latek na pryskyfici na preziti bunék

Test zivotaschopnosti bunék

Dedikovana mikrofabrikovana mikrotitracni desticka
Mikronadobky pro pouze jednu kulicku (120 um)
,Okénko" v bunécném travniku - zdroj cytotoxického peptidu



Biopolymers (Peptide Science), Vol. 66, 93-100 (2002)
Morten Meldal ——
Carisberg Laboratory,
The One-Bead Two-

Department of Chemi_sby, i
e vy, COmpound Assay for Solid
- Denmark Phase Screening of
Substrate specificity of Cruza Combinatorial Libraries
from Trypanosoma Cruzi
Library of FQ-
substrates

v

Solid phase Edman
sequence analysis:
Cleavage point and
Substrate sequence

FrmsEs s e

FA AR R e

ﬂﬂm‘*‘n‘*‘n‘*ﬁ*‘n'ﬂnﬂln'm]‘;.

Aap: -AagzAap,K(F)-

5 p's
"

FIGURE 1 The principle of the single-bead FRET substrate assay. Cleavage of the fluorescence-
quenched substrate by the enzyme leads to increased fluorescence, and active beads are subjected to
Edman sequence analysis to provide both the preferred substrates for the enzyme as well as the
cleavage point. The statistical distribution of residues is plotted against subsite for Cruzain.

ACDEFGHIKLMNPQRSETVYWY

Meldal a schI.18 pripravili knihovnu interné zhasenych fluorescenénich substratll na polymeru, ktery
umoznuje pronikani proteolytickych enzymd do jeho struktury (PEGA). Vznik fluorescence na kulickach
po inkubaci pak prokazuje ze dana kulicka chsahuje dobry substrat pro konkrétni enzym. Tato technika
byla upravena do "jedna kulicka - dvé slou¢eniny" testu, ve kterém kulicka polymeru vedle kembinatoricke
knihovny obsahuje rovnéz  slouéeninu reportéra®, ktera mize plsobit jako majak ktery sleduje aktivitu
¢lena knihovny. P¥i testovani potencidlnich inhibitorl enzymatické aktivity, kuliéky obsahuji ,interné
uhaseny” substrat a knihovnu potencialné inhibi¢nich peptidd. Po inkubaci knihovny s enzymem, kulicky
postradajici fluorescencni signal pravdépodobné obsahuji inhibitor a mohou byt vybrany a sekvenovany.



Nase knihovny "Library of libraries (Michal Lebl)"

One-bead-one sequence

i N I i N-ABCD
20% 0 N N-
7 s HN/U\/ \”/\/ WH H/\/
Dvouvrstva and ,tagovana“ zrna o) 0
V7 oe o e . . H

80%

pro snazsi identifikaci peptidu o AN X X X5 X
H ?
HN—ABCD Mixture of all possible sequences 0N each bead

Tag

rozpustny

receptor ¢

insulinu ‘,{'ﬁ%
t,’ﬂ; :
QLA

< ’.'

mCherry

Vysledek screeningu



Identifikace aktivnich (fluoreskujicich) zrn pryskyrice pomoci FACS

(fluorescent activated cell sorting)

Case3 CD 19"

