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SYNTEZA PEPTIDU NA PEVNE FAZI A KOMBINATORIALNI CHEMIE

SOLID PHASE PEPTIDE SYNTHESIS AND COMBINATORIAL
CHEMISTRY

Michal Lebl

Anotace

Syntéza peptidU s vyuzitim pfipojeni na polymerni nosi¢ zjednodusila proces syntézy peptidi a umoznila
studium jejich vlastnosti v rozsahu zcela nemyslitelném pfed objevem této metodiky. Logickym rozSifenim
metodiky syntézy na pevné fazi byl objev technologie kombinatorialni chemie a nasledna pfiprava
knihoven peptidd umoznujici vyhledavani peptidi s novymi vlastnostmi. Rozsah vyuziti téchto technologii
pro pfipravu novych materiall, zvlasté pak novych IéCiv, je limitovan pouze predstavivosti modernich
chemikd, biochemiku a biologu.

Abstract

Peptide synthesis using attachment to the polymeric carrier has simplified the process of peptide
synthesis, allowing the study of their properties quite unthinkable before the discovery of this
methodology. A logical extension of method of solid phase synthesis has been the discovery of
combinatorial chemistry and the subsequent preparation of libraries of peptides which can be searched
for peptides with novel properties. The scope of the use of these technologies for finding new materials,
especially new drugs, is limited only by the imagination of modern chemists, biochemists and biologists.
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6 SYNTEZA PEPTIDU NA PEVNE FAZI
6.1 Uvod

Jako témér vzdy kdyz nékdo pfijde s pfevratnym feSenim védeckého problému, tak i v pfipadé profesora
Merrifielda, ktery navrhl naprosto samozifejmou myslenku jak zjednodusit syntézu peptidl tim, Ze pfipoji
prvni aminokyselinu na nerozpustny nosi¢ a provede pfipojeni dalSich aminokyselin suspendovanim
aminochranénych aktlvovanych aminokyselin s timto nosi¢em, zvedla jeho prace publikovana v Easopise
americké chemické spole¢nosti' vinu odporu. Klasicti organicti chemici vidéli v tomto pfistupu znevazeni
syntetické prace zalozené na precizni identifikaci a charakterizaci vSech meziprodukt. Pfirovnavali
Merrifieldovu syntézu k technologiim které je mozno svéfit cviCenym opicim. (S odstupem ¢asu Ize Fici, ze
tito chemici ze ,staré Skoly* méli vSak pravdu — dnes syntézu peptidu provadéji stroje majici méné
inteligence nez primérny orangutan.) Tabor peptidovych chemik( jejichz idolem byla syntéza kterou, jak
fikal profesor Carruthers, ,...m0Uze provadét jednoruky slepec ve staré vylevce a kde produkt odtéka
vypusti ve stoprocentni Cistoté a vytézku“, vSak novy zpusob pfijal s nadSenim a dnes jiZ najdeme jen
velmi zfidka chemika ktery by pfipravoval peptidy syntézou v roztoku. Rozporny nazor na technologii
syntézy na pevné fazi lze téZ demonstrovat na faktu, Ze Nobelova cena za chemii byla profesoru
Merrifieldovi udélena az v roce 1984 (,za rozvoj metodologie chemickych reakci na pevnych matricich®).
Zajimavym faktem je i to, Ze (jak fikal professor Rudinger, “Zadny napad neni tak stupidni, aby na ném
nepracovali alespofi dva védci na opacnych stranach zemékoule najednou”) ideu Jak syntetizovat
nukleové kyseliny za pomoci pevné faze rozpracovaval ve stejné dobé professor Letsmger a publikoval
ve stejném Casopise o nékolik tydnu pozdéiji.

| kdyz byla chemie na pevné fazi navrzena rovnéz pro syntézu dalSich typU organickych molekul, nebyly
tyto prvni pokusy brany vazné a byly povazovany spise za kuriozitu nez za technologicky pokrok. Leznoff
byl jednim z prvnich kdo rozpoznal potencial reakci v pevné fa2| pro organickou chemii a pfedpovédél, ze
organické reakce na pevné fazi bude snadné automatizovat®. V sou¢asné dobé existuje mnoho prikladu
syntéz, které mohly byt realizovany pouze pouzitim pevnych nosi¢d, nebo ve kterych pevna faze plsobi
jako vhodné "pseudo-fedidlo" umozriujici reakce, jako na pfiklad cyklizace, ve zvladnutelnych objemech.
Skute¢nost, Ze vétsina chemickych premén muze byt provedena na pevné fazi, nékdy dokonce uGc&innéji
nez v roztoku, je nyni obecné pfijata, a tak se zda velmi zvlastni, Zze syntéza v pevné fazi se setkala na
samém zacatku s takovym odporem. | v aréné syntézy peptidl, se znaény pocet laboratofi branil
pfechodu na pevnou fazi po desetileti. Pouze uspéchy jak ve vyzkumnych laboratofich tak i v
pramyslovych procesech, v méfitcich od miligramu po kg a vice (tuny farmaceuticky vyznamného peptidu
Fuzeon byly vyrobeny s pouZitim pevné faze firmou Roche), pfesvédCily skeptiky, Ze syntéza na pevné
fazi je technologle budoucnosti. Syntéza na pevné fazi byla popsana v fadé prehledu - zde uvadime jen
ten neJduIeiitéjél' Doporu€enihodny je souhrnny ¢lanek shromazdu1|0| vzpominky a osobni pFibéhy
védcll vénujicich se vyvoji riznych typud materiall a technik®®

6.2 Pevna faze

Jak se tedy syntéza na pevné fazi provadi? Nejprve je nutno vybrat vhodnou pevnou fazi neboli nosi¢
(budeme pouzivat tento termin — z anglického solid phase - i kdyz mozna vystiznéjSi by byl termin
nerozpustna faze nebo matrice), rozhodnout se jakou strategii syntézy zvolime, jakym zpdsobem prvni
stavebni blok pfipojime, a jak posléze hotovy peptid od nosi¢e odstépime. Vhodnym nosiem je material
ktery dovoli pfistup reagentd k imobilizovanému rostoucimu peptidu. Tento pozadavek se zda
samoziejmy, nicméné vybér vhodnych nosiCu zabral zna¢nou €ast konce minulého stoleti. Je tfeba si
uvédomit, Ze napfiklad zesitovany polystyrén ma sice velmi dobré fyzikalni charakteristiky, je v8ak zcela
nekompatibilni s vodnymi roztoky a jeho pfistupnost zavisi na procentu sitovani. Tak jak totiz peptid
roste, pfibyvad na hmotnosti a neni vyjimkou, Ze peptidova sloZka pfevazi nad hmotou vlastniho nosice.
Pokud by tedy polymer nebyl schopen expanze, v ur€itém okamZiku by syntéza mohla pokracovat pouze
na povrchu a vznikl by velmi nehomogenni produkt. To Ze rostouci peptid je distribuovan rovhomérné
v polymernim nosi€i a ne pouze na jeho povrchu, dokazal Merrifield hezkym experimentem v némz
pfipravil radioaktivni peptid, z polymerni Castice pak vyfizl platek, imobilizoval jej na fotografické emulzi a
pomoci mikroskopu pak uvidél homogenni distribuci radioaktivity. Dnes se pro syntézu pouzivaji polymery
na bazi polystyrénu se sitovanim 0,5 — 1% divinylbenzenu, které jsou schopné expanze objemu az na
desetinasobek. Priklady dalSich pouzivanych polymeru jsou uvedeny v Tabulce 1. Obrazek 1 ukazuje
strukturu TentaGelu, jednoho z nejpopularnéjSich polyméra poslednich let.



Tabulka 1. Polymery pouzivané pro syntézu na pevné fazi

i Bobtnavost (mL/
Polymer Struktura Kapacita (mL/g)
(mmol/g) H,0 DMF DCM

PSty Agnm_omethylovany polystyren zesitény 1.0 1.8 59 9.2
1% divinylbenzenu

TentaGel Kopolymer polystyrenu a 0.3 3,6 47 6.3
polyethylenglykolu

PEGA Kopolymer akrylamidu a 0.4 14,2 10,7 14,7
polyethylenglykolu

CLEAR Zesitény polyakrylat 0,35 6,0 7,2 8,0

Bavina Celulosa (poly B(1—4) D-glukosa) 0,2 1 1 1

Pro strategii syntézy mame v podstaté tfi moznosti — pfipojeni za karboxylovy konec, za amino konec,
nebo pfipojeni pomoci postranniho fetézce. Prvy zplisob je pouzivan v 99% pfipadd z dlvodu toho, Ze pfi
aktivaci karboxylu peptidu, které by bylo nezbytné pfi pfipojeni amino skupinou, by dochazelo k rozsahlé
racemizaci které je zabranéno pfi aktivaci karboxylové skupiny aminokyseliny chranéné vhodnou chranici
skupinou (viz dfive v této sekci). Pfipojeni pomoci postranniho fetézce je pouzivano ve specialnich
pfipadech, napfiklad tehdy, je-li pozadovan jako vysledek C to N cyklizovany peptid, nebo peptid
modifikovany na C-konci®.

