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TANUIMANY, GYOGYASZATILAG HASZNOSITHATO PEPTIDEK
SZISZTEMATIKUS FELKUTATASANAK LEHETOSEGEIRSL

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

Tobbek kozott az eddig felfedezett peptidhormonok
példédja is tanusitja, hogy a hosszabb-rovidepb peptidek
ez 618 szervezetben szdmos fontos funkeidt ldthatnak el.
Feltehet§, hogy ezeknek a bioldgiailag aktiv, és poten-
cidlis terdpids hatdssal bird peptideknek eddig csak egy
kis toredékét ismerjiik, Ez indokolja, hogy ezen a teriile=
ten vildgszerte és hazédnkban is, intenziv kutatdémunka
folyik.,

Az ujfajta bioldgiai hatédssal rendelkez8 peptidek
felkutatédsédra kétféle elvi lehetdség kindlkozik:

1. A peptidek izolélésa az €18 szervezetbll, eld-
zetesen felismert bidldgiai hatédsuk alapjén.

2. A peptidek szintetikus elddllitédsa és bioldgiai
hatédsaik utélagos felderitése.

Eddig az izoldldsos médszer bizonyult jérhatébbnak
annek ellenére, hogy ez is igen munkaigényes. Ennek az &
magyerdzatae, hogy az adott tagszdému peptidek lehetséges
szdma olyan gyorsan né a tagszdmmal, hogy mdr a tetrapep~
tidek teljes szémban /160 ezer/ t6rténd elddllitdsa is a
gyakorlatban megoldhatatlan feladatnak tiinik. Ha a 20 fé-
le fehérjealkoté aminosavat vessziik alapul, a lehetséges
peptidek szdmét /Nn/ a kovetkezS egyenlet fejezi ki a
tagszém /n/ fliggvényében:

_ opR
N, =20

He a peptideket lépésenként és egymédstdl fliggetleniil
d1llitjuk ell, az n tagu peptidek esetében az ehhez sziik-
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2 MELLEKLET

o

séges szintetikus 1lépések széma /Sn/ a kovetkezlképpen
adddik:

n
Sn = /n-1/ 20

Megjegyzendd, hogy szintetikus 1lépésen most és az elkd-
vetkez8kben egy teljes kapcsoldsi ciklust értiink, tehdt
a kapcsoldsi 1épésen kiviil beleértjiik a véddcsoportok-
kal kapcsolatos miiveleteket is,

J6 szervezéssel, azaz szisztematikus médon eljédrva
a szintézisnél, a szintetikus lépések széma csdkkenthe-
t8. A minimdlisen sziikséges 1épésszdm:

S, = iﬁ2 201

Az el84llitott peptideket hatdsvizsgdlatnak kell
aldvetni, ami szintén reményteleniil nagy szém, hiszen
minden peptidet t6bb féle hatédsra kell tesztelni. Ha a
tesztek fajtdinaek szdmdt t-vel jeldljiik, a szilikeéges ha-
tédsvizsgdlatok teljes szédmdt /Tn/ a kovetkezd egyenlet
fejezi ki:

T, = t20° .

Az 1. tdbldzatban taldljuk felsorolve a kiildnbozd
tagszému peptidek lehetséges szémdt, a szintézisiikhoz
szilkséges 1épésszémot, valamint a tesztek szémdt, 10
kiilonboz8 hatdsvizsgdlattal szdmolva /t=10/. A feltiinte-
tett értékek kerekitve vannak. A felsorolt szdmokbdl vi-
l4gosan kitlinik, hogy szinte reménytelen dolog mér a
tripeptidek teljes szémban t6rténd elS4llitédsdra és
u tesztelésére védllalkozni.
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Kiilénb6z8 tagszému /n/ peptidek lehetséges széma /Nn/, 1é-
pésenkénti eld8éllitdsukhoz szilkséges szintetikus lépések
széma /Sn/’ szisztematikus szintézistervezés mellett, to-
védbbé a hatdsvizsgdlatok szdma /Tn/, 10 kiilonbsz8 hatds-

vizsgélattal szdmolva

/A feltiintetett értékek kerekitve vannak/

/t=10/

n Nn. Sn Tn

2 4 széz 4 szdz 4 ezer

3 8 ezer 8 ezer 80 ezer

4 160 ezer 168 ezer 2 millid

5 3 millié 3 milliéd 30 millié

6 64 millié 67 millié 640 millid

7 1 millidrd 1 millidrd 13 millidrd
8 25 millidrd 26 millidrd 256 millidrd
9 512 millidrd 537 millidrd 5 billié
10 10 billié 10 billid 102 »illié

A lehetséges peptidek nagy
szintézissel mér e kis tagszdmu
torténd elbéllitédsdra sem lehet

szdma miatt 1épésenkénti
peptidek teljes szdmban
véllalkozni, Tovdbbi ppob-
1émdt jelent a sziikséges tesztvizsgdlatok nagy széme a bi-
olégiailag hatdsos molekuldk kivélasztdsa cé1jdbél. Ezen a
szinte reménytelen helyzeten prébdl valamelyest javitani e

kovetkezlkben ellterjesztendd javeslat.
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4 MELLEKLET

Kistagszdmu, bioldgiailag aktiv peptidek szisztematikus
felkutatdsa, peptidkeverékek szintézise és aktivitdsvizs-

gélata utjén

Az aldbb ismertetendd javaslat tulajdonképpen egy
kutatdsi terv, amelynek révén az eddigieknél sokkal nagyobb
' eséllyel lehet véllalkozni bioldgiailag aktiv peptidek fel-
kutatdsdra. Amikor ezt a tervet leirom, teljesen tmdatében
vegyok annak, hogy e terv végrehejtdsdnak milyen nagy ipari
jelent8sége lehet. Az is vilégos, hogy megvaldsitdsa csak
t6bb intézmény egyiittmiikédése esetén lehetséges. Elsdsor-
ban & gybgyszeripar kozremiikddése kivénatos, hiszen a be-
fektetések a gydgyszeripar révén tériilhetnek meg.

