PB1.5. Vyvoj mimetik insulinu (Jirac¢ek, Jahn, Konvalinka)

Cile vvzkumu

e Design a syntézu sérii azida a derivatd polyfunk¢nich neptfirozenych a-amino, 3-amino, B,y-
diamino, a,f,y-triaminokyselin a oxidativné modifikovanych aminokyselin.

e Vyvoj rychlého, presného, neradioaktivniho a citlivého eseje pro urCovani Kd modulatort
interakce insulinu, 1GF-1a IGF-2 s jejich receptory.

e Design a validaci vysokokapacitni metody pro testovani latek.
Vyvoj novych mimetik insulinu, kterd se budou efektivné vazat na receptor insulinu (IR) a
vyvolavat nebo inhibovat biologické efekty insulinu.

e Vyvoj novych mimetik IGF-1 ¢i -2, ktera se budou efektivné vazat na receptor IGF-1 (IGF-1R)
a vyvolavat nebo inhibovat biologické efekty IGF-1 ¢i -2.

Vyzkumny plan a metodologie

Chybéjici informace o struktuie a molekularni interakci insulinu s jeho receptorem a zaroven dynamicky
charakter této interakce neumoziuji plnohodnotné a piimocaré vyuziti vypocetnich technik za ucelem
predikce novych molekul, které by se efektivné vazaly na IR. My vSak vyuZijeme nasi detailni znalost
3D struktury insulinu a znalost aminokyselin v insulinu, které jsou klicové pro interakci s IR (epitopti ¢i
hotspots). Véfime, ze molekuly napodobujici né€kolik riznych a nesousedicich vazebnych epitopi
V insulinu maji vetsi Sanci byt potentnimi agonisty insulinu nez molekuly napodobujici pouze jeden
epitop. Domnivame se také, Ze kombinatoridlni zplisob syntézy a testovani tisicti latek je nejlepsi
strategie pro objev novych latek vazicich IR, které mohou byt dale optimalizovany molekularnim
modelovanim a dal§imi zménami v jejich struktufe.

Za timto ucelem jsme jiz vyvinuli dvé varianty univerzalniho tfiramenného skeletu se selektivné
chranénymi rameny, které mohou byt specificky modifikovany riznymi azidy® (Obr. 2) &i aldehydy?.
Takové modifikované skelety by mohly pokryt nékolik oddélenych ,,hotspots® na receptoru insulinu a
mimikovat tak ti¢inek insulinu. Tyto skelety mohou byt navic pfipevnény na pevny nosic, coz umoziuje
jednoduchou syntézu knihoven latek zalozenych na struktute skeletu metodou na pevné fazi. Také jsme
jiz optimalizovali syntézu skeletu modifikovaného relativné jednoduchymi organickymi azidy, ale také
tripeptidy. Molekularni dynamika modelového skeletu prokazala, ze latky takového typu jsou schopny
zaujmout natazenou konformaci, pfi¢emz vzdalenosti mezi uhlikovymi atomy na koncich ramen byly
az 24 A, coz je ptiblizné rozmér molekuly insulinu (primér molekuly je asi 20-25 A).
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Obr. 2. Neddvno vyvinuty tiiramenny skelet*? pro syntézu mimetik insulinu metodou ,, click* chemie na
pevné fazi.

(i) Budeme syntetizovat Siroké spektrum azidt a knihovnu novych polyfunkénich derivati a-amino, -
amino, f,y-diamino, a o,B,y-triaminokyselin (Obr. 3). Centralni bicyklicka ¢ast téchto derivatu
aminokyselin je pfistupna v jednom syntetickém kroku, pti¢emz kazda z funk¢nich skupin je selektivné
chranénd a je mozné ji selektivné funkcializovat®. MnoZina konformaci té&chto vyslednych derivatt
aminokyselin je limitovana (,,conformationally constrained) a tak mohou tyto latky aktivné pfispivat
k formovani stabilnich sekundarnich a dokonce i tercidlnich struktur peptidd do kterych budou
zabudovany.