Samotna syntéza peptidu je pak vlastné jen opakovanim dvou reakci - kondenzace chranéné
aminokyseliny na aminoskupinu rostouciho peptidu a odstranéni chranici skupiny po ukondeni
kondenzace. Diky tomu je pomérné snadné navrhnout a zkonstruovat automaticky syntetizator peptidd.
Jako prvni se o to pokusili Merrifield a Stewart a jejich prvni syntetizator je dnes ulozen v muzeu
Smithsonian Institutu ve Washingtonu. To, ze vSechny peptidy neni mozno ziskat automatickou syntézou
je zpusobeno faktem, Ze pfipojeni dal$i aminokyseliny na rostouci fetézec je zavislé na reaktivité tohoto
intermediatu a ta se da velmi tézko predpovédét. Pfipojeni dalsi aminokyseliny musi byt témér
kvantitativni, pokud chceme o€ekavat rozumny vytézek kyzeného peptidu. Je zfejmé, Ze vytézek (V)
muazeme predpovédét podle vzorce V= k", kde k je primérna hodnota kompletnosti kondenzace a n je
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Obr. 1 Schematicka representace struktury TentaGelu
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pocet krokll syntézy. Pokud pfipravujeme desetipeptid, pak pfi 90 procentni kompletnosti kondenzace
ziskame jen 35 procent produktu, coZ je mozZno pokladat za vysledek akceptovatelny organickymi
chemiky, nikoli v8ak chemiky zabyvajicimi se syntézou peptidd. V pfipadé pfipravy zajimavéjSich
(delich) peptidu je totiz vytéZzek tak nizky, Ze izolace Zzadaného produktu je téméF nemozna.
Padesatipeptid bychom ziskali jen v 0,5 procentnim vyt&Zku. Pro delSi peptidy je akceptovatelny jen
vytéZzek primérné kondenzace v oblasti lepSi nez 99%. Je totiz nutno vzdy pfedpokladat Zze néktera
z reakci nebude primérna ale naopak obtizna. Kompletnost reakce je samoziejmé dllezita nejen pfi
kondenzaci aminokyselin, ale rovnéz pfi odstrafiovani pfechodné chranici skupiny. Na tento fakt je vSak
prekvapivé ¢asto zapominano.

6.3 Problematické sekvence

Pfi syntéze dlouhych peptid neni neobvyklé nejprve v pilotnim experimentu nalézt obtizna mista syntézy
a jim se pak vénovat se zvlastni pozornosti. Z triki pro prekonani takzvanych ,difficult couplings® je
mozno zminit pouziti riznych kondenzacnich ¢&inidel, pfipadné zvysené teploty &i mikrovin pro rozvolnéni
pseudokrystalickych struktur, které jsou zodpovédné za znepfistupnéni volné aminoskupiny rostouciho
peptidu. Je mozné pouzit rizna rozpoustédla &i jejich smési, pfipadné pridavky rozliénych aditiv. Pokud
zadna z téchto metod neuspéje, je mozno pfikrocit k obméné systému chranicich skupin na postrannich
fetézcich aminokyselin, pfipadné pouzit derivaty aminokyselin s chranici skupinou na alfa aminoskupiné.
V pfipadé vyskytu serinu ¢&i threoninu v sekvenci Ize pouzit jejich derivaty v cyklické formé tak zvanych
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Obr. 2 Zabudovani pseudoprolinové struktury do peptidového fetézce a regenerace serinu (R=H) nebo
threoninu (R=CH3) pomoci kyseliny trifluoroctové

pseudoprolind (viz obr. 2). VSechny tyto postupy zméni strukturu rostouciho fetézce a zabrani jejimu
sKolapsu“. Vznik pseudokrystalickych struktur Ize sledovat vizualné. Normalné probihajici syntéza se
vyznaduje linearné rostoucim objemem pevné faze v kazdém kroku syntézy. Pokud objem pevné faze
nenardsta, ¢i pokud dokonce jeji objem nahle dramaticky klesne, znamena to, Ze rostouci peptid vytvoril
prividelné struktury a mizeme oCekavat problémy s pfipojenim dal§i aminokyseliny. Tento fenomén vyuzil
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Obr. 3 Predikce problémovych oblasti pfi syntéze 39 aminokyselinového peptidu ACTH. Aminokyseliny s
hodnotou agregacniho potencialu vy3Si nez 1,2, maji znaénou pravdépodobnost obtiZného pfipojeni.



Cesky peptidar profesor Krchnak a vytvofil algoritmus, podle kterého Ize obtizné sekvence predpovidat.
Pfiklad vysledku tohoto vypoctu Ize vidét na obrazku 3.

Pokud se nam nepodafi nalézt podminky k pfekonani obtizného mista v sekvenci kondenzaci individual-
nich aminokyselin, musime pfistoupit k alternativé pfipojeni malych fragmentl, pfipadné k pfipravé
nékolika fragmentl a jejich spojeni v roztoku.

6.4 Pripojeni k pevné fazi

Po pfipojeni vSech aminokyselin je nutno peptidovy fetézec odstépit od nosiCe a odstranit vSechny
chranici skupiny. Ztohoto dlivodu je vhodny zpuUsob pfipojeni na nerozpustny nosi¢ zcela zasadni
podminkou Uspéchu syntézy. Struktura nékolika linkerd (dfive prosazovany Cesky termin ,ramének®) je
uvedena v tabulce 2. Vhodny linker musi byt zcela stabilni v pribéhu syntézy a pomérné snadno
kvantitativné Stépitelny v posledni fazi, tj. pfi odstépovani peptidu. V pfipadé syntézy pouzivajici
Fmoc/Boc strategie — tedy bazicky Stépitelné chranici skupiny typu Fmoc pro prechodné chranéni alfa
amino skupiny a kysele Stépitelné chranici skupiny na postrannich fetézcich — je vhodny linker ktery Ize

Tab. 2 Linkery pouzivané pfi syntéze peptid(

Nazev Struktura Stépeni Produkt
Merrifieldova HF Peptid-COOH
Wangova pryskyfice ,Q/\OH TFA Peptid-COOH
(4]
Chlorotritylova 5% TFA Peptid-COOH
pryskyfice
SASRIN pryskyfice 5% TFA Peptid-COOH
pMBHA it HF Peptid-CONH,
(T U1

HsC # =
Rinkova pryskyfice Fmoc\NH OCHs TFA Peptid-CONH,
PAL OMe TFA Peptid-CONH,

®/\NJ\/\/\O OMe

H




Obr. 4 Struktura linkeru SCAL

odstépit spolu s chranicimi skupinami v postrannich fetézcich pomoci trifluoroctové kyseliny. Mnohem
stabilngjsi linker je tfeba pro syntézy provadéné Boc/Bzl strategii - pfechodné chranéni pomoci Boc
skupiny Stépitelné kyselinou triflouroctovou a chranéni postrannich fetézct pomoci skupin benzylového
typu. V téchto pfipadech se pro Stépeni pouzivaji velmi silné kyseliny jako napfiklad kapalny fluorovodik,

nebo kyselina trifluormethansulfonova.

Idealni by byl linker ktery by byl stabilni v prdbéhu syntézy (bez ohledu na pouzitou strategii), a ktery by
bylo mozno jednoduchou manipulaci prevést na snadno Stépitelnou formu pro ods$tépeni peptidu
z nosi¢e. Jednim z takovych linkerd je i ¢esky SCAL (obr. 4), jehoz jedinou nevyhodou je jen jeho
komeréni nedostupnost. Ve formé bis-sulfoxidu (silné od¢erpavani elektroni z aromatického systému) je
zcela stabilni i v kapalném fluorovodiku a ve formé bis-sulfidu (aktivace aromatického systému donory
elektron() je snadno Stépitelny i kyselinou trifluoroctovou.

Jako kuriozitu si dovolim zminit syntézu na silikagelu. Tento nosi¢ je mozno modifikovat pfipojenim
aminoskupiny a na ni provést syntézu peptidu. V poslednim stupni syntézy je tento nosi¢ uveden do styku
s kapalnym fluorovodikem a dojde k jeho desintegraci na vodu a SiF,. Vzhledem k tomu Ze produkty
rozkladu Ize odpafit, zbytkem po reakci jsou jen volny peptid a produkty degradace chranicich skupin.

Velmi dilezitym bodem syntézy peptidd na pevné fazi je to, jak se chemik vyrovna s produkty degradace
chranicich skupin. Je jasné, ze napfiklad Boc skupina pfi reakci s kyselinou vytvofi terc.butylovy kation,
ktery je velice reaktivni a velmi snadno napadne aromatické postranni fetézce tyrosinu a tryptofanu.
Pokud témto reakcim nezabranime, pak se nam snadno muze stat, ze zadny peptid se spravnou
molekulovou véhou neziskame. Produkty budou jen neZadouci derivaty s pfidanymi terc.butylovymi
skupinami. Témto vedlejSim reakcim lze predejit pfidavkem ,zametacl“ (scavengers) typu reaktivnich
aromatickych rozpoustédel (anisol, fenol, thioanisol), thiold, silantd a vody. Nejpouzivanéjsi magickou
smési je tzv. ,smés K* - 82.5% TFA : 5% fenolu : 5% H,0 : 5% thioanisolu : 2.5% ethandithiolu. Peptid je
pak vétsinou izolovan precipitaci etherem.

