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Abstrakt

Tato bakaldrska prace se zabyva pripravou proteazovych fluorogennich
substratli na pevné fazi a jejich vlastnostmi pii proteolytickém Stépeni. Metodikou
peptidové syntézy na pevné fazi byly pripraveny série peptidi na pevné fazi a dale
byla testovana jejich reaktivita vii¢i protedzam. Bylo zjiSténo, Ze vhodnou pevnou fazi
je porézni sklo CPG, na kterém dochazi k efektivnimu Stépeni substratli spojenému se
vzristem fluorescen¢niho signalu. Dale byla vyvinuta metodika pro dekédovani
sekvenci z jednotlivych zrn pevné faze. Tato vyvinuta metodika miize byt dale pouzita
pro pripravu kombinatorialnich knihoven.

KliCova slova

peptid, pevna faze, fluorescence, protedza, peptidovd syntéza na pevné fazi,
kombinatorialni knihovna



Abstract

The aim of this work was the solid phase preparation of protease fluorogenic
substrates and their reactivity by proteolytic cleavage. The peptides were prepared
by Solid-phase peptide synthesis and then their reactivity with proteases was tested.
It was found that the appropriate solid phase is the controlled pore glass (CPG) which
leads to efficient cleavage of substrates associated with the increase of fluorescent
signal. The methodology for decoding the sequences of single beads of the solid phase
has been developed. The developed methodology may be used for preparation of
combinatorial libraries.
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Seznam pouzitych zkratek

Fmoc
Boc
Pbf
tBu
BOP

NMP
DMA
DMF
HBTU

HOBt
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TIS
TFA
DCM
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hexafluorofosfat

N-hydroxybenzotriazol

diisopropylethylamin

triisopropylsilan

kyselina trifluoroctova

dichlormethan
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1 Uvod

1.1 Syntéza peptidl na pevné fazi

Peptidy hraji vyznamnou roli v mnoha oblastech vyzkumu, kromé chemie jako
takové pf‘edevéim v mediciné ¢i farmacii. Snahy a prvni pokusy o syntézy peptidﬁ
Fischer uspésny coupling dvou aminokyselin za vzniku amidu, tedy prvniho peptidu.
Vzhledem k neexistenci chranicich skupin v§ak nebylo moZné provést syntézu delsiho
peptidu. 1.2

Revoluci v peptidové syntéze bylo publikovani metodiky peptidové syntézy
na pevné fazi (angl. Solid-phase peptide synthesis, SPPS) R. B. Merrifieldem roku 1963.
Pfi této metodé jsou peptidové sekvence syntetizovany na pevné fazi, ktera slouzi
jako nosné médium. Pevna faze obsahuje na svém povrchu volné aminové skupiny,
které jsou pristupny pro coupling karboxylové funkce prvni aminokyseliny
v peptidové sekvenci. Typickymi pevnymi fazemi pro peptidovou syntézu jsou
polymerni materidly ve formé zrn o rozmeérech desitek mikrometrii s navazanymi
funkénimi skupinami na povrchu polymerniho jadra, neboli resiny (angl. Resins).
Pri couplingu na pevné fazi tedy dochdazi vzdy k reakci karboxylové skupiny volné
aminokyseliny a terminalni aminové skupiny peptidové sekvence (v pripadé prvni
aminokyseliny samotné pevné faze). Coupling je poté nasledovan odchranénim
chranicich skupin a cely cyklus se opakuje (Schéma 1.).3
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Schéma 1. Schématicky pribéh cyklu peptidové syntézy na pevné fazi. Prvnim rekénim krokem je
coupling aminokyseliny s chranici skupinou (PG, angl. Protecting group) navdzanou na a-aminové
skupiné. Druhym krokem je poté odchranéni této chranici skupiny za uvolnéni terminalni aminové
skupiny. 4

Pii syntéze tedy dochazi ke stridani dvou reakcnich kroki, zaprvé couplingu
ochranéné aminokyseliny a nasledné k odchranéni chranici skupiny. >



Uspésné couplingy jsou podminény pouzitim chranicich skupin na aminové
skupiny, a pripadné na postranni retézce aminokyselin. Toto ochranéni zabranuje
pripadnym intramolekuldrnim aintermolekularnim reakcim mezi molekulami
aminokyselin, a ochranéna aminokyselina tak miZe reagovat jen svou karboxylovou
skupinou. Pro chranéni a-aminovych skupin existuji dvé mozné chranici skupiny -
Fmoc (fluorenylmethyloxykarbonyl) a Boc (terc-butyloxykarbonyl) (Schéma 2.). 3.6
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Schéma 2. Chranici skupiny Fmoc a Boc

Dle pouZité chranici skupiny pro a-aminovou skupinu, tedy Fmoc nebo Boc,
existuji dvé moZnosti peptidové syntézy na pevné fazi, a to Fmoc syntéza (Fmoc SPPS)
a Boc syntéza (Boc SPPS). Pti konkrétni syntéze jsou tedy couplingy provadény pouze
s Fmoc-aminokyselinami, nebo s Boc-aminokyselinami. Obecné je béznéjsi
a preferovanéjsi metodou Fmoc syntéza. Pro chranéni reaktivnich skupin
na postrannich retézcich nékterych aminokyselin se pri Fmoc syntéze vyuZivaji
ortogonalni chranici skupiny Boc, Pbf (2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-
sulfonyl), tBu (terc-butyl), OtBu (terc-butyloxy) ¢i Trt (trityl) (Schéma 3.). 7 Tyto
chranici skupiny jsou na zavér peptidové syntézy z peptidii odstranény.
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Schéma 3. Chranici skupiny Pbf, tBu, OtBu a Trt

Pro potvrzeni ucinnosti couplingu nové aminokyseliny na peptidovou sekvenci
na pevné fazi se vyuziva tzv. Kaiser-test, neboli ninhydrinovy test. Jedna se o reakci
volnych aminovych skupin ninhydrinem, jeZ poskytuje s volnymi NHz-skupinami syté
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modré zabarveni (Schéma 4.). Negativni vysledek Kaiser-testu tedy slouzi jako diikaz
nepritomnosti aminovych skupin peptidové sekvence. 82
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Schéma 4. Mechanismus ninhydrinového testu

Po dokonceni peptidové syntézy muze byt peptidova sekvence odStépena
zpevné faze, a uvolnéna tak do roztoku. Metodika uvolnéni peptidu zavisi
na struktui'e pouzité pevné faze, respektive na strukture linkeru s navazanou funk¢ni
skupinou. Plivodnimi pevnymi fazemi zavedenymi Merrifieldem byly kopolymery
styrenu a divinylbenzenu s navazanymi chlormethylovymi linkery. Pozdéji byly
vytvofeny resiny na bazi polystyrenu snavazanymi aromatickymi spojkami
obsahujicimi hydroxylové funkéni skupiny (Wang resin, Ring Acid resin). Pro tyto
klasické hydrofobni resiny je metodikou pro uvolnéni peptidu z pevné faze pouziti
trifluoroctové kyseliny (TFA). Pri plisobeni TFA dochazi ke kyselé hydrolyze vazby
mezi prvni aminokyselinou peptidové sekvence a funkcni skupinou linkeru pevné

faze.210
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1.2 Proteazy

Mezi zakladni stavebni kameny vSech Zivych systémi patii proteiny. Jedna se
o polypeptidové tetézce, tedy makromolekuly sloZené =z proteinogennich
aminokyselin spojenych vzajemné peptidovou vazbou. Enzymy, které provadéji
v organismech proteolyzu, tedy odbouravani téchto makromolekul, se nazyvaji
proteazy. Pii proteolyze dochazi khydrolyze peptidovych vazeb mezi
aminokyselinami, coZ vede ke Stépeni polypeptidového tetézce. Vzhledem
k hydrolytické povaze enzymatické reakce patfi proteazy mezi tzv. hydrolazy. 8

