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Lukasz Berlicki

Peptydy i peptydomimetyki

» Peptydy — oligomery zbudowane z aminokwasow
potaczonych wigzaniem amidowym.
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» Peptydomimetyki — czasteczki nasladujace strukture i
funkcje peptydow
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Cele molekularne

» Wiele celéw molekularnych oddziatuje z peptydami i ich
analogami, w szczegolnosci s3 one:
Ligandami receptorow,
Inhibitorami oddziatywania biatko-biatko,
Inhibitorami

enzymow.

Other 119 gene
families and singleton
targets 44%

GPCRs 25%

ST/Y kinases 10%

Cys proteases 2%
Zn peptidases 4%
Gated ion-channel 2%

CYP enzymes 2%

Cation channels 2%

NHRs 3%

Ser proteases
(trypsin) 3%

PDEs 3%

Peptydy i analogi jako leki

» Ok. 200 substancji aktywnych (wsrod komercyjnych
lekow) jest peptydami lub ich analogami.

"1-9

" 10-19
“20-29
" 30-39
" 40-48

Wielkos¢ peptydow obecnych na rynku
(liczba reszt aminokwasowych)




Bioaktywne peptydy

» Peptydy moga wykazywaé bardzo szerokie spektrum
aktywnosci biologicznych i by¢ stosowane w leczeniu:
infekcji bakteryjnych,
choréb wirusowych (w tym HIV),
chorob uktadu krazenia,
cukrzycy,
osteoporozy,
NOWOtworow.

Peptydy jako leki
» Zalety:

Wysoka aktywnosc i selektywnos¢
Szeroki zakres celow molekularnych

Potencjalnie mniejsza toksycznos¢ w porownaniu do zwigzkow
niskoczasteczkowych

Niska akumulacja w tkankach
Wysokie zroznicowanie chemiczne i biologiczne
Mozliwe do odkrycie na poziomie genow

tatwa synteza analogow




Peptydy jako leki
» Wady:

Niska stabilno$¢ metaboliczna

Niska przepuszczalnosc przez btony biologiczne
Staba biodostepnos¢ przy podawaniu doustnym
Wysokie koszty produkgji

Szybko usuwane z organizmu

Czasami problemy z rozpuszczalnoscia

Przyktady lekow peptydowych
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Przyktady peptydowych block busters

» Leuprorelina, groserelina — antagonisci receptora
gonadotropwego (1.5 mld USD i .1 mld USD), dziatanie
przeciwnowotworowe.
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Zrodla bioaktywnych peptydow

» Naturalne peptydy produkowane przez rosliny, zwierzeta i
cztowieka (hormony peptydowe lub fragmenty biatek)

» Peptydy wyizolowane z bibliotek genetycznych

» Biblioteki chemiczne (chemia kombinatoryczna)

Poszukiwanie aktywnych peptydow

» Czesto aktywnosc¢ biatka jest zwiazana tylko z fragmentem
(epitopem).
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Metody optymalizacji peptydow

Truncation

HaN-XXXXXXXXXX-COH
HoN-XXXXXXXXX-CO,H
HaN-XXXXXXXX-CO,H
HoN-XXXXXXX-CO,H

HaN-XXXXXXXXXX-CO oH
HoN-XXXXXXXXX-CO oH
HaN-XXXXXXXX-CO ,H
HoN-XXXXXXX-COoH

HoN-XXXXXXXXXX-COH
HaN-XXXXXXXX-CO,H
HoN-XXXXXX-CO,H

Deletion

HaN-XXXXXXXXXX-CO, H
HoN---XXXXXXXXX-CO 5 H
HoN-X--XXXXXXXX-CO ,H
HoN-XX--XXXXXXX-CO ,H
HoN-XXX--XXXXXX-CO ,H

HoN-----X XXX XXXX-CO,H
HoN-X----XXXXXXX-COp, H
HaN-XX----XXX XXX-CO,H
HaN-XXX----XX XXX-CO,H

Combinatorial
Deletion

HaN-XXXXXXXXXX-CO,H
HoN--—-XXXX XXXX-COH
HoN---X=-XXX XXXX-COH
HoN---X XXX XXXX-COH
HoN---X XXX XXXX-COH
HoN---XXXX-- XXXX-COH