7 KOMBINATORIALNi CHEMIE
7.1 Uvod

Pojem kombinatorialni chemie se objevil v roce 1990 a v retrospektivé je s podivem, Ze to trvalo tak
dlouho, aby byl pfijat do arzenalu modernich chemiki. Dnes se zda byt tak samoziejmé, Ze slouceniny
mohou byt syntetizovany paralelnim zpisobem mnohem rychIeJ| a Ievnejl nez jedna po druhé. Nejprve
pfiSla paralelni syntézu peptid(, propagovana Geysenem a Houghtenem jakozto pokraCovani syntézy
na pevné fazi vynalezené Merrifieldem’ a Letsmgerem Peptidy byly jasnou volbou pro pouZiti paralelni
syntézy, nebot jejich chemie byla dobfe vyvinutd a nepotfebovala dlouhé reakéni €asy, inertni atmosféru,
nebo zvySenou teplotu a tlak. Termin kombinatorické syntézy, neboli syntézy knihoven byl vytvofen po
uverejnéni dvou vlivnych pFispévkl v roce 1991. Skutecnost, Ze nastal ten spravny ¢as pro pfichod nové
techniky byI potvrzen tim Ze tyto dva dokumenty byly publikovany v tomtéz Cisle ¢asopisu Nature.
Houghten popsal generaci peptldovych smési, kterou Ize po biologickych testech dekonvoluovat k
identifikaci ucinné slozky smési. Lam'™ predstavil generaci milionu ¢astic (kulicek, beads) z nichz kazda
obsahuje pouze jeden typ peptidu. Tato smés ¢astic mize byt testovana k vazbé na molekuly (receptory,
protilatky, enzymy) a kuli¢ky s ligandy vykazujici vazbu mohou byt izolovany a struktury peptidd uréeny
sekvenovanim. Obé tyto prace pouzivaji techniku zvanou ,rozdél a zamichej“ ("split a mix"), nebo 'rozdél,
zkondenzuj a pfeskup" (“divide, couple and recombine”), ktery vlastné publikoval dfive Furka'' aniz si



uvédomil dosah svého objevu. Prakopnici kombinatorické chemie byli pozdéji vyzvani k napsani svych
vzpominek na historii objevu jejich techniky, a jejich vzpominky byly shromélidény12 v uvodnim ¢&lanku
nového Casopisu vénovaného kombinatorické chemii, vhodné pojmenovaného "Journal of Combinatorial
Chemistry". Kombinatoricka syntéza byla vyvinuta pro chemii peptidd, ale nyni je jiz velmi obtizné najit
tfidu molekul, které by nebyly podrobeny do urcité miry kombinatorické technologii. Tento text je vénovan
chemicky syntetizovanym peptidim a peptidovym knihovnam (biologické knihovny jsou zahrnuty v jiné
kapitole), ale vétSina z diskutovanych principl je pouzitelna na vSechny chemické entity.

7.2 Paralelni syntéza peptidi

Myslenka, Ze peptidova syntéza mlze byt zrychlena automatizaci, nebo tim, Ze se syntetizuje vice nez
jeden peptid najednou, existovala jiz od zavedeni syntézy v pevné fazi, ale vyzadovalo to mentalni skok
prejit z pouhych nékolika paralelnich reakci na nékolik stovek reakci. Pocatky masivné paralelnich
syntetickych pFistupl Ize nalézt ve tfech pracich — prof. Frank v Némecku publikoval syntézu na
papirovych discich™, Houghten v USA popsal techniku s7yntézy v tzv. €ajovych saccich™, a Geysen
v Australii vymyslel syntézu na plastikovych ty€inkach'. Ronald Frank pouzival oznalené kusy
celulézového papiru jako substrat pro syntézu DNA (pozdéji tuto techniku rozsifil na syntézu peptidl) a
bylo prokazano, Zze oddélovani segmentl, které vyZaduji pfipojeni stejného stavebniho bloku do stejné
reakéni nadoby zvysi podstatné produktivitu syntézy. Houghtenlv pfistup je zaloZen na stejném
konceptu, pouziva vSak polypropylenové sacky obsahujici klasicky nosi¢. Sacky byly pouzity pro syntézu
v rozsahu od miligram( az po stovky gramu peptidu.

Grafted Surface
Polymer

Obr. 5 Struktura SynPhase “lampy”

Geysen pouziva pro svou syntézu polypropylenové ty&inky (piny) pokryté na povrchy funkcionalizovanym
polystyrenem vhodnym pro syntézu peptidd. Tyto tyCinky jsou sefazeny do mfizky o rozmérech 96ti
miskovych mikrotitracnich destiCek. MFizky jsou pak v pribéhu syntézy namaceny do desti¢ek s pfedem
pfipravenymi Cinidly. Materidl, tvar a funkcionalizace pin{ proSel nékolika generacemi. Optimalizovana
verze této technologie pouziva SynPhase "lucerny", nebo "koruny" - polymerni soudky ve tvaru korunky
nebo miniaturizovanych ¢&inskych luceren (obr. 5). Tato geometrie umozruje pfipevnéni jednotlivych
.luceren” (jedna nebo vice na pin) na drzaky bud pro individualni syntetické kroky, nebo spojeni vSech
luceren pro obecné stupné syntézy. Lucerny mohou byt barevné odliSeny nebo oznaCeny pomoci
radiofrekvencnich vysilacu.

Pohodina a obecna metoda peptidového Stépeni z pevného nosiCe je pouziti plynného amoniaku.
Vzhledem k tomu, Ze amoniak nezpUsobi extrakci peptidu, je mozné Stépeni celé Sarze pind najednou ve
smési a provést tfidéni polymert (pytlikd, svitilen, listd, kuliCek) pozdéji v suchém stavu. Poté nasleduje
uvolnéni peptidd v individualnich kompartmentech pfidanim rozpoustédia.

Rada laboratofi pouziva pro syntézu mikrotitraéni desticky nebo specializované bloky maijici jamky
vybavené filtrem. NejvétSim syntetizatorem tohoto typu je tzv. Big Bird (postaveny na syntézu DNA) ve
firmé lllumina, schopny syntézy 13824 latek v jedné SarZi. Provedeni syntézy v téchto blocich spoéiva v
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Obr. 6 Jednoduchy automaticky syntetizator

prostém pridavani Cinidel, inkubaci uzavienych reaktorl a odsani roztoku. Zajimavou modifikaci tohoto
protokolu je technika pouzivajici standartni desticky bez filtru, kde odstranéni kapalin je provedeno
»holenim“ povrchu kapaliny. Pfedpokladem Uspéchu je sedimentace suspendovaného nosice. K povrchu
kapaliny se pak pfiblizuje kapilara skrz kterou je odsavana okolni atmosféra. Aniz by se kapilara dotkla
povrchu, kapalina je strhavana do kapilary a je mozno odstranit vétsinu kapaliny bez naruSeni usazeného
nosice.

.Naklonéné odstfedovani“ je dalSi technikou pro odstranéni kapaliny z klasickych microtiterplates se
sedimentujici pevnou fazi. Syntetické desky jsou umistény na obvodu odstfedivky, a mirné naklonény
smérem ke stfedu otaceni. Rotace vytvafi "kapsu" na dany objem, v zavislosti na vzdalenosti od stfedu
otaceni, rychlosti otaceni, a naklonu desky, ze které pevna faze nemuize uniknout. Tato technika maze
zpracovavat mnoho desek soucasné a velmi rychle a stala se zakladem nékolika automatizovanych
syntetizatoru. Jednoduchy syntetizator zalozeny na stejném principu postaveny na pfipravu 24 peptidu je
uveden na obr. 6.

Thuramed (http://thuramed.com) pfedstavil elegantni feSeni syntetizatoru peptidu. Jejich stroj, Tetras, je
schopen 106 paralelnich syntéz, kde kazdy reaktor mize pracovat v jiném méfitku a pomoci raznych
syntetickych protokoll. Reaktorové kazety jsou umistény na obvodu rotoru, ktery umoznuje umisténi
kaZzdého reaktoru pod specializované trysky dodavajici reagencie nebo promyvaci rozpoustédla. Tato
konstrukce eliminuje nebezpeli kontaminace a zamezuje plytvani &inidel potfebnych pro promyvani.
Nevyhodou tohoto stroje je pouze jeho cena.

VSechny techniky, které odstranuji kapaliny paralelné, ale dodavaji roztoky sériové jsou jist€ méné ucinné
nez techniky kde pfidavani a odebirani je Casové vyvazené. Idealni proces syntézy provadi vSechny
kroky syntézy sou€asné na jiné Casti nosiCe (v jiném kompartmentu stroje), jak si je mozno predstavit na
pfikladu syntézy vyuzivajici bavinény pas jako pevny nosi¢.Vysokovykonny syntezator byl realizovan pro
paralelni syntézu 13824 sekvenci DNA. Tento syntetizator ma 36 384-jamkovych desti¢ek uspofadanych
v kruhu, pohybujici se po 10 vtefinovych krocich podle stanic uréenych k provadéni jednoho kroku
syntézy (dodani stavebnich bloku, aktivace, promyvani, deprotekce), tak, ze kazda deska je v jiné fazi
individualniho cyklu syntézy ve stejnou dobu. Po jednom kole priichodu kruhem je jeden stavebni blok
pfipojen k rostoucimu polymeru ve viech jamkach destiCky a proces pokracuje dalSim cyklem.