Zasadnim rysem vSech proteaz je jejich specifita - schopnost proteolyticky
Stépit pouze substrat, tedy protein, o urcité aminokyselinové sekvenci. Pro dany
enzym jsou tedy substratem jen proteiny o specifické struktuie, zatimco ostatni
proteiny jsou timto enzymem neStépitelné. Vzhledem ktéto vlastnosti existuje
zndmych protedz napri¢ organismy obrovské mnoZstvi. Kazdy Zivy systém totiz
obsahuje celou sadu riiznych proteaz, kterou je schopen pokryt celou skalu moznych
struktur proteind. Specifita protedz vykazuje znac¢nou variabilitu. Existuji proteazy
specifické jen na jednu aminokyselinu, coZ znamena, Ze peptidova sekvence je
peptidem Stépena na jakékoliv pozici obsahujici tuto aminokyselinu. Mezi takové
protedzy patii napf. protedzy travici. Jiné protedzy naopak vykazuji specifitu
vyhradné na konkrétni peptidovou sekvenci, coZ znamenad, Ze substratem muze byt
napriklad jen jeden konkrétni protein. Tato specifita je typickd naptiklad
pro proteazy kaskady krevni srazlivosti.

Protedzy miliZeme rozliSovat dle mista polypeptidového fetézce, na kterém
probiha proteolyza, na endoproteazy a exoprotedzy. Endoproteazy Stépi peptidové
vazby uvnitt retézcl, a déli je tak na menSi sekvence. Exoprotedzy odstépuji
jednotlivé aminokyseliny od termindlnich koncl peptidovych tretézcii. Proteazy lze
dale klasifikovat dle katalytického mechanismu do Sesti trid. 11,12

e Serinové proteazy;

e C(Cysteinové proteazy;

e Treoninové proteazy;

e Aspartatové protedzy;

e Glutamatové proteazy;

e Metaloproteazy;

e Asparaginové peptidoveé lyazy.

12



1.3 Fluorogenni substraty pro proteazy

Pro wurcovani specificity protedz jsou obecné vyuzivany peptidové,
Ci proteinové substraty pripravené tak, aby se zména v jejich struktuie zplisobena
proteolytickym S$tépenim projevila vnéjSim detekovatelnym signdlem. Timto
projevem muze byt také fluorescence, substraty takto navrzené jsou pak substraty
fluorogenni. Jednd se tedy o latky, ¢i platformy vykazujici skrytou, potencialni
fluorescenci, projevujici se aZ po zméné jejich struktury zptisobené enzymatickym
Stépenim. Dle mechanismu, kterym se skrytd fluorescence projevi, existuji dva
nejvyznamnéjsi typy fluorogennich substrati.

Prvnim typem jsou substraty vykazujici FRET. Fluorescence resonance energy
transfer (neboli FRET) je mechanismus prenosu energie mezi dvéma fluorofory,
z nichZ jeden vystupuje jako donor, druhy jako akceptor prenasené energie. Vnéjsi
energie spadd do absorpcéniho spektra donoru, ktery ji absorbuje, nicméné
nefluoreskuje, protoZe jim emitovand energie je absorbovana akceptorem. Ten
energii emituje do okoli, a tedy fluoreskuje. Podminkou mechanismu FRET je tésna
blizkost, fadové nanometrd, obou fluoroford. Substrat tohoto typu tedy obsahuje
v peptidové sekvenci v tésné blizkosti dva FRET fluorofory, diky kterym fluoreskuje
emisnim spektrem akceptoru. Po proteolyze a rozstépeni peptidového retézce se oba
fluorofory oddali a mechanismus FRET prestane ptlisobit. Tato zména se projevi
emisnim spektrem donoru, tedy zménou fluorescence substratu. 13

Druhym typem jsou substraty zaloZené na tzv. Fluorescence-Quenching
systému. Jednd se o tzv. podminénou fluorescenci - systém fluoroforu, latky
vykazujici fluorescenci, a quencheru, neboli zhasecCe, schopného tuto fluorescenci
blokovat. Zhasenti fluorescence fluoroforu (quenching fluoroforu) vhodnym zhasecem
nastava pri vzniku nekovalentni interakce mezi zhasecem a samotnym fluoroforem,
nebo strukturou obsahujici fluorofor. Tato interakce je Casto zplisobena tésnou
fyzickou blizkosti obou struktur. Substrat na bazi tohoto systému obsahuje tedy
v peptidové sekvenci vazany fluorofor a zhase¢. Ten zhasi fluorescenci fluoroforu
a substrat tak fluorescenci nevykazuje. Po rozstépeni peptidového retézce je fluorofor
od zhasSece uvolnén, a zacne tak vykazovat fluorescenci. Specifickym Fluorescence-
Quenching systémem je i pripad, kdy jsou dva fluorofory svymi vzajemnymi zhaseci
(Schéma 5).1314
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Schéma 5. Mechanismy jednotlivych fluorogennich substrati. Peptidové sekvence obsahujici FRET
fluorofory (1.), systém fluoroforu a zhasece (2.) a systém dvou fluorofort zhasejicich sama sebe (3.)
jsou proteolyticky Stépeny protedzami. Projevem je zména fluorescence u vSech substrat. 13

1.4 One Bead One Compound

Jednou z vyhod syntézy na pevné fazi je moznost aplikace v kombinatorialni
chemii. Cilem této discipliny je piiprava celych soubort, neboli kombinatorialnich
knihoven sloucenin vjednoduchych reakénich krocich a prirozumné casové
narocnosti. PoZadavkem pro syntetizované slouceniny je jejich ,polymerni“
charakter, tedy struktura sloZena zvariabilnich zakladnich jednotek. Témto
pozadavkiim dokonale vyhovuji peptidy, nebot se jedna o zcela variabilni retézce
libovolné sloZzené z jednotlivych aminokyselin. Pevna faze je v tomto ohledu naopak
idedlnim médiem, nebot kazdé zrno (angl. bead) milize obsahovat vlastni peptid a je
zaroven dokonale oddélitelné od ostatnich zrn. Jako kombinatoridlni peptidovou
knihovnu lze tedy oznacit soubor pevné faze obsahujici rtizné peptidové sekvence na
riznych zrnech pevné faze. V krajnim pripadé se miize jednat o soubor pevné faze, ve
kterém kazdé zrno obsahuje jiny peptid, tedy odliSnou slouceninu. Takovato
kombinatoridlni knihovna se v angli¢tiné oznacuje jako One Bead One Compound
(zkracené OBOC) combinatorial library.
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Syntéza OBOC knihovny se provadi dle metodiky Split and Mix (,rozdélit
a smichat"). Metoda je zaloZena na opakovaném prerozdélovani pevné faze béhem
peptidové syntézy. Pevna faze je pred couplingem prvni aminokyseliny rozdélena
na n ¢asti, pricemz n odpovida poc¢tu pouZzivanych aminokyselin pro tvorbu peptidi.
Dale je skazdou cCasti proveden coupling jedné prisluSné aminokyseliny. Timto
jednim krokem je tedy pripraveno n rlznych peptidii. Poté jsou vSechny Casti
smichdny a rozdéleny znovu na n casti. Vzhledem k mikro-rozmériim jednotlivych
zrn, a tedy jejich obrovskému poctu, je z hlediska pravdépodobnosti jisté, Ze v kazdé
rozdélené ¢asti je zastoupeno vSech n peptidii. Po provedeni dalsiho couplingu (kazdé
Casti sjednou prisluSnou aminokyselinou) obsahuje jiZ soubor n? piipravenych
peptidii. Uvedeny postup lze opakovat a pocet pripravenych peptidi tak
exponencialné roste dle vzorce nk, kde kje pocet provedenych couplingt, tedy pocet
aminokyselin v peptidové sekvenci (Schéma 6).15