azt | Protein naseho zajmu s Fluo znackou

10°

it
povwnl ool

Qa1-1

10°

||!|_|'|

CD23 PE-A

03 04-1 knihovna zrn s ligandy

UL TITTIT T T LBLILLLLL!
A T TR
-702

CD200 APC-A

FACS selekce zrna s aktivnim ligandem,
na ktery se ,,nalepil”
protein se znackou




Manualni selekce aktivniho zrna pod mikroskopem




Problém nespecifické vazby pri pfimém testovani na zrnech

Ve skuteénosti muze ligand na povrchu vykazovat ruzné vazebné vlastnosti. Pryskyrice obvykle
pouzivané pro syntézu knihoven maji vysokou substituci (napfr. 90-um pryskyrice TentaGel se substituci
0,3 mmol/g ma hustotu ligandd 100 mM). Tato vysoka substituce je vSak vhodna pouze pro naslednou
identifikaci hitu a ne pro aktualni vazby biomolekul. Vysoka hustota ligandu muzZe prispét k nezadoucim
vazbam cilové molekuly na ligandy s nizkou afinitou (z divodu vysoké lokalni koncentrace ligandl) a
muzZe také vést k nezamyslenym mnohocéetnym interakcim s cilovou molekulou. V dusledku této znamé
skutecnosti je béZna resyntéza a testovani jednotlivych hitu v roztoku. Vzhledem k tomu, screening velké
knihovny muzZe produkovat stovky hita, neni neobvyklé (vzhledem k nakladum na sekvenovani a
resyntézu) definovat strukturu a resyntetizovat jen zlomek "hitd", a riskovat tak nenalezeni nejlepsiho
ligandu.

Tuto situaci si I1ze nejlépe ilustrovat na ponékud zvétseném modelu. Pokud bychom zvétsili syntetickou
kulicku na rozmér zemeékoule, pak potencialni ligand velikosti desetipeptidu by byl velikosti Eiffelovy véze
a kdyby se skacel na povrch, pak by pravdépodobné narazil do dal$i stejné véZe. Prichozi protein muze
mit dosedaci plochu velikosti Parize. Pak si |ze snadno predstavit Ze protein najde ligand bez velkeho
hledani a jeho vazba na povrch je ovlivnéna tésnym sousedstvim dalSich stejnych ligandu které zpusobi
zesileni i velmi slabych interakci pomoci efektu vysoké lokalni koncentrace.

Redenim mUzZe byt snizeni koncentrace na povrchu zrn aZ na 1-0,1% p@ivodni hustoty
a dvouvrstva zrna (na povrchu nizka substituce, uvnitr vysoka).

Protein nevstupuje dovnitr zrn. o ’ 0 0 ’
HNJUWNWH*?*W“ABCD
O o
A NX X X5 X
H

HN—ABCD Tag



Izolace aktivnich zrn pomoci proteinu zachyceného na magnetickych nanocasticich

Astle, J. M.; Simpson, L. S.; Huang, Y.; Reddy, M. M.; Wilson, R.; Connell, S.; Wilson, J.; Kodadek, T.
Seamless bead to microarray screening: rapid identification of the highest affinity protein ligands from
large combinatorial libraries. Chem. Biol. 2010, 17 (1), 38-45.

«- Magneticnanoparticle

target Hits
e .
protein Magnetic G
sorting
> B 0.0
cooggoo
OBOC library Nonbinding beads
1) Beadtransfer
2) Compoundrelease
MS
decoding 3 .
| | | [ || g% }(‘r"'o--“
me - iz =
Structure ofthe F 96-well plate
mostactive hit [Target Protein]

Microarray analysis

Obr. 11 Schema integrovaneho magnetickeho screeningu a testovani interakce pomoci poli na
desticce (microarrays). TentaGelove kulicky (75 pum) z OBOC knihovny jsou inkubovany s cilovym
proteinem, a po promyti se inkubuji s protilatkou proti cilovému proteinu modifikovanou kovalentné
pripojenymi ¢asticemi obsahujicimi oxid Zelezity (Dynabeads). Kulicky, které se vazou na cilovou
bilkovinu jsou nyni magneticky oznaCeny a shromazdény na strané zkumavky pomoci magnetu,
zatimco negativni kulicky jsou odstranény. Kazda z vybranych magnetickych ¢astic je oddélena do
jamky mikrotitracni desticky, a slouceniny jsou odstépeny z kulicek. Tyto slouceniny se pak nanesou
na podlozni sklicko a vytvori se pole které se inkubuje s ruznymi koncentracemi cilového proteinu pro
urceni afinity kazdé slouéeniny. Struktura vybranych hitl se pak odvodi pomoci tandemové hmotové
spektrometrie. Pouziti této technologie umozZiuje pristoupit k resyntéze hitu teprve kdyZz jsou
definovany nejsilngjsi ligandy.



Table 2 Screening and Iterative Deconvolution of a Dual-Defined Hexapeptide Li-

Testovani biologické aktivity po uvolnéni ldtek do roztoku.
Je to typické pro peptidy pripravované v definovanych smésich.

brary against mAb 17/91?