7.3 Syntézy vyuzivajici kompartmentalizace a tridéni

Dfive zminéné technologie Cajovych sackl nebo papirovych disku jsou pfiklady syntetickych metod
vyuzivajicich tfidéni a reorganizaci syntetickych kompartmentu, a to zplisobem, ktery v kazdém kroku



syntézy umoznuje pfipojeni stejného stavebniho bloku (aminokyseliny) na mnohé kompartmenty v jedné
reakéni nadobé. To vyzaduje bud néjaky zplsob oznacovani jednotlivych kontejneri, nebo udrzeni
kompartmentl v porfadi, tak, ze v kazdém okamziku je totoznost kazdého kompartmentu znama.
Ke znadeni je mozno pouzit prosté psani kodu na €ajovy sacek, pfilozeni radiofrekvenéniho (RF) tagu,
nebo pouziti jedno-nebo dvou-dimenzionalnich ¢arovych kodl. RF tagy nebo carové kédy umozniuji
automatizaci procesu tfidéni. Moderni technologie mohou byt navrzeny pomoci ¢arovych kédua
miniaturizovanych na droven, kde kazda ¢astice pevné faze ma svdj vliastni "¢arovy kéd" - bohuzel, na
této drovni miniaturizace, naklady na jednotlivé Castice a na potfebu specializovanych zafizeni
pouzivanych pro jejich ¢teni mohou byt prohibitivni pro Siroké pouziti. Dvourozmérnym &arovym kédem
oznacené "MiniKans, MicroKans nebo NanoKans" jsou komeréné dostupné od firmy lIrori (pozdéji
Discovery Partners International) a spoleéné s ffidi¢i schopnymi roztfidéni desitky tisic ,Kan(“ v
pfimérené |h(té, umoznuji syntézu multi miligramovych mnozstvi desitek tisic peptidu.

Krchnak zaved| pouziti plastikovych injekénich stfikacek vybavenych fritou. Tato manualni metoda byla
pozdéji automatizovana a byl postaven robot pouZzivajici stfikacky. Ruéni manipulace s vice stfikaCkami
mulze byt také zjednoduSena pouzitim tzv. Domino blokud. Slibny zplUsob rozélenéni pevné podpory je
slinovani jeho &astic ve smési s inertnim polymerem do tzv. "ucpavek" (plugs). Tyto valeCky byly
komer¢né dostupné od Polymer Laboratories, nyni ¢ast Agilent Technologies. PohodIiné kontejnery
(Castice) pro syntézu zalozenou na bazi tfidéni jsou SynPhase ,lucerny®, zmihované jiz dfive. Mohou byt
vybaveny radiofrekvenénimi znackami, nebo mohou byt uspofadany na koliky nebo do fetézcl
v definovaném poradi. Pokud jsou lucerny pfevedeny podle definovaného algoritmu z jednoho pofadi do
druhého bez chyb, mizeme vytvaret sestavy ("nahrdelniky"), které poté mohou byt pouZity pro pfipojeni
dal$i aminokyseliny. Identita kazdé ¢astice (lucerny) je zalozena na konci syntézy v poloze na konkrétnim
nahrdelniku (koliku).

Pevné nosi¢e schopné snadné kompartmentalizace tedy i paralelni syntézy jsou funkcionalizované
polymerni listy a disky, membrany, papir, celuléza, bavina, nebo funkcionalizované akrylatové roubované
polypropylenové félie. Bavina je nejlevnéjsi pevnou fazi, ktera, vzhledem k jeji polysacharidové strukture,
umoznuje efektivni syntézu slozitych sekvenci, mize byt snadno rozélenitelna, a mdze byt pouzita v
automatickych vicenasobnych, nebo kontinualnich syntetizatorech.

Na hranici mezi nahodnou syntézou knihoven a syntézou pomoci tfidéni je strategie pouzivajici délitelny
material (tkaninu, papir, polymerni folie), kde material je rozdélen po kazdém syntetickém kroku. Tato
technika neposkytne kddované jednotlivé kompartmenty, ale zaruCuje, Ze vSechny soucasti knihovny byly
syntetizovany a zadny z nich nebyl syntetizovan ve vice nez jednom vyhotoveni.

7.4 Syntéza peptidovych poli

Pro Fadu aplikaci dostupnost jednotlivych peptidd pro testovani v roztoku neni nutna. Napfiklad,
hodnoceni vazby na biologicky relevantni cil mize byt provedeno s peptidem stale imobilizovanym na
nosici. Screening pak muze byt snadno proveden na "Cipech", které obsahuji stovky az stovky tisic
jednotlivych peptidi na jejich povrchu. Prvni pole peptidd byla pfipravena na listech celul6zového papiru
Ronaldem Frankem. Na aktivovany papir byl nateCkovan (divod pro nazev této techniky SPOT syntézou)
roztok Fmoc chranénych aktivovanych aminokyselin. Po pfipojeni prvniho stavebniho bloku, zbyvajici
volné funkéni skupiny na povrchu byly acetylovany, a bylo tak vytvofeno pole dostupnych syntetickych
mist. Skupina Fmoc je odstranéna tim, Ze listy papiru jsou ponofeny do piperidinového roztoku a po
promyti jsou skvrny obsahujici volnou amino skupinu odhaleny pouzitim roztoku bromfenolové modfi.
Syntéza pak pokracuje opakovanymi cykly te€kovani aktivovanych aminokyselin, inkubaci a deprotekci.
Tento proces byl pozdéji automatizovdn a je UspéSné praktikovan spolecnosti Jerini Peptide
Technologies - JPT (http://www.jpt.com/).

Prikopnicky pFistup k syntéze peptidd na Cipech byl publikovan Fodorem™ a stal se zakladem vzniku
firmy Affymax (http://www.affymax.com/). Princip této technologie, na zakladé fotolitografie, je znazornén
na obr. 7. Povrch Cipu chranény fotolyticky Stépitelnou chranici skupinou je odchranén v maskou
definovanych oblastech svételnym zafenim. Cip je pak zaplaven roztokem aktivované aminokyseliny,
ktera zreaguje s odchranénymi oblastmi povrchu. Po dokonéeni reakce je aktivovana aminokyselina
odstranéna promytim, dalSi sada regionl je odchranéna svétlem, a dal$i aminokyselina je pfipojena k
odchranéné oblasti. Tento proces se opakuje, dokud vSechny aminokyseliny potfebné pro prvni krok
syntézy nejsou pouzity. Aminokyseliny pro druhy cyklus peptidové syntézy jsou pfipojeny stejnym



zpusobem a proces se opakuje, dokud syntéza vSech peptidl neni dokonéena. Zfejmou nevyhodou
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Obr. 7 Schéma fotolitografické peptidové syntézy. Ozafeni povrchu pokrytého rostoucimi peptidy
chranénymi na amino konci fotostépitelnou chranici skupinou pfes masku vytvafi vzorovany povrch s
odchranénymi misty, na kterych maze byt pfipojena dal§i aminokyselina. Nova maska pak odchrani
dalSi sadu lokalit.

tohoto postupu je mnozstvi opakovani potfebnych pro kazdy krok syntézy a nutnost pouzit aktivovany
roztok na celé ploSe, i kdyz jen zlomek z toho se skuteéné podili na reakci prodlouzeni peptidového
fetézce. Kazdy krok procesu také vyzaduje specialni masku. Problém potfeby mnoha masek byl pozdé;ji
odstranén pouzitim mikrozrcadlovych Cipl pro selektivni ozafovani syntetického povrchu Cipu. Tato
technologie vedla k vytvofeni dalSi firmy, NimbleGen (www.nimblegen.com), ktera se vSak zcela vénuje
syntéze DNA poli.

Zajimava alternativa k pfistupu popsanému vySe, je zalozena na fotolytické generaci kyseliny v urcitém
misté v Cipu. Tato in situ generovana kyselina pak odchrani Boc chranéné peptidové fragmenty pro
pfipojeni dalSi aminokyseliny. P¥i této technologii neni tfeba pouzivat aminokyseliny chranéné fotolyticky
Stépitelnou chranici skupinou, ale vyhovi i standartni Boc amino kyseliny. K odstépeni Boc skupiny je
zapotfebi generace pomérné silné kyseliny a rovnéz je dulezité zajistit, aby se generovana kyselina
nesifila do sousedniho mista a neodchranila nezadouci lokaci. Toho bylo dosazeno pouZitim polymerni
vrstvy, kterd zpomalila difuzni rychlost kyseliny. Synteticky &ip obsahuje bud 4000 nebo 8000 komor na
plode o néco malo vice nez jeden centimetr &tvereCni. Kazdad komora slouZi jako nezavisla reakéni
nadobka pro syntézu jednoho peptidu. Podobny koncept syntézy generuje stépici kyselinu pouzitim
aplikace elektrického proudu na pole mikroelektrod. Kyselina byla vytvofena za pouziti 3 V na matici
platinovych elektrod v roztoku difenylhydrazinu. Difuze kyseliny byla eliminovana tim, ze difenylhydrazin
je slaba baze, které neutralizuje kyselinu vSude kromé bezprostfedni blizkosti aktivnich elektrod. | kdyz
tato technologie byla vyvinuta pro peptidové syntézy, stala se zakladem pro syntézu DNA Cipl ve
spole¢nosti Combimatrix.
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Obr. 8 Syntetizator peptidi na bazi laserové tiskarny. A) Peptidova laserova tiskarna s 20 rdznymi
tiskovymi jednotkami. Drzak na sklenény substrat je vidét na pfedni strané tiskarny. b) Zdroj svétla
(LED) se rozsviti a tim neutralizuje vybrané oblasti OPC valce, ktery je pfedtim homogenné nabit
pomoci korony. Tfenim nabité Castice toneru jsou prfevedeny do téchto neutralizovanych oblasti a
odtud pomoci silného elektrického pole na pevny nosi€. ¢) Aminokyselinovy .toner” byl vytistén
peptidovou laserovou tiskdrnou na sklo derivatizované volnymi aminoskupinami. Aktivni
pentafluorophenyl estery viozené do &astic byly uvolnény teplem, zbytkovy material odplaven DMF, a
zbyvajici volné amino skupiny byly blokovany 10% nim anhydridem kyseliny octové v DMF. Nakonec
byly Fmoc chranici skupiny odstranény 20% nim piperidinem v DMF, a nové zavedené volné
aminoskupiny byly barveny 0,1% bromfenolové modfi v methanolu.