HoN-X---XXX XXXX-CO,H
HoN-X--X=-XXXXXX-CO, H
HaN-X--XX--XXXXX-CO, H
HoN-X--XXX--XXXX-CO, H

Metody optymalizacji peptydow

Ala-scan

HoN-XXXXXXXXXX-CO,H

HoN-AXXXXXXXXX-CO,H

HoN-X AXXXXXXXX-CO oH
HoN-XX AXXXXXXX-COoH
HoN-XXX AXXXXXX-CO,H
HoN-XXXX AXXXXX-CO oH
HoN-XXXXX AXXXX-CO,H
HoN-XXXXXX AXXX-CO,H
HoN-XXXXXXX AXX-CO,H
HoN-XXXXXXXX AX-CO,H
HoN-XXXXXXXXX A-CO,H

D-scan

HoN-XXXXXXXXXX-CO 5H
HoN-XXXXXXXXXX-CO ,H
HoN-XxXXXXXXXX-CO,H
HoN-XX XXXXXXXX-CO,H
HoN-XXX XXXXXXX-CO,H
HoN-XXXX xXXXXX-CO,H
HoN-XXXXX XXXXX-CO5H
HoN-XXXXXX xXXX-COoH
HoN-XXXXXXX xXX-CO_H
HoN-XXXXXXXX XX-CO,H
HoN-XXXXXXXXX x-CO,H

Disulfide-bond
cyclization scan

HaN-XXXXXXXXXX-CO,H
HoN-CCXXXXXXXX-CO H
HaN-CXCXXXXXXX-CO oH
HaN-CXX CXXXXXX-CO,H
HoN-CXXX CXXXXX-CO,H
HaN-CXXXX CXXXX-CO,H

HoN-X CCXXXXXXX-CO,H
HaN-XCXCXXXXXX-CO,H
HoN-XCXX CXXXXX-CO,H
HoN-XCXXX CXXXX-COH




Synteza peptydow

» Peptydy otrzymuje sie
typowo metoda z uzyciem
statego nosnika

» Synteza na statym podtozu
(solid phase peptide
synthesis, SPPS) zostata
wynaleziona przez R. Bruce’a
Merrifielda, 1964.

» Bruce Merrifield otrzymat
nagrode Nobla w 1984.

Synteza peptydow

» Peptydy otrzymuje sie
typowo metoda z uzyciem
statego nosnika

» Synteza na statym podtozu
(solid phase peptide
synthesis, SPPS) zostata
wynaleziona przez R. Bruce’a §
Merrifielda, | 964. i

» Bruce Merrifield otrzymat
nagrode Nobla w 1984.




Synteza peptydow

» Synteza peptydéw na podtozu
statym polega na
wielokrotnym powtarzaniu
reakcji deprotekcji grupy
aminowej i sprzegania z
kolejnym aminokwasem.

» Ze wzgledu na mozliwosc
zastosowania duzego
nadmiaru reagentow reakcje
przebiegaja z bardzo wysoka
wydajnoscia.
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Automatyczna synteza peptydow




Niska stabilnos¢ metaboliczna

» Leki peptydowe nie moga by¢ stosowane doustnie.

Enzymes E.C. number Cleavage sites

Endopeptidases

Serine proteases E.C3421

«-Chymotrypsin EC34.21.1 Tyr-|-Xaa, Trp-|-Xaa, Phe--Xaa, and also Leu-|-Xaa and Met-|-Xaa

Trypsin EC34.214 Arg-|-Xaa and Lys-|-Xaa

Thrombin EC34.21.5 Arg-|-Gly

Plasmin EC34.21.7 Lys-|-Xaa > Arg-|-Xaa

Prolyl oligopepti or prolyl endopeptidase® EC3.4.21.26 Pro-|-Xaa >> Ala-|-Xaa

Plasma kallikrein EC3.4.21.34 Arg-|Xaa and Lys-|-Xaa, including Lys-|-Arg and Arg-|-Ser

Pancreatic elastase EC3.4.21.36 Ala-|-Xaa, and also Gly-|-Xaa, Val--Xaa and Ser-|-Xaa