H,N-Q Resin beads

Split
Cycle 1 (A L lK
AQ L K—Q
1) Mix | 2) Split
Cycle 2 lA L lK
(9 dipeptides) S LA~ KA
AL-Q LL-Q KL-Q
AK-Q LK-Q KK-Q
1)Mix| 2) Split
Cycle 3 JA l._ lK
(27 tripeptides)
AAAQ LAAQ KAAQ
AAL—Q LAL—Q KAL—Q
AAK-Q LAK-Q KAK—Q
ALA-Q LLA—Q KLA-Q
ALL-Q LLL-Q KLL-Q
ALK-Q LLK-Q KLK-Q
AKA—Q LKA—Q KKA—Q
AKL—Q LKL-Q KKL—Q
AKK-Q LKK-Q KKK-Q

Schéma 6. Schématicky pribéh Split and Mix metody. P¥i pouziti tfi riznych aminokyselin lze ptipravit
27 tripeptidi. 16

15



2 Cile prace

Dlouhodobym cilem laboratore Chemické biologie PrF UK je tvorba
peptidovych kombinatoridlnich knihoven slouZicich jako platformy pro fenotypizaci
a screening protedz. Dil¢im, a zaroven prvnim, krokem tohoto vyzkumu je vyvinuti
uspésné metody pro syntézu fluorogennich peptidovych knihoven na vhodné pevné
fazi a nasledna proteolyza téchto substratd protedzami.

Obecnym cilem této prace bylo provéreni moZnosti syntézy fluorogennich
peptidi na rlznych pevnych fazich a detekce enzymatického Stépeni protedzami

pomoci fluorescence.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Obecné aspekty

Zamérem tohoto vyzkumu je syntéza obecné platformy pro studovani aktivity
a specificity proteaz, tedy pro screening sekvenci aminokyselin v peptidovém retézci,
kterou je schopna protedza Stépit. Aplikace takovéto platformy by slouzila k ur¢ovani
téchto sekvenci u jednotlivych protedz nebo jejich smési. Pro takovyto screening
specificity proteaz mohou byt vyuzity peptidy z peptidové knihovny. Peptidy lze
syntetizovat v roztoku, a vysledna knihovna je pak souborem roztoki obsahujicich
rizné peptidy. Nevyhodou knihoven v roztoku je vSak omezeny pocet obsazenych
peptidii, nebot kazdy peptid je pri syntéze v roztoku pripravovan de facto zvlast.
Druhou moznosti je syntéza peptidi na pevné fazi, na které lze pomoci metod
kombinatorialni chemie docilit knihovny o milionech riiznych peptidd. Pevna faze je
v tomto ohledu idedlni platformou pro syntézu, nebot kazdé zrno mtze byt vlastnim
substratem obsahujicim specifickou peptidovou sekvenci. Pfi vhodné zvolené metodé
screeningu se zmény vsekvenci zplsobené enzymatickym S$tépenim projevi
pozorovatelnou zménou jednotlivych beadli pevné faze. Tyto zmény lze vzhledem
kjejich rozmériim snadno detekovat, napt. pomoci mikroskopu. Vyhoda pevné faze
tedy spociva v tom, Ze zmény na molekularni tirovni zpiisobi viditelné makroskopické
projevy.17 Byla popsana metodika screeningu zaloZend na barveni pevné faze
barvivy.18 Nevyhoda tohoto screeningu spociva v zavislosti vysledku experimentu,
tedy zbarveni substratu, na pouzité koncentraci barviva. Interpretace vysledki je
tedy znaCné problematicka, nebot mohou nastavat faleSné-pozitivni vysledky
experimentl. Tento problém lze obejit pouzitim screeningu fluorogenniho, nebot’
fluorescence substratu je zplsobena vzdy kovalentné vazanym fluoroforem.
Pro fluorogenni screening, tedy tvorbu protedzovych fluorogennich substratt
na pevné fazi, je vhodna metodika Fluorescence-Quenching systém. Aplikace této
metody pri peptidové syntéze na pevné fazi spociva v zapojeni fluoroforu a zhasece
na zacatek, respektive na konec syntetizované peptidové sekvence. Peptid tak funguje
jako kovalentni spoj mezi fluoroforem a zhaseCem, apodminuje tak zhaSeni
fluoroforu. Pevna faze obsahujici takovouto sekvenci tedy fluorescenci nevykazuje,
nebot fluorescence fluoroforu je potlacena zhaSeCem. Prienzymatické reakci
s vhodnou proteazou vsak mize dojit k rozstépeni peptidové sekvence a uvolnéni
zhaSece ze systému (Schéma 7.).1°
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F-X1-X2-X3-X4-X5-Q F-X;-Xo-X3
Proteaza

Y

Schéma 7. Fluorescence-Quenching systém na pevné fazi. Zapojeni fluoroforu (F) azhaSece (Q)
do peptidové sekvence. Jednotlivé aminokyseliny jsou oznaceny X.

Odstépeni casti peptidu spolecné se zhdSecem ma za nasledek uvolnéni
fluorescencniho signalu fluoroforu, a tedy i pozorovatelnou fluorescenci celé pevné
faze. Metoda fluorogenniho screeningu tedy spociva v enzymatickém pisobeni
protedz na pevnou fazi a nasledné detekci zrn vykazujicich fluorescenci.

Typickym fluoroforem ve Fluorescence-Quenching systému pouZitelnym
pri peptidové syntéze je kyselina anthranilova. Jeji vyhoda spocivd v moZnosti
navazani na L-lysin, a tedy zapojeni do peptidové sekvence, beze ztraty
fluorescenc¢nich vlastnosti. Vznikly derivat, L-lysin(Ant), je rovnéZ fluoroforem. Jako
zhasec téchto fluorofort slouzi L-nitrotyrosin, tedy derivat proteinogenniho tyrosinu,
navazany v peptidové sekvenci (Schéma 8 a Schéma 9).1°

COOH
NH,
H
N COOH
I \/\/Y
NH, NH,
1 2
O,N COOH
NH,
HO

3
Schéma 8. Struktury kyseliny anthranilové (1), L-lysin(Ant) (2) a L-nitrotyrosinu (3)

linker-Lys(Ant)-X1-X5-X3-X4-X5-Tyr(NO»)

Schéma 9. Lysin(Ant) a nitrotyrosin navazané v peptidové sekvenci na pevné fazi

Fluorescence-Quenching systém lysin(Ant)-nitrotyrosin byl v literature1?
aplikovan na pevnou fazi PEGA. Nevyhodou tohoto materialu jsou malé péry, kterymi
neproniknou makromolekuly enzymt vétSi nez 20 kDa. Pro tvorbu obecnych
protedzovych substratd je tedy pevna faze PEGA nevhodna. Uvedend metodika byla
tedy v této praci aplikovana na pevnou fazi TentaGel. Vzhledem k rozmériim poéri zrn
TentaGelu se predpokladalo jen povrchové proteolytické stépeni (tzv. Shaving). Pevné
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faze TentaGel (angl. TentaGel resins) jsou obecné kopolymery polystyrenu
a polyethylenglykolu. Jednotlivé beady TentaGelu jsou tedy tvoreny polystyrenovym
jadrem s naroubovanou vnéjsi vrstvou polyethylenglykolu. Na této vnéjsi vrstvé jsou
dale navazany volné aminové skupiny. 20.21