A kutatédsi javaslat lényege az, hogy a peptideket
nem egyenként szintetizdljuk, henem olyan peptidkeverékeket
d1litunk eld amelyek t&bb szdz, vagy t6bb ezer peptidet tar-
talmaznak nagyjéb6l azonos mélardnyban és ezeket a keveré-
keket vetjiik ald hatdsvizsgdlatnak., Amint 1ldtni fogjuk ezen
az uton a szintéziseknél és a hatdsvizsgdlatokndl egyarént
nagyon sok munkét lehet megtakaritani. Az els8 kozelités so-
rén csak annak megdllapitédsa a cél, hogy a kérdéses peptid-
keverék mutat-e valamilyeh bioldgiai hatdst. Ha észleliink
hatést, természetesen el kell tudni ddnteni azt, hogy az
aktivitds a peptidkrverék mely komponensétdl /vagy mely
komponenseitdl/ szédrmazik.

A peptidkeverék szintézisének mdédszere.
Minthogy nem egyes peptidek hanem peptidkeverékek szin-

tézisérdl van szd, ezek utdlagos tisztitédsa a mellékterméleek-
t61, nem johet széba. Ezért a klasszikus médszer sem johet
széba. A peptidkeverékek szintézisénél a szildrdfdzisu mod-
szert kell alkalmazni, Mér itt megemlitjiik, hogy a szintézis-
nél nem szilkségképpen 20 fajta aminosavat haszndlunk. Eseten-
ként haszndlhetunk tobbet, ha példédul nem szokvényos amine—
savrészeket is be eskarunk épiteni, de kevesebbet is, mert
példdul a dekapaptidek esetében mdr nem tdrekedhetiink a
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MELLEKLET 5

teljességre, hanem meg kell elégedniink bizonyos tipusu
aminosavak szerepeltetésével. Az i-edik pozicidban vari-
dlanddé eminosavrészek szdmdt ki-vel jeloljiik., A C-termi-
nédlison varidlanddé aminosavrészek szdma: k,; az N-termi-
nélison pedig: k,
A szintézis kivitelezése cé1jébSl a felhaszndlandd
gyantét ky szému egyenld mennyiséget tartalmazé adagra
osztjuk /ennyi adagra ahény fajta eminosavrészt akarunk
szerepeltetni a peptidek C-termindlisdm/. Ezutédn mindegyik
adag gyentéra kiilon-kiilon felkapecsoljuk a kl fajte amino-
sav valamelyikét, majd eltdvolitjuk mindegyik mintdrdl
az amino-védGcsoportot. Mindegyik mintdbdl félretesziink
egy-egy kis adagot késdbb t6rténé felheszndlds céljéra,

majd a mintdkat alaposan dsszekeverjiik., Ezutén az amino-
acil-gyantakeveréket k, egyenlS adagra osztjuk és mindegyik-
re rékapcsoljuk a k, féle védett eaminosav valamelyikét,majd
kiilon-kiilon ismét eltévolitjuk az emino-véddcsoportokat.
Usszekeverés elétt most is félretesziink egy-egy kis adagot
kés8bbi felhaszndlds céljéra. Az Osszekevert gyanta kis
részletérd8l lehesitjuk a dipeptidek keverékét bioldgiei
tesztvizsgdlatok szdméra, majd a tobbit k3 egyenll rész-
re osztjuk és felkapcsoljuk a harmadik pozicidben szerep-
18 aminosavakat, Igy haladunk tovédbb a szintézissel mig
az n tagot tartalmazd peptidek keverékéhez jutunk el.

Az elmondottakhoz néhdny megjegyzést kell fiizni. Mint
a kozonséges szildrdfdzisu szintézisnél itt is torekedni
kell arra, hogy a reagens feleslegének alkalmezdsdval jo
konverzidét érjiink el. Szerencsére azonban, a nem 100%-os
konverzié, vagy kismértékii, nem kivdnt hasaddsos reakcidk
nem okoznak olyan komoly problémét'mint a kozonséges szin-
téziseknél. A szintézis munkaigényét jelentlsen csSkkente-
né, he az acilezési reakcidkat a megfelellSen védett és
aktivdlt aminosavak keverékével lehetne végrehajtani. Ez
azonban nem ldtszik jérhatd utnek az ektivdlt aminosavak
eltérd reaktivitdsa miatt, ami odavezetne, hogy a peptid-
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6 MELLEKLET

keverék komponensei nagyon eltérd koncentrécidban kelet-
keznének ami nem engedhetd meg mert zavart okozna a hatds-
vizsgdlatokndl, A peptidek azonos koncentrécidben torténd
képz8dését a minték mechanikus Ssszekeverésével és egyenld
adagokra torténé szétmérésével lehet biztositeni. Igy méd-
ja ven minden egyes aminosavisszetevének teljes mértékben
elreagdlni. Mérlegelend$ a tovébbiskban, néhédny, azonos
reaktivitdsu aminosavszédrmazék keverékével torténé acile-
zés lehet8sége is. Kisebb reaktivitdsbeli eltéréseket kom-
penzdlini lehetne a keveréket alkotd aminosavszdrmezékok
molarényénak alkalmas megvélasztdsdval. A kdvetkezS szd-
mitédsoknédl azonban, a t8bb aminosavszdrmazék keverékével
t6rténd acilezés lehetlségét figyelmen kiviil hegyjuk.