VSechny tyto technologie vyZaduji opakovani kazdé kondenzace n-krat, kde n je po€et aminokyselin
potfebnych pro kondenzaci v tomto konkrétnim kroku, coZ ma za nasledek velmi pomaly proces.
Revoluéni pfistup k pfipravé peptidovych poli je vyvijen firmou PepPerPrint v némeckém Heidelbergum.
Jejich sklenéné Cipy modifikované multifunkénim polymerem na bazi polyethylenglykolu umozriuji
univerzalni modifikaci aminokyselinou o hustot& skupiny na povrchu az do 40 nmol/cm?.

Zakladni stavebni bloky jsou naneseny na sklenény substrat ve formé specialné formulovaného toneru
elektrostatickou depozici analogicky tisku pomoci "Xeroxu". Tato "tiskarna" ma dvacet nebo vice
inkoustovych kazet. Toner je vytvofen pomoci zapouzdieni Fmoc chranéného pentafluorofenylesteru
pfislusné cranéné aminokyseliny v difenylformamidu. Difenylformamid je pevna latka pfi teploté mistnosti
a Castice aktivovanych aminokyselin velikosti mikronl Ize skladovat nékolik mésicl bez ztraty aktivity. Po
depozici aminokyselin na potfebnych mistech jsou €astice "prachu" roztaveny pfi zvySené teploté a dojde
ke kondenzaci pentafluorofenylovych esterli. Po dokonéeni kondenzace je sklenény substrat pfeveden do
prostoru ve kterém se provadi promyvani a deprotekce. Pfi pouZiti standardni Fmoc chemie byla
pfipravena peptidova pole o hustoté az 40 000 mist na &tvereni centimetr. Schéma syntetizatoru je
znazornéno na obrazku 8.

Tato metoda feSi problém technologii vyuzivajicich foto- nebo elektro- deprotekci (litografii) vyzadujicich
az 20 rdznych aminokyselin a tudiz 20 opakovanych kondenzaci na jeden synteticky stupern. Syntéza
vychazejici z elektricky nabitych pevnych &astic aminokyselin je mnohem efektivnéjSi. Laserova tiskarna



privadi rizné nabité Castice postupné na pevny nosi¢, kde je cela vrstva pevnych aminokyselin ¢astic
roztavena najednou. To umozniuje pfipojeni vSech 20 riznych aminokyselin na €ip v jedné reakci.

7.5 Syntéza smési peptidt

Furka si uvédomil, Zze opakujicim se procesem kondenzace, michani a rekombinace pevné faze se da
vytvofit téméF ekvimolarni smés peptidt'’. Ke stejnému zavéru dodel nezavisle i Houghten®, a jeho
skupina ukazala, ze provedenim poslednich dvou kondenzaci bez michani a rekombinace je mozno
vytvofit smési liSici se pouze dvéma aminokyselinami. To pak umozZiuje testovani téchto smési v
jakémkoli biologickém testu a zjiStovani, zda definované pozice hraji vyznamnou roli v biologické aktivité
téchto peptidu. V dalSim kroku se pfipravi druha generace peptidovych smési, tentokrat s definovanim
dal$i pozice sekvence. Opakovani tohoto procesu definuje, pomoci jednodussich a jednodusSich smési
nejaktivnéjSi sekvence z originalnich smési. Tato technika byla pouzita pro identifikaci protilatek a
mapovani epitopl, objev substratll a inhibitor(, receptorovych ligandl, nebo identifikaci latek
zodpovédnych za fyziologické ucinky in vivo testech.

Namisto techniky ,rozdél a zamichej* pro generovani ekvimolarnich smési peptidd ve "smiSenych
pozicich", je mozno pouzit tzv. equikinetické smeési aminokyselin. V této metodé se nejprve stanovi
relativni reaktivity stavebnich blokl, a pak se aminokyseliny smichaji v takovém poméru, Ze rychlost
vSech moznych kondenzacnich reakci je stejna (normalizovana). Priklad poméru aminokyselin
pouzivanych v kondenzaci pouzivajici diisopropylkarbodiimid a pentafluorofenyl estery lze nalézt v
tabulce 3. Tento pomér musi byt stanoven empiricky nejen pro rizné aminokyseliny a rizna kondenzacéni
¢inidla, ale i pro rlzné chranici skupiny postrannich fetézcll. A vzhledem k tomu Ze nelze brat v Gvahu
rozdilné chovani volné aminoskupiny rostouciho peptidu v zavislosti na sekvenci, téméfr nikdy neni
dosazeno kompletni rovnomérnosti rozlozeni pfipojenych aminokyselin. Alternativni postup jak pfipojit
vSechny aminokyseliny v ekvimolarnim poméru je zalozen na kondenzaci mirné sub-ekvivalentniho
mnozstvi smési, ktera obsahuje stejné mnozstvi vSech aminokyselin, nasledovanou druhou kondenzaci s
prebytkem stejné smési. Prvni kondenzaéni krok zaru€uje, ze zadna aminokyselina neni zaclenéna
prednostné, a druhy krok zajituje Uplnost reakce.

Tab. 3 Slozeni aminokyselinové smési pro kondenzaci v ekvimolarnim mnozstvi (Izokineticky pomeér).
Pomér zavisi silné na chranicich skupinach a postupu aktivace (levy sloupec DIC aktivace, pravy sloupec
kondenzace ester().

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

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

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

Boc-Thr(Bzl) 1.66

Boc-Trp(For) 1.32 Fmoc-Trp(Boc)-OPfp 1.74
Boc-Tyr(2-Br-Z) 1.44 Fmoc-Tyr(But)-OPfp 1.22
Boc-Val 3.91 Fmoc-Val-OPfp 9.62
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Obr. 9 Srovnani iterativni a pozi¢né skenovaci techniky

.Pozi¢né skenovaci® knihovny byly pozdéji vyvinuty v Houghtenové laboratofi jakozto alternativa
iterativniho pfistupu vyZadujiciho mnozstvi syntetickych operaci. V této verzi skriningu smési jsou nejprve
pfipraveny knihovny, ve kterych jsou definovany vSechny pozice pomoci v8ech aminokyselin. Tyto smési
jsou otestovany a ty které vykazaly nejvysSi aktivitu v dané pozici, jsou zakladem pfipravy individualnich
peptida. llustrativni (imaginarni) pfiklad nalezeni aktivni sekvence touto technikou je uveden na obr. 9.
Osmdesat smési 8000 tetrapeptidd (slozenych ze v8ech 20 pfirodnich aminokyselin) bylo pfipraveno
s pouzitim v8ech 20 aminokyselin definovanych v kazdé poloze peptidového fetézce. V tomto pfipadé je
v téchto osmdesati smésich zastoupeno 160 000 jednotlivych peptidi. NejaktivnéjSi smés s definovanou
polohou 1 je ta ktera obsahuje methioninn jako definovanou aminokyselinu. Nejvice aktivni smési s
definovanou pozici 2 obsahovaly isoleucin a alanin, pozice 3 prokazala vyrazné vy38Si vazebnou aktivitu v
pfipadé asparaginu a argininu, a pozice 4 ukéazala silnou preferenci pro kyselinu asparagovou a serin.
Pro otestovani v8ech moZnych sekvenci s danymi aminokyselinami v danych pozicich bylo nutné
resynthetizovat pouze osm peptidd pfedstavujicich kombinaci vSech vybranych moznosti. Pokud by byl
stejny postup proveden iterativni technikou, pak by bylo nutné syntetizovat nové knihovny po kazdém
testovacim kroku (sedm knihoven - 140 smési celkem) a tyto knihovny by byly ziejmé& bezcenné pro jina
testovani. ,Pozi¢né skenovaci“ knihovny jsou obecné povahy a mohou byt pouzity proti Cetnym cilim.
Nevyhodou iterativniho skenovani je, ze aminokyselinové zbytky definované na zacatku testu nemusi byt
optimalni a vSechny nasledné syntetizované knihovny upfednostriuji tyto dfive definované casti
sekvence. ,Pozi¢né skenovaci“ knihovny byly UspésSné pouzity k definovani struktury peptidu z knihoven
reprezentujicich az 10'? peptidi, kde by screening pouzivajici jiné techniky nebyl mozny.