Pevné faze PEGA a TentaGel byly vyvinuty pro moZnosti biogennich
screeningll. Tyto materidly jsou oproti klasickym resinlim (Merrifield, Wang, Ring Acid
resins) hydrofilni, a lze je tak vyuzivat i ve vodném prostiedi. Zasadni odlisSnosti
oproti plivodnim resinlim je nehydrolyzovatelnd aminova skupina na povrchu pevné
faze, a tedy nemoznost uvolnéni peptidu kyselou hydrolyzou TFA. 20,21

Pro uvolnéni peptidu zpevné faze se tedy vyuzivd metodika s vyuzitim
methioninu jakoZto pocate¢ni aminokyseliny kazdé sekvence. Prireakci peptidu
obsahujiciho methionin s bromkyanem v kyselém prostredi dochazi krozloZeni
peptidového ftetézce a vzniku laktonu v poloze methioninu (Schéma 10.).
Aminokyselinova sekvence navazana vretézci za methioninem je tak uvolnéna
z pevné faze a je mozné ji analyzovat. 22.23
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Schéma 10. Reakce methioninu s bromkyanem pfi uvoliiovani peptidu z pevné faze 23

Methionin je v peptidové sekvenci navazan jako prvni aminokyselina
po linkeru. Zanim dale nasleduje fluorofor, sekvence aminokyselin Stépitelna
protedzami a zhaSe¢. Zmény v sekvenci zpiisobené proteolytickym Stépenim jsou tedy
vZdy v pozicich za methioninem, a lze je tedy po provedeném experimentu uvolnénim

z pevné faze detekovat.
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3.1.1 Proteolyza

Pro testovani proteazovych substratii byly pouZivany protedzy chymotrypsin,
trypsin a pepsin. Jedna se o modelové a komer¢né dostupné proteazy. Substratova
specifita téchto proteaz je uvedena v nasledujici tabulce a ve schématu. 24

Tabulka 1: Charakterizace proteaz 2+

Enzym C2 C1 N1 N> N3 \P3
Chymotrypsin - ne M, P w - - -

- neP, Y M - - -

- neD,M,PW H - - -
Trypsin - P K w - -

- P R M - -
Pepsin neP FLWY ne R ne P neH, K, R -

neP - F,LW, Y neP neH, K, R -

HOOC N\f‘-Cz-C1lN1-N2-N3-N4-~NV NH,

Proteolyza

Schéma 11. Schématicka struktura protedzového substratu 24

Jak je uvedeno ve schématu, pri proteolyze je Stépena peptidova vazba mezi
aminokyselinami oznacenymi N1 a Ci. Tato Stépend peptidova vazba déli pomyslné
peptid na ¢ast smérujici k C-konci a ¢ast smérujici k N-konci. Pozice, tedy jednotlivé
aminokyseliny v retézci, nesou oznaceni N a C dle konce, ke kterému sméruji a dale
Ciselné oznaceni poradi. Pri syntéze na pevné fazi sméruje C-konec peptidového
Fetézce smérem kzrnu pevné faze, terminalnim N-koncem je Fetézec naopak
zakoncen.

3.2 Priprava a proteolyza substratd na TentaGelu

Pevna faze TentaGel je vysoce porézni, syntetizované peptidy jsou tedy
navazane jak na povrchovych, tak ve vnitfnich vrstvach polymernich zrn. Vzhledem
kmalym rozmérim poéri jsou peptidové sekvence ve vnitinich prostorech
nepristupné makromolekuldam protedz, a proteolytické Stépeni tak probiha pouze
na vnéjsich povrchovych vrstvach. Proteolyza tak probiha jako jakési ,oholeni” (angl.
shaving) povrchu pevné faze (Schéma 12.). Vzhledem k tomu byla predpokladanym
projevem proteolyzy fluorescence na povrchu zrn. 20.21
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X4-X-X3-X4-Xs X1-Xp-X3

Proteaza d
>

X1-Xo-X3-X4-Xg X1-Xo-X3-X4-Xsg
Schéma 12. Mechanismus povrchového proteolytického Stépeni na pevné fazi TentaGel

Tento zplisob proteolyzy je vyhodny pro moznost analyzy vychozi peptidové
sekvence po enzymatickém Stépeni, nebot ¢ast pivodniho peptidu vzdy zlistane
navazana ve vnitinich vrstvach pevné faze. 2021

3.2.1 Syntéza peptidu s vyuZitim linkeru

Na pevné fazi TentaGel byl pripraven peptid 1. (Schéma 13.).

Qo

Tentagel X =Trp, Lys, Arg, Leu

BAla-BAla-BAla-BAla-Met-Lys(Ant)-Ala-Ala-X-Ala-Ala-Tyr(NO ,)

Schéma 13. Peptid 1

Pii syntéze byl vyuzit linker (spojka), skladajici se ze c¢tyr B-alanint, pro
oddaleni peptidové sekvence od povrchu pevné faze. Po osmém reakcnim kroku, tedy
po navazani druhého alaninu, a odchranéni od Fmoc byla pevna faze rozdélena
na ¢tyfi c¢asti. Skazdou casti jsem byl proveden coupling jedné vybrané
aminokyseliny. Aminokyseliny byly vybrany tak, aby byla finalni peptidova sekvence
substratem projednu danou protedzu. V nasledujici tabulce jsou uvedeny ctyfti
vyuzZité aminokyseliny a proteazy, kterymi byly prisluSné peptidové sekvence
Stépeny.

Tabulka 2: Aminokyseliny obsazené v jednotlivych sekvencich a prislusné proteazy

Aminokyselina Proteaza
Tryptofan Chymotrypsin
Lysin Trypsin
Arginin Trypsin
Leucin Pepsin

Pred couplingem nitrotyrosinu bylo zkaZdého vzorku pevné faze malé
mnozstvi odebrano. Odebrané vzorky slouzi jako tzv. pozitivni reference, tedy
reference pro pozitivni fluorescencni signal sekvence bez pritomného zhasece.

3.2.2 Proteolytické Stépeni pripravené sekvence

Pred proteolyzou bylo z kazdého vzorku pevné faze malé mnoZstvi odebrano.
Odebrané vzorky slouzi jako tzv. negativni reference, tedy reference pro ovéreni
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nepritomnosti fluorescencniho signalu bez enzymatického Stépeni. Peptidy na pevné
faze byly nasledné inkubovany s chymotrypsinem (X = Trp), trypsinem (X = Lys, Arg)
a pepsinem (X = Leu). Uvolnény fluorescen¢ni signal nebyl u Zadného vzorku pevné
faze pozorovan, a tak byla proteolyza zopakovana. Vysledek po dvojim
proteolytickém Stépeni byl nadale negativni. Pozitivni reference, tedy sekvence
neobsahujici zhasec, vykazovaly vZdy silnou fluorescenci, naopak negativni reference,
tedy vzorky odebrané pred proteolytickym Stépenim, stejné jako proteolyticky
Stépené vzorky, byly zcela bez fluorescencniho signalu. Povrchova proteolyza
na TentaGelu tedy nebyla prokazana.