A szintézissel el8dllitott peptidek szémdt, vagyis
a peptidkeverék komponenseinek szémdt, dltaldnos eset-
ben a kdvetkezS képlet szerint szdémithetjuk ki:

AR T8 SORI S N

Ha mindegyik pozicidban ugyanannyi aminosavrészt /k/ ve-
ridlunk,

N_ =k
Az n tagszému, és N komponenst tartalmezd peptidkeverék
el8411itésédhoz sziikséges szintetikus lépések szédme /kiilon-
1épésnek tekintve az elsd aminosavrész gyantdra torténd
felkapcsoldsdt is/:

Sn = kl + k2 R R R kn—l + kn

Ha mindegyik pozieidban k fajta aminosavrészt varidlunk,

Sn=nk
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MELLEKLET 7

A fenti képletekb8l kitiinik a peptidkeverékek szintézisé-
nek eldnye: a szintetikus 1lépések szdmdt a varidlandé a-
minosevrészek szdmdnak Osszeaddsdval kapjuk, az elfdlli-
tott peptidek szémdt pedig a varidlaendé eminosavrészek
8sszeszorzdsdval,

Egy példa: A 20 féle aminosavrész varidldsdval elSdllit-
hatd 160000 tetrapeptid keverékének szintéziséhez mind-
Ossze 80 szintetikus 1épés sziikséges!

Megjegyzendd, hogy menetkdzben elldllitottuk az Osszes
négynél kisebb tagszému peptidet is, tehdt a 400 dipepti-
det és a 8000 tripeptidet. Ennyi peptid hagyoményos mddon
valé el8dllitdsdhoz Osszesen 168400 szintetikus lépésre
lenne sziikség. Mds Osszehasonlitds: 80 szintetikus 1épés-
sel,hagyoményos médszerrel,mintegy 30 tetrapeptid szinte-
tizdlhatd.

A peptidkeverék hatdsvizsgdlata.

A peptidkeverékek szintézise els8 kozelitésben ennak
megédllapitdsa cé1jdbdl torténik, hogy van-e kozottiik bi-
olégiailag aktiv. AbbSl a feltételezésbdl indulhatunk ki,
amit azonban még kisérletileg ald kell témasztani, hogy a
hatédsvizsgdlat torténhet keverék formdjdban is. Ez nagy nye-
reséggel jér a hagyoményos modszerhez viszonyitva, hiszen
annyiszor kevesebb tesztet kell végrehajtani, ahény pepti-
det tertalmaz a keverék, Igy példéul a 8000 tripeptidet
tartalmazdé keverék elvileg egyetlem tesztsorozattal vizs-
gdlhatdé meg. Ha van kozdttiik aktiv peptid, akkor a t szdmu
teszt velamelyike pozitiv eredményt ad. Tobb aktiv peptid
jelenléte esetén természetesen t&bb fajta teszt is adhat
pozitiv eredményt. Az n tagszdmu peptidek keverékének szim—
tézisénél célszerii a kisebb tagszdmu peptidek keverékét is
tesztelni, A szintézis mér ugy van tervezve, hogy erre le-
het8ség nyiljon. Ezt a kdvetelményt is figyelembe véve, t
szdmu kilonbozd tesztvizsgdlat esetén az Osszes tesztvizsgd-
latok szémas
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2. t/n - 1/ :

A fenti Osszefliggés ugyan elvileg kétségteleniil helyt-
4116, azonban a gyakorlati megvalésithatésdgdhoz néhédny meg-
jegyzést kell tenni. Minden kétséget kizdrdan létezik egy
hatér, amelyen tul a hatdsvizsgdlatnak aldvetendd peptid-
keverék komponenseinek széme nem ndvelhetl. Hogy ez mennyd,
azt kisérletek nélkiil nehéz megitélni. A keverék valdszinii-
leg t6bb ezer komponenst tartalmazhat ugyan, mégis ugy itdl-
heté meg jelenleg, hogy a fentebb kifejtett médszer alkal-
mezhatéségénak inkébb a tesztelhetlség szab hatdrt, semmint
a sziikséges szintetikus lépések széma. Ha a komponensek szé-
ma tul nagy a keverdkben, tul nagy adagben kell a keveréket
alkelmazni, hogy az egyes komponensek hatdsa észrevehetd le-
gyen. Vegjegyzendd, hogy a keverék feltehetSen szdmos olyan
analégot tartalmez amely tobbé-kevésbbé hatdsos, és ezek
hatdsa feltehetfen Osszegez8dik. Mindemellett 1létezik olyan
hatdr, amelyet a komponensek szémdt illetlen nem lehet tul
1épni. Ezért bizonyos esetekben cd#lravezetS lehet, hogy az
n tagszdmu /tehdt az elbdllitani kivént legnagyobb tagszdmu/
peptidek hatdsossdgét "Gsszekeverés" nélkiil vizsgdljuk. Més
esetekben a szintézist ugy célszerii tervezni, hogy a kompo-
nensek széma ne haladja meg az optimdlis hatért.