Leukocyte elastase, or neutrophil elastase, EC34.21.37 Val-|-Xaa and Ala-|-Xaa

or lysosomal elastase

Cysteine proteases E.C3.4.22

Cathepsin B EC34.22.1 Arg-Arg-|-Xaa, and also Leu-|-Xaa, Ala-|-Xaa, Phe-|-Xaa
and Trp-|-Xaa

Clostripain, or endoproteinase Arg-C EC34.228 Arg-|-Xaa including Arg-{-Pro, but not Lys-|-Xaa

Calpain-1, or p-calpain EC34.2252 Met-|-Xaa, Tyr-|-Xaa and Arg-|-Xaa (with Leu or
Val as the P2 residue)

Aspartic acid proteases E.C.3.4.23

Pepsin EC34.23.1 Preferentially Phe-|-Xaa, Tyr-|-Xaa and also Leu-|-Xaa
and Trp-|-Xaa, ideally with Xaa = Phe, Trp, or Tyr

Cathepsin D EC34.235 Preferentially Phe-|-Xaa, Tyr-|-Xaa and Leu-|-Xaa,
ideally with Xaa # Ala or Val

Metalloproteases E.C3.4.24

Neprilysin, or enkephalinase, or neutral endopeptidase® EC34.24.11 Xaa-|-Tyr, Xaa-|-Phe, Xaa-|-Trp and Xaa-|-Leu

Thimet oligopeptidase, or endo-oligopeptidase A, EC3.4.24.15 Xaa-|-Arg, Xaa-|-Ser, Xaa-|-lle, Xaa-|-Ala, Xaa-|-Gly

or endopeptidase 24.15, or pz-peptidase®

Niska stabilnos¢ metaboliczna

» Leki peptydowe nie moga by¢ stosowane doustnie.

Exopeptidases
Aminopeptidases EC34.11 N-term
Leucyl-aminopeptidase EC34.11.1 Preferentially Leu-|Xaa, but not Arg-|-Xaa and Lys-|-Xaa
Aminopeptidase M or N, or alanyl-aminopeptidase, EC34.11.2 Preferentially Ala--Xaa and Tyr-|-Xaa, if Yaa-Pro-|-Xaa
or membrane alanine aminopeptidase® in N-term with Yaa = Ala, Val, Leu, lle, Phe, Tyr or Trp
then the dipeptide Yaa-Pro could be released
Aminopeptidase A, or angiotensinase, EC34.11.7 Glu-|-Xaa >> Asp-|-Xaa
or glutamyl-aminopeptidase®
Dipeptidyl-peptidases and EC34.14 N-term (di- and tripeptides)
tripeptidyl-peptidases
Dipeptidyl-peptidase |, or cathepsin C or J EC3.4.14.1 Xaa-Yaa-|-Zaa-, if Xaa # Arg or Lys, or Yaa # Pro, or Zaa # Pro
Dipeptidyl-peptidase IV* EC3.4.145 Preferentially Xaa-Pro-|-Yaa-
(but also Xaa-Ala-|-Yaa-) with Yaa # Pro or Hyp
Prolyl tripeptyl-peptidase EC3.414.12 Xaa-Yaa-Pro-|-Zaa if Zaa # Pro
Peptidyl-dipeptidases EC3.4.15 C-term
Peptidyl-dipeptidase A, or EC3.4.15.1 Xaa-|-Yaa-Zaa, if Yaa # Pro, or Zaa # Asp or Glu
angiotensin-converting enzyme®
Metallo-carboxypeptidases EC3.4.17 C-term
Carboxypeptidase A EC3.4.17.1 Xaa-|-Yaa if Yaa # Asp, Glu, Arg, Lys or Pro
Carboxypeptidase B, or protaminase EC3.4.17.2 Xaa-|-Arg and Xaa-|-Lys
Carboxypeptidase N, or lysine(arginine) EC34.17.3 Xaa-|-Lys >> Xaa-|-Arg
carboxypeptidase, or kininase
Carboxypeptidase U or R EC3.4.17.20 Xaa-|-Arg and Xaa-|-Lys

Glutamate carboxypeptidase II, or folate hydrolase

Xaa-|-Glu, preferentially with Xaa = Asp or Glu
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Scaffold hopping - peptydomimetyki
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Typy analogow

Peptydy retro-inverso
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Typy analogow
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L-o-peptydy D-a-peptydy aza-peptydy
H H H Q 0 Q Q 0
~N N N., HN\)kN N.,, JJH nJ\NJ\N”
Y 0 j 0 \g/ H H
B-peptydy peptydoidy oligomoczniki
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oligokarbaminiany sulfonopeptydy

Analogi o strukturze helisy

» Helisy s3 jednym z
kluczowych elementow
strukturalnych
bioaktywnych peptydow.