Priklad metody iterativni dekonvoluce, ktera zahrnuje opakovani cyklu ,syntéza, testovani, vybér"

Step Peptide Mixture? Number of Mixturesx | Total Number | ICy, (nM)
Peptides per Mixture | of Peptides

screening | Ac-OOXXXX-NH, | 400x130321 52128400

selection | Ac-DVXXXX-NH, 1x130321 130321 58000
screening | Ac-DVOXXX-NH, | 20x6859 137180

selection | Ac-DVPXXX-NH, 1x6859 6859 15000
screening | Ac-DVPOXX-NH, | 20x361 1220

selection | Ac-DVPDXX-NH, 1x361 361 1100
screening | Ac-DVPDOX-NH, | 20x19 380

selection | Ac-DVPDYX-NH, 1x19 19 40
screening | Ac-DVPDYO-NH, | 20x1 20

selection | Ac-DVPDYA-NH, Ix1 1 2

*O = one of the 20 proteinogenic amino acids; X = a mixture of 19 proteinogenic amino

acids excluding Cys (see Section 4.3.7.3.2.1).

Postupnym testovanim a zuzovanim vybéru by se mélo dospét k nejaktivné;jsi latce.

(
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Vyvoj selektivnich inhibitor(l peptidaz 24-15 a 24-16 za pomoci kombinatoridlni chemie
Endopeptidaza 24-15 (thimet oligopeptidaza, 3.4.24.15)
Endopeptidaza 24-16 (neurolysin, 3.4.24.16)

Velmi podobné enzymy, in vitro Stépi podobné substraty.

Pro studium jejich funkce in vivo bylo treba vyvinout selektivni a silné inhibitory.

Neselektivni nanomolarni inhibitor obou peptidaz

Inhibitors —P, P,-Py.- Pg— Koo 15 Kigy s Selectivity
nMm nm
Z,,Phe¥(PO,NH)Gly-Pro-Nle (1) 3 5 1.7
Z,,PheV(PO,CH,)Gly-Pro-Nle (2) 10 12 1.2 <4
Z 1, Phe¥(PO,CH,)Gly-Pro-Nle (3) 200 320 1.6
Z,,Phe¥(PO,CH,)Gly- ,,Pro-Nle (4) 3400 7700 2.3
Z,,Phe¥(PO,CH,)Gly-Pro-,,Nle (5) 4800 2900 0.6
Z,,Phe¥(PO,CH,)Gly-Pro-Nle-OMe (6) 830 750 0.9

Plan byl randomizovat pozice P2 a P3 (Pro a Nle) s cilem nalézt selektivni a silnou
sekvenci.



Klasicka split-and-mix syntéza na 2-Cl-chlorotritylové pryskyfici

1 Peptide mixtures are prepared by combining twenty different Zaa'-R samples,
where Zaa' represented all the natural amino acids ( Cys is replaced by Nle).
The Zaa' concentration is the same in each sample .

&R O0—R .—R &—R @—R O—R

\ ‘4ﬂque Zaa'

Homogeneous mixing .
= 1

Splitting into 20 equal portions

2 N

R W R WR @R BR WR %ZR
P2~ Homogeneous mixiure of 20 different Zaa'

Coupling a unigue amino acid to each portion

]‘ Fmoc]‘ Fmoc]ﬂ@} FmocHD) mek@ mej@ Fmocjo

& ZR &% R %R ©# R @% R O#R

3 Coupling of the phosphinic pseudo-dipeptide
+ 2 o)Phey(PO-CHy)Gl = A

O-Ad
Deprotection and cleavage steps

Aoz A&7 N-0Ou AN-O0u Ao’ \-O

A

4 Determination of the potency of each sample

Ziskano 20 smési peptidd, v kazdé 20 peptidl

Advanced ChemTech 357 MPS

Prvni syntetizator schopny syntetizovat

paralelné 36 peptidl a schopny pryskyftici smichat
a poté ji i znovu rozdélit zpét do reaktord.

jedna AA smés 20 AA

N /
Z-(L,D)Phey(PO,CH,)Gly-Yaa‘-Zaa“



N —

Porovnani Ki jednotlivych inhibitoru

Z-(L,D)Phey(PO,CH,)Gly-Yaa‘’-Zaa’
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TABLE

IT

Inhibition constants of phosphinic peptides having the
general formula Z-; 1, PheW(PO,CH,)Gly-Arg-Zaa for
endopeptidases 24-15 and 24-16

Experimental conditions are as described in Table I.