Az ektiv peptid "visszekeresése",

Ha kimutattuk, hogy a peptidkeverék tartalmez ektiv
komponenst, vagyis & keverék mutat ujszeril bioldégiai ha-
tdst, a kdvetkez8 feladat az aktiv peptid izoldlédsa és
szerkezetének megédllapitdsa, amit a szintézis kovet. Ha
mér egyszer a kezilinkben van az aktiv komponenst, vagy
komponenseket tertalmezé keverék, az izoldléds tobténhet e
midr j61 bevdlt elvédlasztdsi médszerekkel is, hiszen ezek
lehetdvé teszik az aktiv vegylilet kivdlasztdsdt akdr tObb
g ezer inaktiv Osszetevd koziil is. Lehetséges azonban més-
féle médszert is kovetni. Ennek ismertetésére keriil most
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sor., Ez a kozelités az aktiv peptid megismerésére fel-
tehetSen kevesebb férsdsdggal jé® mint az izoldlédsos
médszer, amellett t6bb informdcioval is szolgdl, ugyan-

is egyuttal a szerkezet-hatds Gsszefliggést is feltérképezi.
Alkalmazhatdségdnek feltétele az, hogy legyen médszeriink
az aktivitds kvantitativ meghatdrozdsdra. Egyszeriiség
kedvéért tételezziik most fel hogy a keverékiink egyetlen
hatdsos komponenst tertalmaz /hozzdvéve ehhez az ugyan-
olyan hatdst mutdatd kisebb aktivitdsu analdgokat/.

Az 1, visszakaresési 1épés.

Elbvessziik azt a k db. mintdt amit félretettink az
n-tagu peptidek szintézisénél, mielétt azokat Usszekever-
tik volna, MindegyikrSl lehasitjuk az n-tegu peptidek ke-
verékét. Ezek a peptidkeverékek abban fognak eltérni egy-
mdstdl, hogy més az n-edik /azez az N-termindlis/ amino-
savrész., Mindegyik mintét kvantitativ hatédsvissgdlatnak
vetjiik ald, Ez megmutatja, hogy hogyan fiigg az aktivitéds
az N-termindlis aminosavrészt8l, vagyis megdllapithatjuk
az aktiv peptid N-termindlis aminosavrészét, és egyuttal
azt is hogy ennek helyettesitése méds aminosavrésszel, ho-
gyan befolydsolja az aktivitdst. Tételezziik fel példdul,
hogy a legnagyobb aktivitdst mutatdé minta /és igy aktiv
peptidiink/ aminotermindlisa: Phe /fenilalanin/. Mindjért
megjegyezziik, hogy ha tobb egyformén nagy aktivitdssal
jérdé termindlis aminosavet taldlunk /és ez vonatkozik a
tovdbbi visszakeresési lépésekre is/ célszerii, ha az
aktiv peptid N-termindliseként a legolcsdbb, vagy a szin-
tézisnél a legkisebb problémédt okozdé aminosavat vdlasztjuk.

A 2, visszakeresési 1lépés.

Ezutdn el8vessziik az n-1 tagu peptidek szintézisénél
félretett k _, db. mintdt és mindegyikhez killn-kiilon hoz-
zékapcsoljuk az eldzéleg megéllapitott aminosavat, példdnk-
ban a Phe-t. Ha mindegyik mintdrdl lehasitjuk a peptideket
ezdltal k_; szému kiilonbsz8 peptidkeverékhez jutunk. Ezek-
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- 10"

ben az . a kozds, hogy mindegyik peptidnek Phe az N-termi-
nélisa. Ha a peptidkeverékeket kventitativ hatdsvizsgdlat-
nak vetjliik ald megédllapithatjuk ez aktiv peptid n-1 -edik
/vegyis az T-termindlis elltti/ aminosavrészét. Egyuttal
megtudhetjuk, hogy ennek felcserélése més aminosavrészek-
kel milyen hatdst gyekorol az aktivitdsra. Tételezziik fel,
hogy aktiv peptidiink utolsé eldtti aminosavrésze Arg /aergi-
nin/. Megjegyzendl, hogy ennél a visszakeresési 1épésnél

a Phe-t kn;l szému mintédhoz kellett hozzdkapcsolni, és
ugyanennyi /tehét kn—l/ esetben kellett hatdsvizsgdlatot
végezni, Ilyenkor mér nem végezzilk el mind a t féle teszt-
et, hanem csak azt, amelyik a kérdéses hatédsra vonatkozik.
Tehét a szintetikus 1épések szdma és a tesatvizsgdlatok

szdma egyarédnt: kn;l' Azt is megjegyezziik, hogy az ezt meg-
eldz8 visszekeresési 1épésnél csak hatdsvizsgdlat val/kn
szému/ szintetikus 1épésekre nincs sziikség.

A 3. visszekeresési 1épés.

Ennél és az ezt kovetd visszakeresési 1lépéseknél két-
féle utat kov .thetiink. A szintézis kozben f&lretett mintdk-
ben a peptidek tagszdmdét ki kell egészitenlink n-re, ugy,
hogy azok N-termindlis ssakaszukon az aktivitdst bizto-
sitdé aminosavrészeket tartelmezzdk. Ezt kétféle médon vald-
githatjuk meg. Vagy az aminosavak /példénkban a védett Arg
majd Phe/ egyenkénti hozzdkapcsoldséval, vegy az ellzetesen
megszintetizdlt, megfeleld szekvencidju oligopeptid /példdnk-
ban a védett Phe.Arg/ egy lépésben ttérténd hozzdkapcsoldsé-
val., A szilikséges szintetikus 1lépések szdma a kétféle megol-
désnél erSsen eltér. Az elvégzendd hatdsvizsgédlatok szdma
viszont mindkét esetben azonos, Térjiink réd most a 3. vissza-

keresési 1épésre.