V tzv. "ortogonalnich" knihovnach pouzivanych Deprezem a spol.17 kazdy ¢len knihovny je pfitomen ve
dvou (nebo tfech) riznych smésich, a jakékoli dvé (nebo tfi) knihovny (smési) maji jeden, a pouze jeden,
spole¢ny peptid. V dusledku toho by testovani téchto knihoven mélo ukazat aktivitu smési, které obsahuji
ucinnou latku v kazdé subknihovné. Pokud pouze jeden latka v knihovné je aktivni, identifikace této
slou€eniny podle "duSevni dekonvoluce" je jednoducha. Nicméné&, pokud je aktivita pozorovana v nékolika
dil¢ich knihovnach, muze identifikace U€innych slozek byt pFili§ komplikovana.



Koncept vytvareni ortogonalni smési mize byt vysvétlen na michani sloucenin syntetizovanych ve sto
96jamkovych microtitracnich desti¢ek. Pokud alikvoty jsou vzaty ze vSech jamek na destiCce, mizeme
vytvofit 100 "destickovych smési" smisenim vSech 96 latek v desti¢ce. Pak mizeme vzit alikvoty ze vSech
jamek A1 vSech desek a vytvofit 96 "jamkovych smési" obsahujicich 100 slou¢enin. Jestlize se biologicka
aktivita nachazi pouze v jedné desti¢kové a jedné jamkové smési, pak uc¢inna latka mize byt nalezena na
zakladé analyzy 196 smési namisto testovani 9600 jednotlivych peptidl. K potvrzeni nalezu mohou byt
také vytvoreny "sloupcové, fadkove, uhlopfickove, ..." smési. "Ortogonalni" knihovny podle Depreze jsou
samoziejmé syntetizovany jako smési a nejsou vytvofeny smichanim jednotlivych sloucenin.

Jiné druhy rozpustnych knihoven peptidd byly pfipraveny kondenzaci peptidd s DNA nebo PNA tagy. Po
biotransformaci peptidové knihovny v testovaném roztoku (Stépeni proteazou, fosforylaci pomoci kinazy),
byl pak modifikovany (rozstépeny nebo fosforylovany) substrat zachycen na komplementarnim poli DNA
a struktura peptidového substratu byla definovana.

7.6 Syntéza peptid(i na smési ¢astic

Furka' sice syntetizoval knihovny uz v roce 1988, ale neuvédomil si skute¢nost, ze kazda jednotliva
Castice vznikla stategii ,rozdél a zamichej* (split and mix), obsahuje pouze jednu peptidovou sekvenci.
Pokud zlomek pryskyfice v kazdém kroku je vystaven pouze jedné aminokyseling, pak jen jedna
peptidova sekvence je budovana na kazdé ¢astici (obr. 10). Po smichani vSech ¢astic dohromady nelze
jiz totoznost c&astic urcit, ale po dalSim rozdéleni do jednotlivych reaktorl, opét, pouze jedna
aminokyselina je pfipojena k rostoucimu fetézci. Tato skute€nost neunikla pfipravené mysli Kita Lama',
ktery pfiSel s napadem na syntézu pouzivajici stejnou strategii pro vytvofeni smési €astic, které obsahuji
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Obr. 10 Princip kombinatorické syntézy ,rozdél a zamichej*. Sarze pevnych &astic (napf. 1000000
polystyrenovych mikrokuli¢ek o priméru 100 mikrometrd) je rozdélena na tfi alikvoty a kazdy alikvot je
kondenzovan s jinou aminokyselinou. Kuli€ky jsou smichany dohromady a cely proces se dvakrat
opakuje. Na konci této syntézy tripeptid(, je vytvofeno 27 populaci tvofenych pfiblizné 37000 kulicek z
nichZz kazda ma jedine¢nou sekvenci. Je zfejmé, Ze pokud bychom se snazili syntetizovat hexapeptid s
vyuzitim v8ech 20 aminokyselin v kaZzdé kondenzaci, pfipravili bychom s pouZitim jednoho milionu
kulicek pouze 1,5% ze vSech moznych struktur (hexapeptid obsahuje 64 milioni moznych sekvenci).



jen jednu sekvenci na kazdé Castici (jedna Castice (bead) - jedna sloucenina (compound) (OBOC)
technologie). Pfipravena knihovna, ve které jsou peptidy stale pfipojené na ¢astice pevného nosice, pak
mulze byt podrobena biologickému ¢&i chemickému testu, a po izolaci &astic vykazujicich vazbu
s testovanou substanci (pozorovanim barvy, fluorescence, radioaktivity, nebo detailnim pozorovanim
bunék vazanych na povrch ¢&astice), struktura aktivniho peptidu mize byt stanovena Edmanovym
odbouravanim, hmotnostni spektrometrii, nebo ¢&tenim koédu postaveného v pribéhu konstrukce
knihovny. | kdyz byl postaven syntetizator pro pfipravu knihoven tohoto typu, skute¢nost, Zze pozadované
knihovny se vyrazné li§i v fadé randomizovanych pozic a pouzitych stavebnich blokd, jsou tyto knihovny
obvykle pfipravovany manuaini syntézou.

7.7 Vyuziti knihoven na &asticich

Aplikace téchto OBOC knihoven byla pfedmétem fady prehlednych praci a vysledky ziskané jejich
pouzitim zde nebudou uvedeny. Zaméfime se spiSe na rGzné techniky pouzitelné pro jejich vyrobu a
testovani.

V poslednim ¢tvrtstoleti od vynalezu OBOC technologie, bylo velké usili vénovano odstranéni jeho
nedostatk(l a zvySeni efektivity a spolehlivosti. NejvétSim problémem je to, Ze screening se provadi na
povrchu polymernich kulicek a ne v roztoku (tento problém bude diskutovan dale), a ze generovany
signal v mnoha pfipadech, nekoreloval s afinitou ligandu na povrchu kuliek. Za prvé, je nutno vyloudit
nespecifické vazby vzniklé interakci s komponentami detekéniho systému, napfiklad pomoci
dvoubarevného systému testovani, nebo naskenovanim imobilizovanych kulicek, které se inkubuji
postupné dvéma rlznymi oznacenymi proteiny nebo proteinovymi smésemi. Odeétenim obou optickych
zaznamu je mozné definovat kulicky vazané jednoznac¢né pouze na jednu bilkovinu ve smési, a ne na
bilkoviny, které jsou spole¢né obéma smésim nebo komponentam testu samotného.

Ve skutenosti muze ligand na povrchu vykazovat rlizné vazebné vlastnosti. Pryskyfice obvykle
pouzivané pro syntézu knihoven maji vysokou substituci (napf. 90-um pryskyfice TentaGel se substituci
0,3 mmol/g ma hustotu ligandl 100 mM). Tato vysoka substituce je vS§ak vhodna pouze pro naslednou
identifikaci hitu a ne pro aktualni vazby biomolekul. Vysoka hustota ligandu muze pfispét k nezadoucim
vazbam cilové molekuly na ligandy s nizkou afinitou (z ddvodu vysoké lokalni koncentrace ligandll) a
muze také vést k nezamyslenym mnohocetnym interakcim s cilovou molekulou. V disledku této znameé
skuteCnosti je bézna resyntéza a testovani jednotlivych hiti v roztoku. Vzhledem k tomu, screening velké
knihovny muze produkovat stovky hitl, neni neobvyklé (vzhledem k nakladim na sekvenovani a
resyntézu) definovat strukturu a resyntetizovat jen zlomek "hit(", a riskovat tak nenalezeni nejlepSiho
ligandu.

Tuto situaci si Ize nejlépe ilustrovat na ponékud zvétseném modelu. Pokud bychom zvétsili syntetickou
kulicku na rozmér zemékoule, pak potencialni ligand velikosti desetipeptidu by byl velikosti Eiffelovy véze
a kdyby se skacel na povrch, pak by pravdépodobné narazil do dalSi stejné véze. Pfichozi protein muze
mit dosedaci plochu velikosti PafiZze. Pak si Ize snadno pfedstavit Ze protein najde ligand bez velkého
hledani a jeho vazba na povrch je ovlivnéna tésnym sousedstvim dalSich stejnych ligandd které zpUsobi
zesileni i velmi slabych interakci pomoci efektu vysoké lokalni koncentrace.

Alternativou ke studovani vazby na jednotlivé kulicky je technika ,otiskd kuliCek®. Knihovna kuli¢ek se
inkubuje s proteinem nebo proteinovou smési a kuli¢ky jsou pak imobilizovany na poréznim povrchu.
Proteiny z kuliCek jsou pak eluovany na povrch a zachyceny na membrané prekryvajici kulicky.
Lokalizace cilového proteinu je pak definovana konkrétni immunprecipitaci a kulicka odpovédna za jeho
vazbu je pouzita pro zjisténi struktury ligandu. Tato metoda umozZzfiuje vyhodnoceni vazeb mnoZstvi
bilkovin obsazenych v plvodni inkubacéni smési, pro které je k dispozici selektivni znacena protilatka.

Meldal a spol.18 pFipravili knihovnu interné zhasenych fluorescencénich substratd na polymeru, ktery
umozfiuje pronikani proteolytickych enzymu do jeho struktury (PEGA). Vznik fluorescence na kuli¢kach
po inkubaci pak prokazuje Ze dana kulicka obsahuje dobry substrat pro konkrétni enzym. Tato technika
byla upravena do "jedna kuli¢ka - dvé slou€eniny" testu, ve kterém kuli¢ka polymeru vedle kombinatorické
knihovny obsahuje rovnéz ,slouceninu reportéra®, ktera mze pusobit jako majak ktery sleduje aktivitu
¢lena knihovny. Pfi testovani potencialnich inhibitord enzymatické aktivity, kuliCky obsahuji ,interné
uhaseny” substrat a knihovnu potencialné inhibi¢nich peptidd. Po inkubaci knihovny s enzymem, kulicky
postradajici fluorescenéni signal pravdépodobné obsahuji inhibitor a mohou byt vybrany a sekvenovany.