Negativni vysledek mohl byt zplsoben priliSnou koncentraci nitrotyrosinu,
tedy zhaSece. Ten je pravdépodobné pri povrchovém proteolytickém Stépeni
odstépen pouze z peptidovych sekvenci na povrchu pevné faze, na sekvencich
z vnitini ¢asti pevné faze vsak zlistava. Pokud by byla jedna molekula nitrotyrosinu
schopna zpiisobovat zhaseni i jinych peptidd, tedy nejen té, na kterou je kovalentné
vazadna, mohl by byt fluorescentni signal i po proteolyze blokovan. Uvolnéné
fluorofory zrozstépenych sekvenci na povrchu by byly totiz okamzité zhaSeny
nitrotyrosinem z nerozstépenych vnitinich sekvenci.

V nasledujicim experimentu byla testovana tato hypotéza, tedy pftiliSna
koncentrace nitrotyrosinu v peptidovych sekvencich. Byly tedy zkoumany ucinky
zhaSece pri proteolyze.

3.2.3 Syntéza peptidu pro testovani koncentrace zhasece

Na pevné fazi TentaGel byl pripraven peptid 2 (Schéma 14.).

_BAla-BAla-BAla-BAla-Met-Lys(Ant)-Ala-Ala-X-Ala-Ala-T

Tentagel X =Trp, Lys, Arg, Leu
T =Tyr(NOy) / Tyr

Schéma 14. Peptid 2

Kazda ptipravena peptidova sekvence lisici se aminokyselinou na pozici X
v fetézci byla pred couplingem zhaSece rozdélena na pét casti. S kazdou casti byl
proveden coupling obsahujici smés nitrotyrosinu a tyrosinu o daném poméru.
Tyrosin, na rozdil od nitrotyrosinu, neni zhaSecem, a proto na peptidové sekvenci
nezhasi fluorescenci fluoroforu. Pri pouziti smési nitrotyrosinu s tyrosinem misto
samotného nitrotyrosinu je tedy zhaSeci Ucinek sniZen, nebot jen urcita frakce

peptidovych sekvenci obsahuje navazany zhasec.
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Poméry tyrosinu a nitrotyrosinu pro jednotlivé sekvence jsou uvedeny

v nasledujici tabulce.

Tabulka 3: Poméry tyrosinu a nitrotyrosinu pro jednotlivé sekvence

Peptid Tyrosin Nitrotyrosin
1. 0 1

2. 0,25 0,75

3. 0,5 0,5

4., 0,75 0,25

5. 1 0

3.2.4 Proteolytické Stépeni pro testovani koncentrace zhasece

Kazda sada peptidovych sekvenci byla vystavena ucinkiim prislusné proteazy
a vzorky byly vyhodnoceny pod mikroskopem. Hledanym pozitivnim vysledkem byl
pozorovatelny rozdil fluorescence mezi referenci (vzorek proteolyticky nestépeny)
a vzorkem proteolyticky Stépenym. Takovy vzorek by tedy obsahoval idedlni pomér
tyrosinu a nitrotyrosinu. Pfed proteolyzou by bylo dané mnoZstvi nitrotyrosinu
dostacujici pro zhaseni veskerého fluoroforu, pevna faze by tedy fluorescenci
nevykazovala. Po proteolyze, a tedy po odsStépeni nitrotyrosinu z povrchu pevné faze,
by jiZ uvolnény fluorofor nebyl zhasen, a pevna faze by tak vykazovala fluorescenci.
Jednalo by se tak o mezni pomér, pti kterém by byl zhadSe¢ maximalné nasycen
zhaSenim fluoroforu. Po odstépeni malého mnozstvi zhasece by jiZz uvolnény fluorofor
nemohl byt zahrnut do plné nasycenych komplext zhasec-fluorofor a projevil by se
tak fluorescenc¢ni signal.

Hledany vysledek nebyl u Zddného vzorku pozorovan. Pii pomérech 0,5:0,5;
0,75:0,25 a 1:0 (tyrosin: nitrotyrosin) byla koncentrace zhaseCe nedostacujici,
a fluorescenci tak vykazovaly reference ivzorky proteolyticky Stépené. Pfi poméru
0:1 (tyrosin: nitrotyrosin) naopak nevykazovaly fluorescenci reference ani Stépené
vzorky, nebot vzorek obsahoval 100% nitrotyrosinu. Stejny vysledek vSak vykazoval
ivzorek 0,25:0,75 (tyrosin: nitrotyrosin). Fluorescenc¢ni signal nebyl pozorovan
u reference ani u Stépeného vzorku i presto, Ze obsahoval pouze 75% nitrotyrosinu,
tedy zhasece. Tento vysledek tedy nasvédCuje hypotéze o schopnosti nitrotyrosinu
zhaSet vice neZ jeden fluorofor navazany na peptidové sekvenci.
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3.3 Priprava a proteolyza substratu na poréznim skle

Vzhledem k nepritomnosti fluorescen¢niho signalu po proteolytickém Stépeni
na pevné fazi TentaGel byly vyuZity odliSné pevné faze, a to porézni skla (CPG). Jedna
se o materidly primarné pouzivané pro syntézy oligonukleotidi. Vyuziti pro
peptidovou syntézu je v literature zcela ojedinélé. Cilem experimentl tedy bylo
aplikovat zvolenou metodiku peptidové syntézy na tyto pevné faze.

Porézni sklo se od TentaGelu zasadné lisi velikosti porh. Pory porézniho skla
jsou svymi rozméry zcela pristupny makromolekuldm enzymi, proteolytické Stépeni
tedy neprobiha jen na peptidech z povrchu pevné faze, ale na vSech peptidech
obsaZenych na pevné fazi. 20

3.3.1 Syntéza peptidu na skle LCAA CPG

Prvnim pouZitym typem porézniho skla bylo sklo LCAA CPG. Oznaceni LCAA je
zkratkou pro Long Chain Amino Acids, neboli dlouhy aminokyselinovy retézec. Jedna
se tedy o material, na jehoZ povrch je jiZ navazan retézec aminokyselin, slouZici jako
linker. U tohoto materialu se jedna o linker citajici 30 uhlikt. Vzhledem Kk pritomnosti
linkeru nebyla jiz p¥i syntéze pouZita sekvence ¢tyr 3-alanint.

Na pevné fazi LCAA CPG byl ptipraven peptid 3, univerzalni pro proteolytické
Stépeni chymotrypsinem i trypsinem (Schéma 15).

Q

LCAA CPG

Met-Lys(Ant)—Pro-Lys-ATrp-AIa-AT rp-Tyr(NO »)

Chymotrypsin

Trypsin
Schéma 15. Peptid 3 a mista Stépeni protedzami

Peptidova sekvence byla dspéSné pripravena, ¢imz byla prokidzana mozna
aplikace metodiky peptidové syntézy i na porézni sklo LCAA CPG.

3.3.2 Proteolytické Stépeni na skle LCAA CPG

Peptidy na pevné fazi (Schéma 15.) byla vystaveny uc¢inklim chymotrypsinu
a trypsinu. Oba substraty vykazovaly pozorovatelny fluorescenc¢ni signal. Pozitivni
vysledek byl také potvrzen nepiitomnosti fluorescenéniho signalu u ptislusné
reference, tedy u proteolyticky nestépeného vzorku. Proteolytické Stépeni na pevné
fazi tak bylo potvrzeno signifikantnim vzriistem fluorescence zplisobenym
odstépenim zhasece z peptidové sekvence. Vysledky proteolytického Stépeni na skle
LCAA CPG jsou zobrazeny na nasledujicich snimcich pevné faze (Obrazek 1).
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Obrazek 1. Snimky pevné faze po proteolytickém Stépeni chymotrypsinem, trypsinem a proteolyticky
nestépena reference (v poradi od horniho ke spodnimu). Nalevo snimek fluorescence (excitace
365 nm), napravo snimek pti viditelném svétle.