A 1épésenkénti toldds. Vegylik el az n-2 tagszdmu peptidek
gzintézisénél félretett k o szédmu mintédt., Mindegyikhez hoz-
zékepesoljuk kiilon-kiilon eldbb a védett Arg-ot, majd a védett
Phe-t. A peptidek lehasitdsa utdn mind a kn—2 db, peptidke-

veréket aktivitdsvizsgdlatnek vetjiik ald és megédllapitjuk
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STl

s - (harmadik)
az aktiv peptidnek az N-termindlistol szémitottYaminosav-

részét. Az elvégzendS hatdsvizsgdlatok szdma: ko_oe & szik-
séges szintetikus lépések szdma: 2k, oo A Xy eldtti szorzd-
szém anndl nagyobb, minél révidebb peptideket toldunk. A
szorzbszdm értéke megegyezik e hozzdtoldandd aminosavrészek
széméval.

Toldds oligopeptiddel. Ellre megszintetizdljuk a védett di
peptidet /példénkban Fhe.Arg/ és ezt kapcsoljuk a félretett
k. o szému minte mindegyikéhez. Ezutdn ugy jérunk el mint

fent, A hatdsvizsgélatok széma itt is: kn—2' A szintetikus
1lépések széma /az oligopeptid szintézisét nem szdmitvaf kn;2'
Bz a megoldds gazdaségosabbnak tiinik. Gyakorlatilag azt je-
lenti ez,hogy a visszakereséssel pdérhuzamosan szintetizdl-
juk az aktiv peptidet is, mégpedig klasszikus modszerrel az
eminotermindlis felS8l indulva. A ndvekvs peptid egy-egy kis
részletét feldldozzuk az egyes visszakeresési 1épéseknél.
Nagy elénye ennek a visszakeresési médszernek, azon tul.
hogy kevesebb szintetikus 1épésbll £11, hogy amire e vissza-
keresési folyamat végére ériink, készen €11 a szintetikus
aktiv peptid is.

ToBb aktiv peptid visszakeresése. A szintetikus peptidkeve-
rékekben t8bb, eltérd hatdsu aktiv peptid is elS8fordulhat.
Ilyenkor a visszakeresési 1épések szdma annyiszor lesz

nagyobb, eshdny aktiv peptidrdl van szd., Vegyis, ha "a" szé-
mu peptidrdl van szé, a szintetikus lépések és a hatdsvizs-
gélatok szdmét ugy kapjuk ha a fentebb levezetett értékeket
szorozzuk a-val. Megjegyzendd, hogy tobb eltérd hatdsu pep-
tid egyidejii jelenléte a keverékben komplikdlhetja a vissze-
keresést, kiiléndsen ha ellentétes hatdsu peptidek is eléfor-
dulnek. Ennek részletezésétll azonban eltekintiink.

A visszaekeresési folyamat akkor zdrul, emikor vagy
az oligopeptides, vagy a lépésenkénti toldds alkalmazdss-

val velamennyi aktiv peptid szekvencidjdt megdllapitottuk.
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s TP e

A szintetikus 1épések szdmének és e hatdsvizsgdlatok

széménak Ssszegezése a teljes szintetikus és vissza-
; keresési folyematra

A szintetikus 1épések széma oligopeptides tolddsndl.

n
Szintézisnél: S =2 k.
S ———————— n - 1
i=1
% n-1
¥isszakerasesnél: ‘ Sn = ai= ki

Szintézisnél és visszakermsésnél Usszesen:

=1
Sn=(a+l):z=1ki+kn

Ha mindegyik lépésben k aminosavat varidlunk:

S, = [n(a +1) - a]k

A szintetikus 1épések szdme lépésenkénti tolddsndl.

Szintézisnél: Sn = $= ki
’ ’ n-l o
Visszakeresésnél: S, =@ :>-__i= Q’x - i)ki

Szintézisnél és visszakeresésnél Osszesen:

n-1

n
8, = Zlki + %(n/- i)ki

He mindegyik lépésben k eminosavat varidlunk:

n-1
S, = nk + akZ_i
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— 513}

A hatdsvizsgdlatok szdma, mely egyvarént érvényes oligo-
peptides és 1épésenkénti tolddsndl.

Szintézisnél: T, =t - 1)
n
Visszakeresésnél: T, = 82 k;
1=

Szintézisnél és visszakeresésnél Osszesen:

b n
T, =t(@-1) + a?;lki

He mindegyik 1épésnél k eminosavat varidlunk:

T, = t(n - 1) + ank

Egy példa: az Usszes pentapeptid el841litdse és hatdsvizs-
gélata.

N5 = 3200000 , n=5 k=20 =10

a=1

Szintetikus lépések széma Usszesen
Oligopeptides tolddssal 180
Lépésenkénti tolddssal 300
Tesztek szdmea 140
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AT

A médszer kiterjesztése mds vegylilettipusokra

Az el8z8ekben kifejtett médszer nemcsak aktiv pep-
tidek szisztematikus felkutatdsdra alkalmas. Ugyanaz az
elv minden mds szekvencidlis felépitésii vegyllettipusra
érvényes, vagyis amikor a vegyllettipushoz tattozd ve-
gyiletek az egymdshoz sorban kapcsolddd épitSelemek mi-
ndségében és sorrendjében kiilonbbznek egyméstdl. Ezek
k6z6tt lehetnek természetes vegyliletek mint példdul az
oligoszacharidok, vagy oligonukleotidok, de elképzelhe-
t8k mesterséges vegyiiletek is. Ez utdbbiak esetében
szekvencidlis kopolimer tipusu vegyliletek johetnek szé-
ba, vagy szekvencidlis polikondenzdtumok.