Inhibitors —P; Py Py~ Por

K,

i24-15 24-16

nm nM
Z- 1, Phe¥(PO,CH,)Gly-Arg-Zaa
Z-1.1»,PheV(PO,CH,)Gly-Arg-Met 0.35 135 <—
Z- 4, 1,PheV(PO,CH,)Gly-Arg-Nle 1.6 215
Z- 1,1, Phe¥(PO,CH,)Gly-Arg-Ala 2.2 200
Z- 4, 1»Phe¥(PO,CH,)Gly-Arg-Phe 2 1100
Z-(L »Phe¥(PO,CH,)Gly-Arg-Tyr 3.6 600
Z- LL,D)Phe'tlf(PO CH,)Gly-Arg-Leu 5.0 845
Z- 1,1, Phe¥(PO,CH,)Gly-Arg-Gln 6.0 680
Z- 4,1 Phe¥(PO,CH,)Gly-Arg-Val 9.5 1150
Z- 1. 1»PheV(PO,CH,)Gly-Arg-Ile 9.5 580
Z- 1, 1,PheV(PO,CH,)Gly-Arg-Trp 13 2650
Z- 4,1, Phe¥(PO,CH,)Gly-Arg-Gly 14 1700
Z- 1, 1, Phe¥(PO,CH,)Gly-Arg-Arg 14 2050
Z-, 1, PheW(PO,CH,)Gly-Arg-Asn 20 1450
Z-1,1,PheV(PO,CH,)Gly-Arg-His 23 2950
Z- 1, 1»PheV(PO,CH,)Gly-Arg-Ser 29 2500
Z- 1, 1Phe¥(PO,CH,)Gly-Arg-Thr 35 3600
Z-q, ", PheW(PO,CH,)Gly-Arg-Lys 140 26000
Z-q, ' PheW(PO,CH,)Gly-Arg-Glu 160 8000
Z-,1»PheV(PO,CH,)Gly-Arg-Asp 350 20300
Z- LL,D)Phe‘If(PO CHQ)Gly -Arg-Pro 3500 35000
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Inhibitory typu Z-(L,D)Phe(PO2CH2)Gly-Yaa‘-Zaa‘ nebyly ale selektivni vi¢i endopeptidaze 24-16,
proto byl zvolen novy pfistup.

enzyme

Schematic representation of a general approach to develop
potent and selective inhibitors of zinc metalloproteases by
combinatorial chemistry of phosphinic peptides. For a
given peptide size (tripeptide or tetrapeptide in this figure),
different peptide mixtures (a, b, and c) can be developed
according to the position of the phosphinic bond in the
sequence. In addition, for each mixture type, by varying the
state of the peptide extremity (with no protecting group or a
single or double protecting group), four subtype mixtures can be
obtained. The circle represents a position containing in
equimolar amounts 20 different amino acids. The determination
of potency for each mixture allows assessment of the influence
of the size of the peptide and the position of the phosphinic
bond on the inhibitory potency and selectivity, independently of
the amino acid composition of these peptides.