Tento test muze byt obecné aplikovan ve vSech oblastech kombinatorialni chemie, véetné IéCiv,
katalyzatorl a navrht novych materiald.

Lam spekuloval, Ze snizenim substituce na povrchu kuli€ky umozni zvysit pfisnost (stringency) testu.
SniZeni substituce dosahl oddélenim vnitfniho objemu kuliCek od povrchové vrstvy. Vnitfni objem
obsahuje dostatek materidlu pro sekvenovani a mlze byt ve skuteCnosti odliSny od povrchu. To
umoznuje koédovani nesekvenovatelnych &asti peptidu nebo nepeptidové struktury na povrchu kuliCek.
Segregace vnittku a povrchu rovnéz umozriuje zvyseni efektivity Edmanovy degradace tim, Zze znama
Cast (ta Cast kterou neni tfeba seknenovat) peptidové struktury (pokud existuje) neni obsazena v interiéru
kulicky. Experimentalné bylo zjisténo, Zze ve skutecnosti 99,9% ligand( musi byt odstranéno z povrchu,
aby se zabranilo bidentatni vazbé proteinu. Tudiz pokles povrchové substituce je nejlepSim zpUsobem,
jak snizit nespecifickou vazbu k makromolekularnimu cili.

Prvni pokusy oddélit povrch a vnitfni objem kuliCek pouZzivaly enzymy ke S$tépeni substrat-linkerové
konstrukce pouze na povrchu kulicky. Vzhledem k tomu, Ze vnitfek kuliCky je enzymu nepfistupny, je
timto zpusobem mozno "oholit kulicku". "Oholena" kulicka pak muze byt modifikovana jinou chranici
skupinou a je tak mozno oddélit dva prostory - povrch a vnitfek. Tato technika byla pozdéji nahrazena
jednoduchou acylaci amino skupin kuli¢ek v prostfedi dvoufazového rozpoustédla. Vodou nabobtnalé
kulicky Tentagelu jsou na povrchu vystaveny organickému rozpoustédlu, které obsahuje derivatizacni
¢inidlo (napf. Fmoc-OSu nebo Alloc-OSu), zatimco interiér kulicky zUstane ve vodé a ¢&inidlo k nému
nepronikne. Timto zplsobem je pak modifikovana pouze vnéjsi vrstva kulicky. Zménou poméru
diethyletheru a dichlormethanu a upravou mnozstvi Fmoc-OSu je mozno Fidit tloustku vnéjsi vrstvy.

Astle a spol.19 zjednodusil proces izolace hitu prostfednictvim magnetického tfidéni kuli¢ek. Cilovy protein
byl oznaden magnetickymi nanocasticemi. Vazba cilového proteinu na kuliCky tyto ¢&astice
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Obr. 11 Schéma integrovaného magnetického screeningu a testovani interakce pomoci poli na
desti€ce (microarrays). TentaGelové kuli¢ky (75 pm) z OBOC knihovny jsou inkubovany s cilovym
proteinem, a po promyti se inkubuji s protilatkou proti cilovému proteinu modifikovanou kovalentné
pfipojenymi Casticemi obsahujicimi oxid Zelezity (Dynabeads). Kuli¢ky, které se vazou na cilovou
bilkovinu jsou nyni magneticky oznaCeny a shromazdény na strané zkumavky pomoci magnetu,
zatimco negativni kulicky jsou odstranény. Kazda z vybranych magnetickych &astic je oddélena do
jamky mikrotitracni desti¢ky, a slouceniny jsou odstépeny z kuliek. Tyto sloueniny se pak nanesou
na podlozni sklicko a vytvori se pole které se inkubuje s riznymi koncentracemi cilového proteinu pro
urceni afinity kazdé slouceniny. Struktura vybranych hitd se pak odvodi pomoci tandemové hmotové
spektrometrie. Pouziti této technologie umozZnuje pfistoupit k resyntéze hitll teprve kdyz jsou
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Obr. 12 Princip automatizovaného screeningu OBOC knihoven pomoci konfokalni mikroskopie.
Kuli€ky v monovrstvé jsou pfesouvany v roviné X /'Y, kde konfokalni rovina je ustavena asi v poloviné
praméru kulicek. Pozorovani zvySené "prstencové" intenzity predstavuje vazbu na makromolekularni
fluorescenéné znaceny cil. Fluorescence uprostfed kuliCky pfedstavuje autofluorescenci materialu
kulicky nebo syntetizované sloueniny a nema Zzadny vliv na biologickou interakci s cilovou
makromolekulou.

zmagnetizovala a pozitivni (obsahujici ligand s affinitou k proteinu) kulicky pak mohly byt oddéleny od
zbytku knihovny umisténim magnetu na sténé zkumavky (obr.11). Pozitivni (magnetické) kulicky byly
rozdéleny do jednotlivych jamek mikrotitracni desticky a tam byly vystaveny pusobeni CNBr (methionin,
ktery byl pouzit jako soucast linkeru, mize byt timto Cinidlem velmi selektivné rozstépen). Polovina
ziskaného roztoku se pak nanese na Ccip, ktery je nasledné inkubovan s rGznou koncentraci
fluorescenéné znaceného cilového proteinu pro potvrzeni jeho vazby k danému ligandu (jehoz identitu
zatim nezname). Vyhodnoceni intenzity fluorescence v zavislosti na koncentraci bilkoviny pak poskytne
disociacni konstantu interakce. TotoZnost nejaktivnéjSich ligandd je nasledné definovana MALDI
hmotnostni spektrometrii.

Pdvodni Lamova prace ugi izolaci "pozitivnich" kulic¢ek pod mikroskopem. Tato technika je samozfejmé
pfekazkou v aplikacich vyuzivajicich velké knihovny, a rovnéz je negativné ovlivnéna subjektivnim
vykladem barevnych intenzit kulicek. Védci firmy Affymetrix uspé&sné aplikovali automatickeé fluorescencné
aktivované sortery buriek pro vybér aktivnich kuli¢ek z peptidové knihovny kédované DNA znackami.
Pozdé&ji se specialni sorter &astic pro OBOC technologii COPAS (Union Biometrica, MA) stal komeréné
dostupnym a byl sp&$né pouzit naptiklad pro screening fluorescenéni vniting zhasené knihovny. Uspéch
této techniky Ize pfiCist na vrub pouZiti vysoce porézniho polymerniho nosi¢e s minimalni
autofluorescenci. Alternativné mohou byt knihovny nejprve presortovany a kulicky s vysokou
autofluorescenci mohou byt odstranény, nebo je mozno pouZzit pro fluorescenéni znaceni jiné &inidlo
(napfiklad kvantové te€ky) s odliSnou vinovou délkou fluorescenéni emise.

Spoluprace védcu z University of Edinburgh, Novartis a Evotec (nyni Perkin Elmer) vedlo k vyvoji
automatizovaného systému pro identifikaci a vybér fluorescenéné oznacenych pozitivnich kuli¢ek na bazi
konfokalni mikroskopie (obr. 12). Detekce pozitivnich kuliCek zaloZzena na fluorescenci je komplikovana
autofluorescenci materialu kulicek nebo syntetizovanych sloucenin, které mohou byt vy3Si nez
fluorescence vazané cilové makromolekuly. Pro rozliSeni mezi autofluorescenci a fluorescenci molekul
vazanych na povrch kulieky je vS8ak mozné vyuZit skute€nosti, Ze makromolekularni fluorescenéné
oznaceny cil nepronikd do interiéru polymerni kulicky. Konfokalni mikroskopie se zaméfuje pouze na
nékolik mikrometru tlusty "platek" z kuli¢ek a vazba fluoroforem oznaceného cile je jasné viditelna jako
kruh kolem obvodu kulicky - na rozdil od autofluorescence, ktera je distribuovana po celém materialu
kulicky. Knihovna po inkubaci s fluorescenéné znaenym cilem je rozprostfena jako monovrstva kuliek
do jamek 96-jamkové mikrotitracni destiCky se sklenénym dnem. Kazda jamka obsahuje pfiblizné 2000
kulicek. Deska se umisti do polohy xy nad obraceny objektiv konfokalniho mikroskopu schopného
zaostfeni pomoci autofokusace mirné pod stfed polymerni kuli¢ky. Jednotlivé jamky jsou pak snimany po
zhruba 4 minutach (96-jamkova desticka s 200,000 kulickami Ize oskenovat za 7 hodin). Vysledky jsou
pak pouzity pro vybudovani tabulky lokalit a fluorescencnich intenzit. Pozitivni kulicky jsou sefazeny
podle jejich intenzity a nejslibngjsi kulicky jsou pak pfeneseny pomoci artikulované kapilary do
individualnich kontejnerd pro zjisténi struktury pfipojeného ligandu. Proces sbéru je pomalejsi a je
schopen pfenést zhruba jednu kulicku za minutu. Resyntéza a opakované testovani u€innych latek
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Obr. 13 Schéma syntézy hexapeptidové knihovny knihoven s tfi-aminokyselinovym motivem. Sipky
nesouci symbol R pfedstavuji provedenou randomizaci, a Sipky nesouci symbol M znamena, Ze byla
pfipojena smé&s aminokyselin. Cisla uvnitf kruhu ukazuji poget randomizovanych pozic a pevnych
pozic v konkrétni ¢asti knihovny v tomto konkrétnim bodé - dokon&ena knihovna (3/3) ma tfi pevné a
tfi smigené pozice. Cisla v $ipkach urduji pomér, ve kterém byla &ast knihovny z pfedchoziho kroku
rozdélena pro provedeni OBOC procesu a pro pfipojeni smiSenych aminokyselin.

ukazalo, ze povrchova nehomogenita brani stanoveni pfesného poradi kvality ligand( zaloZzené na ¢teni
fluorescence ligandu stale pfipojeného na pevné &astici (obr. 12).