» Stabilizowanie krotkich
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Analogi B-zgiec i B-kartek

» Wstawienie reszt D-aminokwasowych lub
aminokwasowych
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p53-MDM?2

» Zahamowanie oddziatywania biatek p53-MDM2 jest jedna z bardziej
obiecujacych strategii przeciwnowotworowych.

Chemokines,
Hormones,
Survival Factors Transmittees. Growth Factors
(4. IGF1)  (e.0. intefeuking, (e, TGFa, EGF) Extmeoile
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Cytochrome C

Caspase 3
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FADD

E2¢
Gene Regulation
——-CyelE —p27
COK2,

ol + e

Death factars
(e.g. FasL. Trf)

p53-MDM?2

» Biatko p53 ma funkcje
supresora howotworowego.
Reguluje cykl komorkowy i jest
Zaangazowane W naprawe
DNA i indukcje apoptozy w
odpowiedzi na uszkodzone

DNA.

» Biatko p53 moze by¢
aktywowane poprzez bardzo
duzy liczbe réznych warunkow
stresowych.
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p53-MDM?2

» Biatko MDM2 jest negatywnym regulatorem p53.

» Biatko MDM2 ma aktywnosc¢ ligazy ubikwityny do p53, co
prowadzi do degradacji p53.

» Zahamowanie oddziatywania p53-MDM2 zwieksza aktywnos¢
p53 i hamuje

rozwoj Nowotworow.
» Motyw strukturalny
Leu, Trp, Phe jest
odpowiedzialny za
wiazanie p53 do MDM2

p53-MDM?2

» Zaprojektowano znaczacy liczbe niepeptydowych analogow
fragmentu Leu, Trp, Phe.




p53-MDM2

» D-peptydy sa znaczaco
bardziej odporne na
peptydazy

» D-peptydy tworza helisy o
przeciwnym skrecie.

Y100
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pS53-MDM2, minibiatka
» Minibiatka sa a-peptydami o ustalonej konformacji dzieki
wystepowaniu sieci wiazan disiarczkowych.

» Mozliwy jest duzy zakres modyfikacji sekwencji bez zmiany
konformacji czasteczki.

||brary 3
dissect mlnlalure
residues protem select '0’
improved

miniature

requued
.for hDM2 affinity proteins 3.1-3.4
recognmon W23 select for .
library 2
hDM2 aﬂ n
L26 ) a“ iy select for
improved
foldmg
mtroduce
diversity
® library 1 miniature
*“ protein 2.1

p53-MDM, stapled pepide

» Staple — zszywka

» ‘stapled peptides’ —
peptydy o ustalonej
konformacji (najczesciej
helikalnej) poprzez
potaczenie reszt
aminokwasowych
znajdujacych sie blisko
przestrzennie.
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pS53-MDM, beta-peptydy

» PB-peptydy towrza stabilne & % 1
HN o~ N N N

= 0 = = E
% A g "

struktury drugorzedowe
nawet dla krotkich
sekwenciji!

» B-peptydy sa catkowicie
odporne na hydrolize
enzymatyczna.

» Metody syntezy sa
analogiczne do o-
peptydow.

Konotoksyny

» Neurotoksyczne peptydy izolowane z jadu slimakow
morskich (rybozerne stozki, Conus spp.)

» Skiadaja sie z 10-30 reszt aminokwasowych

» Struktura stabilizowana jest przez mostki disia

» Najczesciej wiaza sie do

kanatow jonowych.
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Konotoksyny

» Jest 500-700 gatunkow
slimakow z rodziny Conus.

» Produkuja one ok. 50 000 —
140 000 peptydow.

» o-konotoksyny hamuja
receptory acetylocholiny

» d-konotoksyny — kanaty
sodowe

» ®-konotoksyny — kanaty
waphiowe.
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Konotoksyny

» m-konotoksyna MVII a blokuje kanaty wapniowe (sterowane
potencjatem) i przez to wykazuje whasciwosci przeciwbdlowe.