3.3.3 Syntéza peptidu na skle CPG beads

Nevyhodou skla LCAA CPG je heterogenita jednotlivych Castic pevné faze,
adale jeho kifehkost a nedostatecnd mechanickd odolnost. Ztoho diivodu bylo
zvoleno porézni sklo CPG beads. Jedna se o sférické castice, které jsou rozméroveé
unifikovanéjsi a mechanicky odolnéjsi.

Na pevne fazi CPG beads byl pripraven peptid 4, univerzalni pro proteolytické
Stépeni chymotrypsinem, trypsinem i pepsinem (Schéma 16.).
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Pepsin

Y
BAla-BAla-BAla-BAla-Met-Lys(Ant)-Pro-Lys-Trp-Ala-Trp-Tyr(NO ,)
Qo o
CPG beads + Chymotrypsin

Trypsin
Schéma 16. Peptid 4 a mista $tépeni protedzami

Peptidova sekvence byla UspéSné pripravena, ¢imZ byla prokdzana moZna
aplikace metodiky peptidové syntézy i na porézni sklo CPG beads.

3.3.4 Proteolytickeé stépeni na skle CPG beads

Peptidova sekvence (Schéma 16) byla vystavena ucinkim chymotrypsinu,
trypsinu  apepsinu. VSechny substraty vykazovaly pozorovatelny vzriist
fluorescenc¢niho signalu. Pozitivni vysledek byl také potvrzen nepritomnosti
fluorescen¢niho signalu u proteolyticky nestépené reference. Proteolytické Stépeni na
pevné fazi bylo tedy opét prokazano. Vysledky proteolytického Stépeni na skle CPG
beads jsou zobrazeny na snimcich pevné faze (Obrazek 2).
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Obrazek 2. Snimky pevné faze po proteolytickém Stépeni chymotrypsinem, trypsinem, pepsinem

a proteolyticky nestépena reference (v poradi od horniho ke spodnimu). Nalevo snimek fluorescence
(excitace 365 nm), napravo snimek pii viditelném svétle.

3.3.5 Syntéza peptidu s D-tryptofanem

Porézni sklo CPG beads se ukazalo jako vhodné médium pro pripravu
fluorogennich peptidii na pevné fazi. Problémem je vSak fakt, Ze proteolyza probiha
vzhledem krozmérim po6rd na vSech peptidovych sekvencich beze zbytku.
Pro tvorbu kombinatoridlnich knihoven je vSak moZnost dekoédovani sekvenci
na zrnech pevné faze klicova, a proto musi ¢ast vychoziho peptidu na pevné fazi
zlstat i po enzymatické reakci.

Pro moZnou analyzu vychoziho peptidu byla zvolena metodika syntézy
peptidovych sekvenci obsahujicich D-aminokyseliny. Tato metodika je zaloZena
na specifit¢ protedz vyhradné vic¢i L-aminokyselindAm. Peptidy obsahujici
v proteolyticky aktivni sekvenci D-enantiomerni analogy nemohou byt protedazami
Stépeny. Pokud tedy pevna faze obsahuje dvoji peptidy lisici se enantiomerni formou
aminokyseliny v proteolyticky aktivni sekvenci, dojde pfienzymatické reakci
k rozStépeni pouze peptidi obsahujicich L-enantiomer (Schéma 17.). Peptidové
sekvence obsahujici neproteinogenni enantiomer jsou zachovany a mohou
poskytovat informaci o vychozim peptidu.
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X4-Xp-L-X4-X5 Xq-Xo-L

Proteaza q

X1-Xp-D-X4-Xs X1-Xo-D-X4-Xs

Schéma 17. Proteolytické Stépeni s vyuzitim D-aminokyselin

Na pevné fazi CPG beads byl pripraven peptid 5 (Schéma 18.).

Qo

CPG beads X =D-Trp / L-Trp

BAla-BAla-BAla-BAla-Met-Lys(Ant)-Pro-Lys-Ala-Ala-X-Tyr(NO 5)

Schéma 18. Peptid 5

Celkem bylo pripraveno 6 sekvenci lisicich se pomérem D-tryptofanu
a L-tryptofanu na pozici X. Poméry téchto aminokyselin pro jednotlivé sekvence jsou
uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 4: Poméry D-tryptofanu a L-tryptofanu pro jednotlivé sekvence

Peptid D-tryptofan L-tryptofan
1. 0 1

2. 0,2 0,8

3. 0,4 0,6

4. 0,6 0,4

5. 0,8 0,2

6. 1 0

3.3.6 Proteolytické Stépeni peptidu s D-tryptofanem

Pripravené peptidové sekvence byly inkubovdny chymotrypsinem.
Pri pozorovani pevné faze pod mikroskopem odpovidala mira fluorescence
jednotlivych vzorkd mnozstvi L-tryptofanu v peptidovych sekvencich. Proteolytické
Stépeni tedy probéhlo jen do té miry, do jaké byl na peptidovych sekvencich pritomen
proteolyticky aktivni L-tryptofan.

Zvysujici se fluorescence jednotlivych vzorki v zavislosti na mnozstvi
L-tryptofanu jsou zobrazeny na snimcich pevné faze (Obrazek 3).
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Obrazek 3. Snimky proteolyticky Stépené pevné faze o rlGznych mnoZstvich L-tryptofanu
a D-tryptofanu, tedy o poméru D:L = 0:1; 0,2:0,8; 0,4:0,6; 0,6:0,4; 0,8:0,2 a 1:0. Nalevo snimek
fluorescence (excitace 364 nm), napravo snimek pri viditelném svétle.

Pro zachovani co nejintenzivnéjSiho fluorescen¢niho signalu pevné faze je
idedalni vzorek 2, tedy pomér D a L formy 0,2:0,8. Tento vzorek obsahuje ve svych
sekvencich z 80 % L-tryptofan a vykazuje tedy dostatenou, a vramci vzorki
obsahujicich D-tryptofan imaximalni, fluorescenci. Zbylych 20 % sekvenci vSak
obsahuje D-tryptofan, diky kterému je na pevné fazi zachovana informace o vychozi
peptidové sekvenci.

3.3.7 MS analyza vzorka s D-tryptofanem

Pro ovéreni mozné detekce peptidové sekvence zjednoho zrna pri daném
mnoZstvi D-tryptofanu byla provedena se vzorkem 2 (pomér D a L formy 0,2:0,8) MS
analyza. Pro referenc¢ni detekci peptidové sekvence byla provedena rovnéz MS
analyza vzorku 6 (pomér D a L formy 1:0). Peptidy z obou vzorkii byly reakci
s bromkyanem odStépeny z pevné faze. Oba vzorky obsahuji vychozi proteolyticky
neStépeny peptid s obsazenym D-tryptofanem uvolnény z pevné faze (peptid 6)
o molekulové hmotnosti MW 1109,5294 (Schéma 19.).
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Schéma 19. Struktura peptidu 6

Ziskana MS spektra jsou pftiloZzena v kapitole Prilohy. HPLC-MS analyza
prokazala, Ze peptid 6 je detekovatelny jak ve vzorku 2 (pomér D a L formy 0,2:0,8),
tak ve vzorku 6 (pomér D a L formy 1:0). Kromé toho fragmentalni spektra
materského iontu ([M-H*] 1110,5372) vobou vzorcich ukazuji mozZnost in situ
sekvenace daného peptidu. Timto je prokdzana moZnost dekdédovani
aminokyselinovych sekvenci i zjednotlivych zrn pevné faze, coz je klicovy aspekt
pri syntéze kombinatoriadlnich knihoven.
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4 Experimentalni Cast