(ii) Budou uréeny a charakterizovany supramolekularni struktury pfipravenych oligopeptida. Nejprve
budou pfipraveny foldamery riznych délek a jejich molekularni struktury budou zjistovany pomoci
pokrocilych technik NMR a X-paprskové krystalografie. Tyto latky budou poté inkorporovany do
peptidt rdznych sekvenci (Obr. 3). Ocekavame, Ze tyto peptidy, diky jejich specifickym vlastnostem,
budou mit vysokou metabolickou stabilitu pravé v disledku pfitomnosti nepfirozenych aminokyselin a
tak mohou byt tyto latky vhodné pro studie in vivo.

(iii) Vybrané ligandy (peptidomimetika s fun¢nimi azido skupinami) budou poté pouzity pro ukotveni
na jednotliva ramena trifunkéniho skeletu (Obr. 2). Budou syntetizovany jak jednotlivé latky, tak
knihovny latek kombinatoridlni metodou ,,rozdél a smichej* pfi syntéze na pevné fazi.

V bodech (i-iii) budeme intenzivné vyuzivat nové pofizeny semipreparativni HPLC pfistroj (skupina
JirdCek) a pfistroje pro ,flash® chromatografii (skupina Jahn) pro purifikace ptipravenych azidd,
peptidomimetik, nepfirozenych oligopeptidil a jejich prekurzorti.

(iv) Mimetika insulinu budou testovana za ucelem zjisténi jejich vazby na ob& izoformy receptoru
insulinu (IR-A a IR-B) a na receptor pro IGF-1 (IGF-1R) v membranach selektivné transfekovanych
bun¢k. Budeme také studovat schopnost latek indukovat autofosforylaci tyrosin-kindzovych domén
receptorti a schopnost latek aktivovat specifické vnitrobunééné substraty typické pro metabolické a
mitogenni signaliza¢ni drahy receptorti (napi. proteiny IRS, ERK a Akt/PKB). Tyto experimenty by
mély odhalit agonistické ¢i antagonistické vlastnosti vybranych latek. Interakce latek s bunéénymi
membranovymi receptory také budou studovany za pomoci nové a slibné techniky dvoufotonové
polariza¢ni mikroskopie (2PPM), ktera je nezavisle vyvijena skupinou J. Lazara (PB1.7.).
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Obr. 3. Schéma ukazujici specificky skeleton odvozeny od neprirozenych aminokyselin a zpiisob jeho
inkorporace do peptidii.

(v) Také navrhujeme vyvinout vysokokapacitni ,high-throughput screening” metodu (HTS) pro
testovani molekul z kombinatorialnich knihoven popsanych vyse. Pfipravime esej na pevné fazi
podobnou sendvicové ELISA, zalozen¢ na imunoPCR. ImunoPCR je Casto pouzivand metoda pro
ultracitlivé stanoveni proteinti. Protein je nejprve zachycen na imobilizované protilatce a nasledné
detekovan druhou protilatkou ozna¢enou DNA. DNA je nasledné stanovena pomoci kvantitativni PCR
(gPCR), (Obr. 4). Esej na insulin/IGF receptory vyuziva Siroce pouzivanou anti-FLAG M2 protilatku
(Sigma); receptor bude zachycen z lyzatu bunék HEK?293 transfekovanych celym receptorem
oznacenym na C- konci FLAG sekvenci. Detekéni sonda se bude skladat z ligandu (insulin, IGF-1 ¢i
IGF-2) kovalentné navazaného na 3’ konec 55 bazi dlouhého jednovlaknového oligonukleotidu.
Mnozstvi navdzaného ligandu bude piesné zméteno qPCR. Po piipravé sondy zméfime jeji afinitu k



receptoru ve standardni eseji a pouZijeme ji pro vyvoj nové eseje k testovani modulatord interakce
receptor-ligand. Vyvinuta esej bude adaptovana na HTS automatizaci s pouZzitim robotické linky
navrhované v projektu. Otestujeme IOCB knihovnu latek a identifikované hity pouzijeme jako ligandy
pro modifikace triorthogonalniho skeletu, jak je navrzeno v (iii).
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Obr. 4. Princip eseje* urcené pro vysokokapacitni testovani latek v tomto projektu.