» Efekt tego peptydu jest ok. 1000 razy

wiekszy niz w przypadku morfiny.

» m-konotoksyna ma strukture

wezia.

Konotoksyny jako leki

Clinical Clinical

application Conopeptide Sequence Target status

Péiii @ MVIIA CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC* Ca? channel FDA
(Ziconitide, (Ca,2.2) approved
Prialt®)

Pain @CVID CKSKGAKCSKIMYDCCSGSCSGTVGRC*  Ca?* channel Phase |
(AM336) (Ca,2.2)

Pain ContulakinG ZSEEGGSNATKKPYIL Neurotensin Phase |
([CGX-1160) receptor

Pain o-Vel.l (ACV1)  GCCSDPRCNYDHPEIC* nAChR (@9c10)  Phase |

Pain $-MriA NGVCCGYKICHOC Norepinephrine  Phase |
(Xen2174) transporter

Pain/Neuro- Conantokin-G GEAGYNGIRYKSN® NMDA recepior  Preclinical

profection (CGX-1007) (NR2B)

Epilepsy Conantokin-G GErAQNGHLIR/KSN® NMDA recepior  Phase |
[CGX-1007) (NR2B)

Pain p-conotoxins Various Na* channels Preclinical

Myocardial K-PVIIA CRIONGKCFQHIDDCCSRKCNRFNKCY K+ channel Preclinical

infarction [CGX-1051) K, 1)
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Zikonotyna

» Peptyd sktadajacy sie z 25 reszt aminokwasowych i 3
mostkow disiarczkowych

» Wyizolowany z Conus magnus (filipinskie rafy koralowe)

» Stosowany w leczeniu przewlektego bolu zwiazanego z
choroba nowotworowa.

Zikonotyna

» Zikonotyna bardzo silnie
blokuje kanaty wapniowe HL H’l/ﬂ\ﬁ’\rr I\N
uniemozliwiajac j;r HY I/F \)Y
przesylanie sygnatow bolwc/v
do mozgu. v . T

S NH 0
N
° I:I\/E. bt
0.
[+3

A
> Ki= .1 pM (|0'|2M) i noEg

NH,
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Zikonotyna

» Zikonotyna bardzo silnie
blokuje kanaty wapniowe
uniemozliwiajac
przesylanie sygnatow bolu
do mozgu.

» K, = 1.1 pM (10-2M)

Tyrosine-13

Toksyna botulinowa

» Biatko wytwarzane przez
beztlenowe bakterie
Clostridium botulinum.

» Jest jedna z najbardziej
toksycznych substancji:

» LDg, = 1.3-2 ng/kg

» Biatko skfada sie z dwoch
tancuchow pofaczonych

mostkiem disiarczkowym
(masa cz. 147 kDa)
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Toksyna botulinowa

» Jest nazywana jadem
kietbasianym ze wzgledu na
wystepowanie w zepsutym
migsie (1897).

» Pierwszy raz uzyta do
usuwania zmarszczek w 1992
(matzenstwo dermatologéw
Carruthers, Kanada)

» Obecnie rynek botoksu jest
wart ok. 2 mld USD.

Toksyna botulinowa

» Toksyna botulinowa powoduje paraliz przez zablokowanie
wydzielania acetylocholiny

» tancuch lekki ma aktywnos¢ proteazowa

» Botulina A powoduje BoNTE  BaNTD  BaNic

BoNT/G TeNT

degradacje biatka N
SNAP-25 odpowiedzialnego \

BoNT/E

Synaptic cleft

"]

. ] Acetylcholine z Eyutaxio i

za wydzielanie 9, 5 vaPsmponm 2
. , %, SNap-2s N
neurotransmiterow %, @ & B
i, s =

., , st ( =

z koncow aksonow. Synaptic vesicle ,Wij b =

BoNT/A
- — .

s
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Podsumowanie

» Peptydy sa bardzo dobrymi kandydatami na leki o bardzo
szerokim mozliwym spektrum aktywnosci biologicznych.

» Ze wzgledu na szybki metabolizm peptydow niezbedny
jest odpowiednio sposéb podawania lub/i opracowanie
analogow.

24