Byly pfipraveny knihovny (smési) inhibitord, rizného typu
a zjisténa jejich inhibicni selektivity vici peptiddzam

LABLE 1
Inhibitery potency and selectivity of phosphorus-containing tripeptide mixtures of the general formula Yaa-LD-V Phe(PO.CH,)Gly and
LDV Phe(PO,CH ) Gly-Yaa' for endopeptidases 24-16 and 24-15

Values for K, were determined as described under “Materials and Methods.” Assays were carried out in 5 mM Tricine/NaOH, 0.1 mg/ml bovine
serum albumin in the presence (endopeptidase 24-15) or absence (endopeptidase 24-16) of 0.1 mM dithiothreitol. Selectivity corresponds to the
ratio ICs 24_15/1Cs0 24_16)-

Inhibitors

PyeeemeeeennP P P, ICsp (24-16) IC50 (24-15) Selectivity
Juh M
p-PheV (PO,CH,) Gly-Yaa' (1) 5 880 176.0 <4
N-Ac-1p-PheW¥ (PO,CH,) Gly-Yaa’ (2) 600 1020 1.7
Lo-PheWV (PO,CH,) Gly-Yaa'-NH, (3) 150 215 1.4
N-Ac-1p-PheW (PO,CH,)Gly-Yaa'-NH, (4) 585 880 1.5
Yaa-wo-PheV (PO,CH,)Gly (5) 18 60 3.3
N-Ac-Yaa-1p-PheWV (PO,CH,)Gly (6) 8 15 1.9
Yaa-1o-PheV (PO,CH,) Gly-NH, (7) 14 380 27.1 <4
N-Ac-Yaa-rp-PheWV (PO,CH,) Gly-NH, (8) 167 300 1.8

Na zdkladé inhibi¢nich vysledkd byl jako templat vybran typ peptidl
Yaa-DL-WPhe(PO,CH,)Gly-Yaa'

,pokryvajici“ obé vazebna mista P2‘ (Yaa‘) az P2 (Yaa),

ktera obsahovala smés 20 aminokyselin



Testovani pozice P2

100 Il 1 1 Il 1 1 ]

% inhibition

Pro Trp Val Arg Thr Ala Phe Met Leu Asp Tyr His lle Gly tys Nie GinAsn Ser Git

I Yaa= F'2

Fic. 2. Influence of the P, position (Yaa) on the inhibition of
24-16 (upper part) and 24-15 (lower part) by inhibitor mixtures
of the general formula Yaa-DL-WPhe(PO,CH,)Gly-Yaa' (Yaa'
contains a mixture of 20 different amino acids). The concentration
of phosphinic peptides in each mixture was 1 uM for 24-16 and 10 uM for

24-15.

1

Yaa-DL-WPhe(PO,CH,)Gly-Yaa'

Testovani pozice P2’

?’/

% inhibition

80

Mwh—————————,—————___|
Pro Alz Nie Met Gln Arg His Lys Leu Ser Gly We Trp Phe Tyr Asn Thr Vai Glu Asp

Yaa' =P2,

Fic. 3. Influence of the P,. position (Yaa’) for the inhibition of
24-16 (upper part) and 24-15 (lower part) by inhibitor mixtures
of the general formula Pro-pL-WPhe(PO,CH,)Gly-Yaa'. The con-
centration of phosphinic peptides was 100 nM for 24-16 and 40 uM for

24-15.

Pro- pL-WPhe(PO,CH,)Gly-Yaa’'



Byly identifikovany vysoce selektivni a potentni inhibitory endopeptidazy 24-16

TABLE 11
Inhibition constants and selectivity of phosphorus-containing peptides for endopeptidases 24-16 and 24-15

Experimental conditions are described in Table I. Selectivity corresponds to the ratio K, 4_15/K; z24_16)-

Inhibitors .
IR S P ~Py-Py K, 24-16) K, 2a-15) Selectivity
nm nm
Pro-Lpo-PheWV (PO,CH,) Gly-Pro (1) 12 21,800 1820
N-Ac-Pro-Lo-PheWV (PO,CH,) Gly-Pro (2) 9840 NI
Pro-up-PheW (PO.CH,) Gly-Pro-NH, (3) 26 31,700 1220
N-RAc-Pro-1p-PheW (PO,CH,) Gly-Pro-NH, (4) 21,000 NI
Gly-Pro-1p-PheV (PO,CH,) Gly-Pro (5) 111 41,000 370
Pro-1p-PheW (PO,CH,) Gly-Pro-Nle (&) 1.9 75 39
Gly-Pro-wp-PheWV (PO,CH,) Gly-Pro-Nle (7) 0.4 21 53
Pro-r -PheWV (PO,CH,)Gly-Pro (8) 4 8100 2025 <

4 NI, no inhibition.
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Selektivni inhibitory obou enzym( byly poté pouzity
v in vivo studiich ke studiu funkce endopeptidaz v potkanech a mysich.