(
%Np&d

Dr. Furka Arpdd
egyetemi tandr

36237/1982, ligyszém

Tanugitom, hogy ezt a 14.azaz Tizennégy oldalbdl 4116 Gssze-
flizott okiratot dr. Furka Arpdd egyetemi tandr Budapest VII.,
Csengery utca 23. III.2.szém alatti lakos eldttem sajdtkezii-

leg irta @ld, = = = = = = = N e Pl i = e et =R
Budapest, 1982. Ezerkilencszdznyolevankettd évi junius hé 15.
/Tizenot6dik/ napjén., = = = = = m= = = = = = = = = = = = =

g] \'Di( 5'ka1 Judi J)
/Mgm kozjegyzd

07

01)'
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The first description of the principles of
combinatorial chemistry

Author: Professor Arpad Furka
Eotvos Lorand University Budapest Hungary

English version

The original Hungarian document was notarized in June 15, 1982
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STUDY ON POSSIBILITIES OF SYSTEMATIC SEARCHING FOR

PHARMACEUTICALLY USEFUL PEPTIDES

Written by Dr. Arpad Furka, university professor

Budapest, May 29, 1982

As exemplified, among others, by the peptide hormones discovered so far, the shorter-
lenghtier peptides take part in a number of important functions in the living organism. It can
be supposed, that only a small fraction is known of these biologically active peptides having
potential therapeutic effect. This fact motivates the intensive international and domestic
research activity in this field.

Two, in principle different, approaches offer themselves for searching for peptides

bearing new biological effects:

1. Isolation of peptides from living organisms based on their previously known
biological effects.
2. Preparation of peptides by synthesis with post determination of their biological

effects.

Until now the isolation procedure proved to be more effective in spite of the fact that
this method is also very laborious. This may be explained by the fact that the number of
possible peptides grows rapidly with the number of residues so even the synthesis of all

tetrapeptides (160 thousands) seems to be a hopeless task. If we consider the 20 natural
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amino acids the dependence of the number (V,) of possible peptides on the number of

residues (n) is expressed by the following formula:
N, =20"

If the n-residue peptides are synthesized stepwisely and independently, the number of the

required synthetic steps (S,) can be calculated as follows:
Si=(n-1) 20n

It is noted, that a synthetic step means a complete coupling cycle, that is, in addition to the
coupling step itself incorporates the operations connected with the protecting groups, too.
With good organization, that is, choosing a systematic synthesis route the number of

synthetic steps can be reduced. The minimum number of synthetic steps is:

S, = fzo"
i=2

The synthesized peptides are supposed to be submitted to screening tests. Since
several tests have to be done on each peptide, the total number of the required screening tests
is hopelessly large. If the number of kinds of screening tests is denoted by ¢, the total number

of screening tests is expressed by the following equation:
T, =120"

Table 1 shows the the possible number of peptides depending on the number of
residues, the number of synthetic steps required for their synthesis, and number of the
screening tests, calculating with 10 different tests (#=10). The figures - which are rounded -

clearly show, that even the synthesis and testing of all tripeptides would be an almost
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Table 1

Possible number of peptides (N, ) containing different number of residues (n),

the number of synthetic steps required for their synthesis (S, ) in an optimized

process, furthermore the number of screening experiments (7, ) calculating

with 10 different screening tests (#=10)

(the figures are rounded)

n Ny Su T

2 4 hundred 4 hundred 4 thousand

3 8 thousand 8 thousand 80 thousand

4 160 thousand 168 thousand 2 million

5 3 million 3 million 30 million

6 64 million 67 million 640 million

7 1 billion 1 billion 13 Dbillion

8 25 billion 26 billion 256 billion

9 512 billion 537 billion 5 trillion
10 10 trillion 10 trillion 102  trillion
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Because of the very large number of possible peptides, the stepwise synthesis of all
peptides - even in the case of small ones - is an unrealizable task. The large number of the
screening experiments constitutes a further problem. The proposal to be outlined on the next

pages will try to somewhat improve this almost hopeless situation.

Systematic search for biologically active small peptides through synthesis and screening

of peptide mixtures

The proposal to be outlined here constitutes a research project which makes possible to
search for biologically active peptides with much greater chance than before. When I write
down this project I'm fully aware of its potential importance in industry. It is also clear, that
it's realization is possible only through cooperation of different institutions. Primarily the
participation of the pharmaceutical industry is desirable since the investments can be
recovered through pharmaceutical industry.

The essence of the proposal is that instead of one by one synthesis of peptides, peptide
mixtures should be prepared containing several hundred or several thousand peptides in
approximately 1 to 1 molar ratio, and these peptide mixtures should be submitted to screening
tests. It will be shown that on this way much labor can be saved both in the synthetic work
and in the screening experiments. In the first stage one has to determine whether or not the
mixture shows any biological effect. If biological effect is observed, of course, it has to be

determined which component (or which components) are responsible for the activity.
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Method for synthesis of peptide mixtures

Since not single peptides but rather mixtures of peptides are synthesized, post synthetic
purification and removal of by-products are out of question. Because of this, the classical
method of synthesis (in solution) can not be used either. In the synthesis of peptide mixtures
the solid phase method have to be applied. It is noted here, that in the syntheses not
necessarily the 20 amino acids are used. In some cases more than 20 amino acids may be
used, for example if - in addition - non-common amino acids are intended to be used as
building blocks. Less than 20 amino acids may be used, for example, in decapeptides, since
the synthesis of all peptides seems to be unrealistic and have to compromise with the use of
fewer kinds of amino acids. Let denote by £ the number of the amino acids intended to vary
in the i position. The numbers of amino acids varied in the C-terminal and N-terminal

position are ki and k;, , respectively.