(vi) V dalsi fazi budou nové vyvijené derivaty polyfunkénich aminokyselin nesouci ortogonalné
chranéné funkcni skupiny modifikovany specifickymi znackami, napt. fluorescencnimi, a poté
inkorporovany do peptidu a skeletti. Takové latky budou velmi uzite¢né pro studovani interakci mimetik
S IR a IGF-1R receptory.

(vii) V této dalsi komplementarni linii vyzkumu budeme modifikovat trifunkéni tfiramenné skelety
oxidativné¢ modifikovanymi peptidy (Obr. 5). V téchto latkach budou zabudovany dipeptidy nesouci
glycin ¢i diketopiperazinové jednotky, které jsou snadno oxidativné modifikovatelné alkoxyamino
skupinou. Tato modifikace zapti¢ini naslednou vysokou reaktivitu takovych dipeptidovych jednotek,
kterda ale nebude branit jejich inkorporaci do del§ich peptidovych sekvenci. Ocekdvame, ze za
normalnich fyziologickych podminek budou tyto peptidy stalé. Da se ovSem ocekavat, ze za snizeného
pH budou tyto latky reagovat (kovalentné se sit'ovat) s nukleofilnimi skupinami postrannich fetézct
aminokyselin v cilenych receptorech. Takovymi aminokyselinami jsou cystein, lysin, aspartat, glutamat,
serin ¢i threonin. Tento koncept miiZze byt rozsifen na svétlem aktivované oxidativné modifikované
peptidy, které snadno podléhaji radikalové fizenému kovalentnimu sitovani. Tato metodologie by méla
umoznit mapovani vazebnych mist mimetik ve struktute receptorti.
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Obr. 5. Oxidativné modifikované peptidy a mozné zpiisoby jejich kovalentniho sitovani s receptory.
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Casovy’ plan

2018-2022

Design a syntéza sérii azid a polyfunk¢nich nepiirozenych derivata a-amino, 3-amino, B,y-
diamino, a,f,y-triaminokyselin a oxidativné modifikovanych aminokyselin.

Design a syntéza peptidu a peptidomimetik.

Strukturni charakterizace derivatti aminokyselin a peptidomimetik.

Design a validace vysokokapacitni metody pro testovani knihoven.

Design a syntéza kombinatorialnich knihoven zalozenych na struktufe trifunkénich skeletd
metodou syntézy na pevné fazi.

2019-2022

Testovani biologickych vlastnosti latek.

Strukturni charakterizace aktivnich latek.

Molekularni modelovani nejaktivnéjsich latek do struktury insulinu vazané na receptor.
Optimalizace aktivnich struktur.

Mapovani vazebnych mist selektivné znacenych aktivnich latek na receptorech.

Planované publikace a patenty

Publikace (Jimp)

Jimp Chemistry a Eurqpean Jour_nal
2018 3 Journal of Medlqlnal Chemistry
ACS Chemical Biology
2019 3 Journal of Biological Chemistry
2020 4 Biochemistry
2021 5 Bioconjugate Chemistry
2022 5 (B)ioorg_anic :an Me?icinlal C(::hhemi_stry
rganic and Biomolecular Chemistry
Celkem 20 Journal of Organic Chemistry
ChemBioChem
PlosOne




Patenty a patentové zadosti

Patenty Mezindrodni  patentové Ocekavame patentové prihlasky v nasledujicich
(udélené) | Zadosti (podané) oblastech:

2018 0 0 Vysokokapacitni metoda testovani.

2019 0 0 Mimetika insulinu a IGF.

2020 0 1

2021 0 1

2022 1 0

Celkem 1 2

Zahraniéni spoluprace

e Dr. Andrzej M. Brzozowski ze Structural Biology Laboratory (YSBL) na University of York v
U. K,
e Tym Prof. Carol Robinson na University of Oxford v U. K