Bylo zjisténo, ze se obée endopeptidazy Ucastni degradace peptidu neurotensinu.

Neurotensin is a 13 amino acid neuropeptide that is implicated in the regulation of luteinizing hormone

and prolactin release and has significant interaction with the dopaminergic system.

Neurotensin was first isolated from extracts of bovine hypothalamus based on its ability to cause a visible
vasodilation in the exposed cutaneous regions of anesthetized rats.

Neurotensin is distributed throughout the central nervous system, with highest levels in the hypothalamus,
amygdala and nucleus accumbens. It induces a variety of effects, including: analgesia, hypothermia and increased
locomotor activity. It is also involved in regulation of dopamine pathways. In the periphery, neurotensin is found in
enteroendocrine cells of the small intestine, where it leads to secretion and smooth muscle contraction.



Na zacatku minulého desetileti jsme se pokusili
spojit kombinatorialni peptidovou syntézu a afinitni chromatografii

s cilem identifikovat nové proteinové cile pro pseudopeptidy fosfinaty.

Inhibitory/afinitni ligandy typu: Ac-Xaa-Ala(PO,CH,)Leu-Yaa

Byla pfipravena knihovna latek
Ac-Xaa-Ala(PO,CH,)Leu-Yaa-(BAla),-FL-PEGA
v Xaa vzdy jen jedna AA a v Yaa smés 19 AA

PEGA - Polyetylen glykolova pryskyfrice je hydrofilni
FL — fotolabilni linker, umoznuje uvolnéni [atek z pryskyrice



Knihovny (afinitni kolonky) byly inkubovany s homogenatem z potkanich jater
a zachycené proteiny eluovany s témi samymi latkami co byly na prislusnych kolonkach

nebo roztokem guanidinu.

Ac-Xaa-Ala(PO,CH,)Leu-Yaa-nosic
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Figure 1. Electrophoretic Analysis of Fractions Obtained from Affinity Supports Ac-Xz-DL-Ala-i[PO; -CH;]-DL-Leu-X..'-(pAla),-PL-PEGA

Eluované proteiny byly analyzovany elektroforézou a po preblotovani N-terminalni sekvenaci.



Table 1. N-Terminal Sequencing of Isolated Proteins

Protein band

N-terminal sequence found

Protein identified

P1-P7
P8

P9

P10

P11, P12
P13

P14-P16

P17

P18

P19

P20

P21

p22

P23

nd
IPPAPLAKTD

GIDKRTIEKFEK

APIAGKKAKRGI

nd
ATQQDFENAMN

nd

KKILIKHVTV

GANFQYIITEKKG

GLELYLDLLSQP

PMTLGYWDIRG

APIAGKKAKRGI

APAGGPRVKKGILESLD

YVAEKISGQKVNEAAXD
VAEKISGQKVNEAAXDI

nd

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase
mitochondrial precursor

(lacking residues 1-38), EC 4.1.3.5
Elongation factor-1 alpha (lacking residues 1-32)
Betaine: homocysteine S-methyltransferase
EC 2115

nd

Rat homologue of mouse peroxisomal
A3,A2-Enoyl-CoA isomerase, EC 5.3.3.8

nd

L-3-Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
Mitochondrial precursor

(lacking residues 1-22), EC 1.1.1.35
Enoyl-CoA hydratase 1, mitochondrial precursor
(lacking residues 1-29), EC 4.21.17
Glutathione S-transferase

subunit 12, class-theta, EC 2.5.1.18
Glutathione S-transferase

chain 4, class-mu, EC 2.5.1.18

Betaine: homocysteine S-methyltransferase
EC 211.5

Rat homologue of mouse

betaine: homocysteine S-methyltransferase 2
Betaine: homocysteine S-methyltransferase
(lacking residues 1-88 or 1-89), EC 21.1.5

 G—
G—

Results of N-terminal sequencing of proteins P1-P20 shown in Figure 1 and of proteins P21-P23 shown in Figure 4B. nd means not determined

(due to the N-terminal blocking).