Realization of the synthesis

The resin is divided into k1 equal portions (that is to as many portions as many amino acids
are intended to vary at the C-terminal of peptides). Then each portion of resin is coupled with
one of the k1 kinds of amino acids then the amino-protecting group is removed from every
sample. A small quantity is removed from every sample and they are taken aside for later use,
then the samples are thoroughly mixed. Then the mixture of aminoacyl resins is divided into
k2 equal portions and each of them is coupled with one of the k> kinds of protected amino
acids then the amino-protecting groups are removed from each sample. Before mixing, again
small samples are removed and taken aside. The mixture of dipeptides is cleaved from a
small portion of the mixed resin to use it in biological tests. The rest of the mixed resin is
divided into k3 equal parts and the amino acids intended to occupy the third position are
coupled to them. Then the synthesis is likewise continued until the mixture of n-residue
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peptides is reached.

It is worthwhile to add some notes. As in an ordinary solid phase synthesis, one has to
make an effort to achieve good conversion by applying the reagents in excess. Fortunately,
however, conversions lower than 100%, or minor unwanted splitting reactions do not cause
so serious problems like in ordinary syntheses. The labour requirement could be significantly
reduced by using mixtures of properly protected amino acids in acylation reactions. This,
however, does not seem to be an acceptable solution because of the differences in the
reactivity of the activated amino acids which would lead to the formation of peptides in
significantly different concentrations thus causing problems in the screening experiments.
Formation of peptides in equal concentrations can only be assured by mechanical mixing of
samples followed by dividing into equal portions. This makes possible a complete conversion
for every amino acid component. Possibility of acylations with mixtures of several amino
acids of identical reactivity might be a matter of further considerations. Smaller differences in
reactivities could be compensated by properly selected molar ratios of the amino acid
derivatives of the mixture. In the following calculations the possibility of acylations with the
mixtures of amino acid derivatives will be left out of considerations.

The number of peptides formed in the synthesis, that is, the number of components in

the peptide mixtures - in a general case - can be calculated by the following formula:

If the same number (k) of amino acids are varied in every position

Ny =k"

The number of synthetic steps in the synthesis of a peptide mixture containing N, peptides

(considering the attachment of the first amino acid to the resin as separate step) is:
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Si=ki+hk+... . Yk +k

If the same number (k) of amino acids are varied in each position,

Sn=nk

The formulae show the advantage of the synthesis of peptide mixtures: the number of the
synthetic steps can be calculated by summing the numbers of the varied amino acids, while
the number peptides is given by the product of the numbers of the varied amino acids.

One example: synthesis of the mixture of tetrapeptides prepared by varying the 20 kinds
of amino acids, needs only 80 synthetic steps! It is noted, that in the same run all shorter
peptides - that is the 400 dipeptides and the 8000 tripeptides - are formed, too. The traditional
synthesis of these peptides would need 168 400 synthetic steps. A different comparison: in

the traditional method with 80 steps only about 30 tetrapeptides can be synthesized.

Screening of peptide mixtures

Peptides mixtures - in the first approximation - are synthesized to determine whether or not
they contain biologically active component. It is supposed - although it needs experimental
verification - that screening experiments can be made with mixtures, too. This offers great
advantage over the traditional method since the number of screening tests is reduced by a
factor equal to the number of components of the mixture. For example, the mixture of the
8000 tripeptides can be examined by a single series of tests. If there is active peptide among
them, one of the executable 7 tests gives positive result. If the number of active peptides is
more than one, then, of course, more tests may give positive result. In the synthesis of the

mixture of n-residue peptides it is wortwhile to test the shorter peptides, too. The synthesis is
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so designed to allow for this. Taking this requirement into account, and the number of kinds

of tests being ¢, the total number of the executable tests is:

T, = t(n-1)

Although this equation certainly holds, its realizability in practice deserves some notes. There
is - without any doubt - an upper limit in the number of components of the peptide mixtures
to be submitted to screening tests. It is difficult to estimate this number without experiments.
The mixtures may probably contain many thousands of components, and as it can be judged
today, the method outlined above is rather limited by possibilities of screening tests than by
the number of the required synthetic steps. If there are too many components in the mixture,
too large samples have to be applied in the screening experiments to achieve observable
effect for a single component. The mixture supposedly contains a number of more or less
active analogs and their effect is probably summarized. Nevertheless, an unsurpassable limit
in the number of components certainly exists. Therefore in certain cases may prove useful to
examine the effect of the n-residue mixtures without final mixing. In other cases the synthesis

should be designed so not to surpass the optimal number of components.

"Backsearching” for the active peptide

If the peptide mixture is detected to contain active component, that is, if the mixture shows a
new type biological effect, then the further task is the isolation and structure determination of
the active peptide followed by its synthesis. Once the mixture containing the active
component or components is in our hand the isolation can be carried out using the effective
separation methods, since these make possible to separate the active compound even from
thousands of inactive components. It is possible, however, to follow a different method, too.
This will be outlined here. This approach to the identification of the active peptides is

supposed to be less tedious then the isolation method, moreover it supplies additional
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information concerning the structure-effect relationship. Applicability of the method requires
a procedure for quantitative determination of activity. For the sake of simplicity let's suppose
that the mixture contains a single effective component (besides analogs having the same kind

of effect but smaller activity).

Backsearching step No. 1

The experiments are started with the &, samples taken aside in the synthesis of the n-residue
peptides before final mixing. The mixtures of n-residue peptides are cleaved from each resin
sample. The mixtures of peptides differ from each other in the n-th (that is the N-terminal)
residue of their component peptides. Each peptide mixture is submitted to a quantitative
activity determination. This shows how the activity depends on the terminal amino acid
residue, that is, this way we can determine the N-terminal residue of the active peptide, and in
addition it will show the effect of its replacement by other amino acid residues. Let's suppose,
for example, that the N-terminal residue in the sample showing the highest activity (as well as
in the active peptide) is Phe (phenylalanine). It is noted here that if there are several samples
showing equally high activity it is practical to choose as the N-terminal residue of the active
peptide the cheapest or the synthetically less problematical amino acid. This note holds for

the subsequent backsearching steps, too.