4.1 Obecné parametry experimentu

Pri syntéze byla pouZivana pevna faze TentaGel S NH: (loading 260 pmol/g,
velikost zrn 100 um) zakoupena u firmy Rapp Polymere GmbH, pevna faze LCAA CPG
(loading 30-50 pumol/g, péry 500 A) poskytnuta Dr. Rosenbergem z UOCHB AV CR
apevna faze CPG beads (loading 86 pumol/g, péry 1000 A, velikost zrn 100 pm)
zakoupend u firmy Biosearch Technologies. Cinidla HBTU, HOBt a BOP byla
zakoupena u firmy Sigma-Aldrich. Veskeré dalsi reagencie a Cinidla byly zakoupeny
rovnéZ u firmy Sigma-Aldrich nebo Iris Biotech GmbH v p.a. Cistoté. Rozpoustédla
DMF a NMP byla zakoupena v Peptide Grade kvalité u firmy Iris Biotech GmbH,
rozpoustédlo DMA bylo zakoupeno u firmy Sigma-Aldrich v p.a. Cistoté. PouZivané
aminoKkyseliny byly zakoupeny u firmy Iris Biotech GmbH. Jedna se o aminokyseliny
chranéné skupinou Fmoc na terminalni aminové skupiné, a pripadné skupinou Boc,
Pbf ¢i tBu na postrannim retézci. PouZivané aminokyseliny v jejich konkrétnich
podobach jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 5: PouZivané aminokyseliny od firmy Iris Biotech GmbH

Aminokyselina Chranéna forma
Alanin Fmoc-L-Ala-OH - H20
B-Alanin Fmoc-beta-Ala-OH
Arginin Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH
Glycin Fmoc-L-Gly-OH
Leucin Fmoc-L-Leu-OH
Lysin Fmoc-L-Lys(Boc)-OH
Methionin Fmoc-L-Met-OH
D-Tryptofan Fmoc-D-Trp(Boc)-OH
L-Tryptofan Fmoc-L-Trp(Boc)-OH
Tyrosin Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH
Prolin Fmoc-L-Pro-OH - H20
Nitrotyrosin Fmoc-Tyr(NOz)-OH

NMR spektrum bylo zméfeno na pristroji Varian UNITY INOVA - 300. Pro méreni
bylo jako rozpoustédlo vyuzito DMSO-ds. Chemické posuny jsou referencovany vuici
tomuto rozpoustédlu. Chemicky posun DMSO-ds je pro 'H NMR spektrum 6 = 2,50
ppm. Chemické posuny jsou uvadény v ppm a hodnoty interakcnich konstant J v Hz.
Pro michani vzorki béhem experimentl bylo vyuzivdno rameno rotac¢ni vakuové
odparky. Pro pozorovani pevné faze a vybirani jednotlivych zrn pro analyzu byl
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vyuzivan opticky mikroskop Leica 6SD a pro porizovani snimkil digitalni fotoaparat
Canon EOS 600D s expozici 0“5. Pro analyzu byly vzorky lyofilizovany na lyofilizatoru
FreeZone 2.5 od firmy LABCONCO. Hmotnostni spektra byla mérena v servisnim
centru PrF UK v laboratofi hmotnostni spektrometrie pracovisté BIOCEV na pristroji
Orbitrap Fusion™ Tribrid™ Mass Spectrometer v kombinaci s nanoHPLC - UltiMate
3000 Nano LC Systems.

4.2 Syntéza Fmoc-L-Lysin(Boc-Ant)-OH

Nejprve byl Fmoc-L-Lysin(Boc)-OH odchranén od chranici skupiny Boc.
K Fmoc-L-Lysin(Boc)-OH (5,00 g; 10,67 mmol) bylo pfidano 100 ml smési DCM/TFA
(1/1) a smés byla za stalého michani ponechana reagovat 1,5 hodiny. Smés byla poté
odparena na vakuové rotacni odparce. Pro odstranéni vSech zbytkda TFA byl produkt
dvakrat odparen s toluenem. Ziskany meziprodukt (4,00 g; 10,9 mmol) byl rozpustén
ve 188 ml DMF. Do 500ml bariky byla navaZena kyselina N-Boc-anthranilova (3,10 g;
13,1 mmol) a BOP (5,78 g; 13,1 mmol). Smés byla rozpuSténa v 94 ml DMF a bylo
piidano 4,6 ml DIEA. Vznikla smés byla michana 30 minut ptilaboratorni teploté.
Nasledné byl kreakéni smési pridan roztok odchranéného lysinu v DMF. Byla
provedena kontrola pH pomoci pH papirku, pH bylo rovno 7. Dale byl pridan
dvojnasobny nadbytek DIEA, tedy 9,2 ml, ¢imz bylo pH zvySeno na hodnotu 10 (opét
zkontrolovano pH papirkem). Smés byla za stdlého michani ponechdna reagovat
po dobu 24 hodin. Poté byla smés zfiltrovana a promyta s ethylacetatem a nasycenym
roztokem chloridu sodného. Vodna faze byla promyta s ethylacetatem (3x)
aorganickd faze snasycenym roztokem chloridu sodného (2x), 1M roztokem
kyseliny sirové, 5% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného, opét s 1 M roztokem
kyseliny sirové a svodou (2x). Ziskana organickd faze byla vysuSena bezvodym
siranem sodnym, prefiltrovana a odpafena na rota¢ni vakuové odparce do hustého
oleje. Rekrystalizaci z diethyletheru byl ziskdn produkt ve formé Zluto-hnédé
krystalické latky (vytézek 1,8 g 23 %). 'H NMR spektrum odpovidd udajim
v literatute. 25 1H NMR (DMSO0-ds, 300.13 MHz), 6 [ppm]: 1.29-1,80 (m, 6 H), 1.46 (s, 9
H), 3.16-3.27 (m, 2 H), 3.87-3.97 (m, 1 H), 4.17-4.33 (m, 3 H), 7.01-7.06 (m, 1 H), 7.27-
7.35 (m, 2 H), 7.39-7.48 (m, 3 H), 7.58-7.65 (m, 1 H), 7.69-7.76 (m, 3 H), 7.89 (d, 3/un =
7.5 Hz, 2 H), 8.20 (d, 3/un = 8.2 Hz, 1 H), 8.68-8.77 (m, 1 H), 10.72 (s, 1 H), 12.53 (s, 1
H).
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4.3 Peptidova syntéza na pevné fazi