Rekombinantni lidskou BHMT dodal spolupracujici Tim Garrow (Urbana, IL)
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Ac-Xaa-Ala(PO,CH,)Leu-Xaa“
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Figure 2. Inhibition of Human Recombinant
BHMT by Soluble Phosphinic Pseudopeptide
Mixtures Ac-X,-DL-Ala-i[PO; -CH,]-DL-Leu-
Xaa'-NH;

Amino acids in the X, position are shown in
a single letter code. The mixtures were tested
at 250 uM concentration and the values are
means of three independent measurements.
For details, see Experimental Procedures.

Figure 3. Inhibition of Human Recombinant
BHMT by Single Soluble Phosphinic Pseudo-
peptides Ac-Val-DL-Ala-4[PO,-CH,]-DL-Leu-
Xaa'-NH;

Amino acids in the X3 position are shown
by single letter code. The compounds were
tested at 250 M concentration and the val-
ues are means of three independent mea-
surements. For details, see Experimental Pro-
cedures.



Optimalizace struktury inhibitoru

Table 2. Inhibition of Human BHMT by Phosphinic

Pseudopeptide Analogs

Compound, 100 uM

% of Inhibition

1 Ac-Val-DL-Ala-{[PO; -CHJ]-DL-Leu-His-NH; 57.4
2 Ac-Val-DL-Ala-i[PO, -CH,]-DL-Leu-Cys-NH, 0.0
3 Ac-Val-DL-Phe-y[PO; -CH,]-DL-Leu-His-NH, 53.7
4 Ac-Val-DL-Phe-i[PO; -CH;]-DL-Ala-His-NH; 87
5 Ac-Val-Ala-Leu-His-NH; 259
6 Ac-DL-Ala-[PO, -CH,]-DL-Leu-NH, 0.0
7 Ac-Val-DL-Ala-[PO;, -CH,]-DL-Leu-His 0.0
8 Val-DL-Ala-[PO:"-CH;]-DL-Leu-His-NH; 70.6
9 Val-DL-Phe-[PO, -CH,]-DL-Leu-His-NH, 80.3
Table 3. Inhibition of Human BHMT by Individual Diastereocisomers of Compounds 8 and 9
% of Inhibition 1C (M)

Compound 50 pM pH 6.9 pHT7.5
8a Val-Ala-W[POs -CHg]-Leu-His-NH; 54.5 nd nd
8b Val-Ala-b[PO, -CH,]-Leu-His-NH, 491 nd nd
8c Val-Ala-W[PO; -CH;]-Leu-His-NH, 22.2 nd nd
8d Val-Ala-U[PO;~-CH;]-Leu-His-NH; 22.5 nd nd
9a Val-Phe-i[PO; -CHg]-Leu-His-NH: 829 1.0 2.4
9b Val-Phe- [P0, -CHj]-Leu-His-NH; 44.2 9.0 12.0
9c Val-Phe-i[PO, -CH]-Leu-His-NH, 87.2 1.7 2.0
9d Val-Phe-[PO, -CHj-Leu-His-NH; 64.8 3.7 5.0

L-Met nd nd 250




Afinitni purifikace enzymu z potkanich jater na jediném imobilizovaném inhibitoru
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Figure 4. Affinity Purification of Rat Liver BHMT



KiaP? ~ 10 uM pro oba substraty

Nekompetitivni inhibice
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1N )
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Prace s enzymem nas béhem dalSich let dovedla

k mnohem silnéjsSim kompetitivnim inhibitord enzymu.
Tyto latky byly pouzity ke studiu role BHMT in vivo.

S enzymem jsme pracovali az do roku 2014.

S COOH NS COOH HOOC _~_~_S COOH
HOOC \/Y HooCc™ s \/\{ \/\{
NH, NH, NH,

IC50 0.087 uM IC50 0.096 uM IC50 0.2 uM
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