Backsearching step No. 2

The experiment is continued with the k.1 samples taken aside in the synthetic stage of the (-
1)-residue peptides. The amino acid determined before, that is Phe in our example, is coupled
to each sample. Cleavage of the peptides from the support gives k,.1 different peptide
mixtures. Their common feature is that every peptide has Phe in the N-terminal position. By
submitting the peptide mixtures to quantitative screening experiments one can determine the

amino acid residue occupying position n-1 (that is, the pre-N-terminal position) in the active
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peptide. This experiment also shows the effect on activity of substitution of this amino acids
with other ones. Let's suppose that the pre-aminoterminal amino acid is Arg (arginine). It
should be noted that in this backsearching step the Phe is coupled to k-1 samples and the
same number (k,-1) of screening experiments have to be done. Not all of the ¢ kinds of tests
are required, only the one proved before to be positive. Consequently the number of the
synthetic steps and the number of screening experiments are the same: k,-1. It is also noted
that in the previous backsearching step only screening test are done (their number is &)

synthetic steps are not needed.

Backsearching step No. 3

This, and the subsequent backsearching steps may be realized using two different approaches.
The peptides in samples taken aside during the synthesis have to be elongated to contain n
residues, in such way, to carry on their N-terminal section the amino acid residues assuring
activity. This can be realized on two ways. Either by stepwise coupling with amino acids (in
our example with protected Arg then Phe) or by coupling in a single step with a previously
synthesized oligopeptide having the required sequence (in our example Phe.Arg). The
required synthetic steps in the two approaches significantly differ. The number of the
screening experiments, however, are the same in both cases. Let's turn now to the No. 3.

backsearching step.

Stepwise elongation

Let's take the k.2 samples taken aside in the synthesis of (n-2)-residue peptides. Each sample
is coupled first with protected Arg then with protected Phe. After cleaving the peptides from
the support each of the k.2 peptide mixtures are submitted to activity tests to determine the
amino acid residue occupying the third position counting from the N-terminal end. The

number of screening tests to be executed is k,.2. The number of the required synthetic steps is:
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2ky-2. The multiplying factor preceding & is the bigger the shorter are the peptides to be
elongated. The numerical value of the factor is equal to the number of amino acids to be

coupled with in the elongation process.

Elongation with oligopeptide

A previously synthesized dipeptide (in our example Phe.Arg) is coupled to each of the k-2
samples taken aside, then the process is continued as described above. The number of
screening test is also k2. The number of synthetic steps (leaving out of consideration the
synthesis of the oligopeptide) is also k,-2. This procedure seems to be more economical. In
practice it means that the active peptide is synthesized in parallel with the screening tests
using the classical method started from the N-terminus. Small fractions of the growing
peptide are sacrificed in the backsearching steps. This backsearching method has the great
advantage (in addition to the fact that it needs less synthetic steps) that when the

backsearching procedure is finished the active peptide is synthesized, too.

Backsearching of more than one active peptide

In the synthetic peptide mixtures several active peptides may be present, showing different
effects. In these cases the number of backsearching steps will be bigger by a factor equal to
the number of the differing active peptides. That is, if the number of the active peptides is "a"
the values deduced above are multiplied by a. It is noted that the presence in the mixture of
peptides having different effects may complicate the backsearching process especially in the
case of peptides with opposing effects. This, however, is not treated in details.

The backsearching process ends when the sequences of all active peptides are

determined by applying either the oligopeptide or the stepwise elongation method.
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Total number of synthetic steps and screening tests summarized
for the whole synthetic backsearching process

Number of synthetic steps using oligopeptide elongation

In synthesis: S, = Zki
i=1
n—1
In backsearching: S,=a Zki
i=1
n—1
Total in synthesis and backsearching: S,=(a+ I)Zkl- +k,
i=l1
If k amino acids are varied in each step: Sp=[n(a+1)-alk

Number of synthetic steps using stepwise elongation.

n
In synthesis: S, = Zki
i=1
n-1
In backsearching; S, = aZ(n - Dk;
i=1
n n—1
Total in synthesis and backsearching: S, = Zki + aZ(n -Dk;
i=1 i=1
n-1
If k amino acids are varied in each step: S, =nk+ akZi

i=1
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Number of screening tests equally valid using the oligopeptide and stepwise elongation

In synthesis: T, =t(n-1)
n
In backsearching: T, = az k;
i=1
n
Total in synthesis and backsearching: T,=th-1)+ aZkl-
i=1
If k amino acids are varied in each step: T, = t(n-1) + ank

An example: preparation and screening of all pentapeptides
N5s=320000, n=5 k=20 <10 a=1
Total number of synthetic steps

Ogopeptide elongation 180
Stepwise elongation 300

Number of tests 140

Extension of the method to other types of compounds

Applicability of the method outlined before is not restricted for only the systematic searching

for active peptides. The same principle applies to all other sequential types of compounds,
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that is, when the compounds belonging to this type of compounds differ from each other only
in their building blocks or the sequences of these building blocks. Among them may occur
natural compounds like oligosaccharides or oligonucleotides but synthetic products may be
taken into account, too. Among these later ones one may think about sequential copolymers

or sequential polycondensates.

Dr. Arpad Furka

university professor

File number 36237/1982
I certify this stitched document comprising 14, that is, fourteen pages was subscribed in my
presence by Dr. Arpad Furka, university professor, with his own hands.
Budapest, 1982. Nineteen hundred and eighty two, June 15, (fifteen).
Dr. Judit Bokai

state notary public
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