Pevna faze byla nasypana do plastové stiikacky (10, 20 nebo 50 ml) opatiené
pri usti kulatou fritou zpolymerniho materidlu. Do strikacky bylo nasato
rozpoustédlo urCené pro nasledujici syntézy o objemu cca poloviny stiikacky a pevna
faze byla promyvana rozpoustédlem za stalého michani 30 minut. Jako rozpoustédlo
byl vyuzivdn N-methylpyrrolidon nebo N,N-dimethylacetamid. Standardné se jako
rozpoustédlo pro peptidovou syntézu vyuziva N,N-dimethylformamid, ktery se vSak
vlivem casu rozklada a poskytuje neZadouci amin. Tento jev lze obejit pouzitim vyse
uvedenych rozpoustédel, ktera rozkladu na amin nepodléhaji. Dale byly k pevné fazi
pridany 3 ekvivalenty prislusné aminokyseliny, 3 ekvivalenty HBTU, 3 ekvivalenty
HOBt a 6 ekvivalentii DIEA. Davka aminokyseliny, a také smés HBTU a HOBt byla
rozpus$téna v rozpoustédle (NMP nebo DMA) za vzniku 0,5 M roztoku. Davka DIEA
byla rozpusténa v rozpoustédle za vzniku 1 M roztoku. Vzniklé roztoky byly nasaty do
stiikacky a za stalého michani ponechany reagovat 1 hodinu. Poté byla reak¢ni smés
ze stiikacky odstranéna. Pfi syntéze na pevnych fazi TentaGel a LCAA CPG byl
uvedeny postup jedenkrat opakovan, coupling byl tedy provadén dvakrat. V ptipadé
pevné faze CPG beads byl uvedeny postup zopakovan dvakrat, coupling byl tedy
provadén trikrat. Po posledni reakci byla reakéni smés ze stiikacky vystriknuta
a nasavanim a protfepavanim byla pevna faze promyta pétkrat DMF a pétkrat NMP
¢i DMA. Odchranéni od chranici skupiny Fmoc bylo provadéno bazicky pomoci 50%
(obj.) roztoku piperidinu v DMF. Do stiikacky s pevnou fazi byl nasat roztok (cca
jedna polovina objemu stiikac¢ky) a smés byla ponechana za stdlého michani reagovat
po dobu 10 minut. Roztok byl ze strikacky vystriknut a cely postup byl zopakovan.
Poté byla pevna faze ve stiika¢ce promyta pétkrat DMF a pétkrat NMP ¢i DMA.
Odchranéni chranici skupiny Boc z kyseliny anthranilové bylo provadéno kysele
pomoci kyseliny trifluoroctové. Do stiikacky s pevnou fazi byla nasata (do cca jedné
poloviny objemu strikacky) smés Fenol/Thioanizol/Voda/TIS/TFA v poméru
0,75/0,5/0,5/0,25/10. Za stdlého michani byla smés ponechana reagovat 2,5 hodiny.
Poté byla vystriknuta a pevna faze byla ve strikaCce fadné promyta pro odstranéni
vSech zbytkd TFA, tedy pétkrat DCM, pétkrat DMF, pétkrat smési DMF/voda (1/1)
a pétkrat vodou. Stejnym postupem dochazi také k odchranéni chranicich skupin
na postrannich retézcich nékterych aminokyselin, tedy kromé skupiny Boc, také
skupin Pbf a tBu. 1921

4.3.1 Kaiser-Test

Po couplingu kazdé aminokyseliny byl proveden test pro ovéreni uspésSného
navazani aminokyseliny na pevnou fazi, tedy uplného nasyceni stavajicich volnych
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aminovych skupin novou aminokyselinu, tzv. Kaiser-Test, neboli ninhydrinovy test.

Pro Kaiser-Test byl vZdy ze strikacky odebran Spickou Spachtlicky maly vzorek
pevné faze do malé vialky a proplachnut 96% roztokem ethanolu. Poté byla pridana
jedna kapka roztoku ninhydrinu v ethanolu (0,1 g/ml), jedna kapka roztoku kyanidu
draselného v pyridinu (1:50) a jedna kapka roztoku fenolu v ethanolu (4 g/1). Vialka
byla umisténa do olejové 1azné predehraté na 120 °C a smés byla ponechana reagovat
po dobu 1 minuty. Poté byla vialka vyjmuta a bylo vyhodnoceno zabarveni reakcni
smési. ?

4.4 Proteolyticke Stepeni enzymy

Enzymatické reakce byly provadény ve stiikackach v prosttedi pufrd. Stépeni
chymotrypsinem a trypsinem probihalo v prostredi TRIS-pufru (0,1 M Tris, 0,1 M
roztok chloridu vapenatého, dotitrovano Kyselinou chlorovodikovou na pH 7,85).
Stépeni pepsinem probihalo v prostfedi pufru amonného (0,1 M roztok mraven¢anu
amonného, dotitrovano kyselinou mravenc¢i na pH 3,00). Pevna faze byla nejprve
ve strikacce nékolikrat promyta ptisluSnym pufrem a poté byla za stdlého michani
ponechdna s pufrem ekvilibrovat po dobu 30 minut. Mala ¢ast vzorku byla odebrana
jako reference. Dale byl do strikacky pridan roztok prisluSného enzymu v pufru
o koncentraci 1 mg/ml v davce vici pevné fazi 10 ml/g, vzdy vSak minimalné 3 ml.
Reak¢ni smés byla za stalého michani a pri laboratorni teploté ponechana 24 hodin.
Po skonceni enzymatické reakce byla pevna faze alespon pétkrat promyta vodou a
pufrem PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM NazHPO4 - 12 H20, 1,8 mM KH2PO4, pH
7,4). Po enzymatické reakci byla pevna faze pozorovana pod mikroskopem pfti pouZiti
ultrafialového svétla (excitace 365 nm). Pri pozorovani byly vzdy potizeny
fotografické snimky vSech vzorkli. Potizeni snimki bylo provedeno také
za viditelného svétla misto ultrafialového jako diikaz pritomnosti pevné faze. 19.20.21

4.5 MS Analyza

Ze vzorku s peptidovou sekvenci ur¢enou pro analyzu bylo pomoci hodinarské
pinzety odebrano pod mikroskopem jedno zrno pevné faze. Zrno bylo pinzetou
preneseno do PCR trubicky naplnéné 10 pl 0,1 M roztoku HCI. Dale bylo pridano 20 pl
roztoku bromkyanu (30 mg/ml) v 0,1 M roztoku HCl. PCR trubicka byla obalena
alobalem a smés ponechana reagovat po dobu 1 hodiny. Reakéni smés byla poté
zlyfilizovana. 26 Takto pripraveny vzorek byl podroben analyze pomoci LC-MS. 2728

35



Pro uvolnéni peptidové sekvence zpevné faze pomoci bromkyanu byla
vyuzivana i druha metodika. Odebrané zrno pevné faze bylo vloZeno do PCR trubicky
naplnéné 10 pl 70% vodného roztoku TFA. Dale bylo ptidano 20 pl roztoku
bromkyanu (30 mg/ml) v 70% vodném roztoku TFA. Takto ptripravena PCR trubicka
byla obalena alobalem a smés ponechana reagovat pres noc, tedy alesponi 12 hodin. 29
Tato metodika se vSak ukazala jako nevhodna pro LC-MS.
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5 Zaver

Dle metodiky Fmoc peptidové syntézy na pevné fazi byly prostudovany
moznosti pripravy proteazovych fluorogennich substratli na pevnych fazich TentaGel
a CPG beads. Na pevné fazi TentaGel se nepodarilo vyvinout metodu pro sledovani
aktivit proteaz. Porézni sklo CPG beads se ukazalo jako idealni pevna faze pro syntézu
fluorogennich peptidovych sekvenci. Byly optimalizovany podminky peptidové
syntézy pro jejich efektivni syntézu. Ddale byla vyvinuta metoda pro efektivni
dekddovani sekvenci peptidi z jednotlivych zrn.

Pro peptidové sekvence na pevné fazi CPG beads byl urCen optimalni pomér
D-formy a L-formy aminokyseliny v retézci pro dostatecny fluorescenéni signal
i pro moznou detekci a analyzu dané peptidové sekvence. Tento pomér byl urcen jako
D:L =0,2:0,8.

Vysledek tohoto bakalarského projektu muze byt vyuzit pii pripravé
kombinatorialnich peptidovych knihoven.
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7 Prilohy
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