Spojeni OBOC technologie a knihoven vyuzivajicchi dekonvoluce smési je tzv. "knihovna knihoven"
(Casto zaménovana s knihovnami z knihoven, kde jeden typ knihovny je globalné transformovan do jiného
typu knihovny chemickou reakci). Knihovna knihoven je soubor jednotlivych kuli¢ek, kde kazda kulicka
obsahuje ur€itou podknihovnu, ktera se vyznaCuje nékolika definovanymi pozicemi v jeji sekvenci.
Napfiklad hexapeptidova knihovna knihoven se tfemi definovanymi polohami se skladd ze 160000
riznych typu kuli¢ek, z nichZ kazda obsahuje 8000 riznych peptidi se tfemi definovanymi polohami v
jejich sekvenci. To pfedstavuje obrovskou uUsporu ve srovnani s knihovnou OBOC, kde bychom pro
pokryti stejné rozmanitosti potfebovali 64000000 kuli¢ek. Nicméné, vzhledem k mirné komplikovanému
syntetickému schématu (viz obr. 13), nebyl potencial tohoto typu knihovny pro rychlou definici
peptidovych farmakoforl plné vyuzit. Koncept knihovny knihoven je pouzitelny rovnéz pro knihovny
postavené na rovinnych substratech nebo na ozna¢enych makroskopickych &asticich.

7.8 Stanoveni struktury peptidu na individualni kuliéce

Pro stanoveni sekvence peptidd na "aktivnich" kulickach je stale pouzivano Edmanovo odbouravani. Tato
technika je v8ak pomala, nedokaze rozlisit mezi L a D konfiguraci stavebnich blokl, a nesekvenovatelné
bloky (vSechno kromé alfa aminokyselin) zabrani precteni celé sekvence. Proto byly studovany
alternativni techniky stanoveni struktury hitd. Pfi jedné z téchto metod je v prab&hu generace knihovny
mala &ast rostouciho peptidového fetézce zablokovana (capped) v kazdém kroku, takZe na konci kazdé
syntézy kazda kulika obsahuje "historii" syntézy. Tato historie je pak snadno pfevedena do peptidové
sekvence pomoci hmotnostni spektrometrie. ZjednoduSeni dekddovani peptidické struktury bylo
dosaZeno pouzitim Caste€né Edmanovy degradace (PED), po niZz nasleduje hmotnostni spektrometrie
pouzivajici laserovou desorpci matrici asistovanou ionizaci (MALDI). Kuli€ky nesouci unikatni sekvenci
se podrobi nékolika cyklim reakce se smési fenyl isothiokyanatu (PITC) a 9-fluorenylmethyl
chlormraven¢anu (Fmoc-Cl) v poméru 1:3 (mol/mol). Tim je ziskana fada N-terminalné zkracenych
produktl. Nakonec je Fmoc skupina odstranéna pomoci piperidinu. Vysledna smés s plnou délkou
sekvence a vSemi jeho zkracenimi je pak analyzovana MALDI hmotnostni spektrometrii. Z typického
spektra, které ukazuje obr. 14, mize byt pofadi zbytkd snadno odvozeno.



853 72

X XX X X (NMeg) RM-2
XX, XX X Nvieg ). RM
X X, X X X:{NMeg).RM
XX X {NMeg ), RM
X.X.X, (NMog),RM-
X, XX, (NMeg) ,RM

X, XX X, X (NMeg), RM - A e -
XXX, X (NMeg) RM- |

PED
e

X X,
X, X
X, X,

Obr. 14 Priklad rychlé sekvenéni analyzy CasteCnou Edmanovou degradaci (PED), nasledovanou
MALDI hmotnostni spektrometrii

Peptid mlze byt také oznacen na N-konci sulfobenzoovou kyselinou, ktera zavede efektivni naboj na N-
konec molekuly a pomuze vytvofit jedinou sérii C-terminalnich fragment( (y-ionty). DalSi metoda pouziva
Stépitelny linker, ktery je hydrofilni a ktery pomaha snizovat nespecifickou vazbu na biologické vzorky a
umoznuje pfipojeni halogenovych tagl, které vyrazné usnadnuji sekvenaci tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS). Linker je zaloZzen na jednotce kyseliny vinné, ktera pfi Sté€peni z pryskyfice
generuje C-terminalni aldehyd. Tento aldehyd muze pak byt derivatizovan bromem obsahuijici
slou¢eninou s hydroxylaminovou skupinou, ktera slouzi jako izotopicky tag pro naslednou MS/MS analyzu
y-iontovych fragment.

Protoze techniky knihoven jsou pouzitelné nejen na peptidy, ale i na malé organické molekuly, byly
vyvinuty rdzné techniky pro koédovani / dekdédovani struktury nalezené slouéeniny (ktera mulze byt
uvnitf kulicky (jednoduse zjistitelného a dostupného v relativné dostate€ném mnozstvi). Kddovani se stalo
obzvlasté dalezité s moznosti uc¢inné rozlisit povrch a vnitfek kulicek.

Vzhledem k tomu, hmotnostni spektrometrie je stale citlivéjSi a snadnéji dostupna, stava se tato technika
standartem pro stanoveni struktury. Jedna kulicka muaze byt i fyzicky nakrajena na nékolik kusu a ty stale
obsahuji dostateéné mnozstvi peptidd pro tento typ analyzy. Interpretaci spekter ziskanych
elektrosprejovou hmotnostni spektrometrii mize zjednodusit vymeéna vodiku za deuterium. Pokud je
knihovna syntetizovana na linkeru hydroxymethyl benzoové kyseliny (HMBA), je mozno peptidy odstépit z
kulicek plynnym amoniakem. Ukazalo se, Ze i kratké (5 minut) vystaveni vysokému tlaku (10 atm)
amoniaku oddéli vétSinu peptidu z linkeru. Jednotlivé kuliCky jsou pak umistény na povrchu skla.
Nanomanipulator pak pfiblizi 1 pum nanoelektrosprejovou Spicku vedle kulicky a doda extrakéni
rozpou$tédlo. Po 30 sekundach se rozpoustédlo nasaje zpét do nanoelektrosprejové Spicky a ta se
zavede do hmotnostniho spektrometru. MS/MS analyza pak poskytne vysoce kvalitni data ve 100%
testovanych pfipadu.

7.9 Screening OBOC knihoven v roztoku

Nevyhoda OBOC knihoven v jejich omezeni na testy vazby na jejich povrch byla rychle rozpoznana
Lamem a spol. Byly proto vyvinuty selektivhé Stépitelné linkery, které umoznily testovani knihoven v
roztoku. Vzhledem k tomu, identita testovaného peptidu neni znama, dokud neni sekvence pfectena z
"aktivni" kulicky, musi test zarucit, ze pozorovana aktivita mize byt zpétné spojena s kuli¢kou, ze které
byla aktivni slou¢enina od&tépena. A navic, musi na ni zbyt je5té dost peptidu pro zjisténi jeho struktury.
Existuji dva obecné pfistupy k screeningu OBOC knihovny v roztoku: (i) dvoustuprfiové odstépeni
nasledované testovanim v mikrotitracni desti€ce, a (ii) in situ-$tépeni pouzivajici imobilizované kulicky. V
obou pfipadech jsou ligandy pfipojeny na pevny nosi¢ Stépitelnym linkerem. Ligandy jsou pak uvolnény z
kazdé kuliCky do roztoku, kdy probihaji biologické testy. Matefska kulicka pozitivniho roztoku je nasledné
identifikovana, a izolovana pro stanoveni struktury. Prostorovy vztah mezi aktivni kuliCkou a aktivitou Ize
realizovat vlozenim kulicek do polotuhého média (napf. gelu), kterym se peptid postupné uvolhovany z
kulicek pomalu Sifi. Kulicky mohou byt také imobilizovany v mikro nadobkach, ve kterych se pak aktivita
testuje.

V 96-jamkovém dvoustupriovém testu je dvojnasobné ortogonalné stépitelny linker (obr. 15) pouzit pfi
pfipravé knihovny. Pfiblizné 100-500 kuliCek je pfidano do kazdé jamky 96-jamkové filtracni destiCky
(napf. Millipore). Po neutralizaci je prvni alikvot z knihovny uvolnén za vytvofeni diketopiperazinové
struktury na kuli€ce. Po inkubaci pfes noc, se roztok odsaje tak, aby filtraty (kazdy s 100-500 sloucenin)
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Obr. 14 Schéma postupného uvolfiovani z dvojnasobné stépitelného linkeru [308]. Pokud je linker
pfipojen pfes trojfunkéni aminokyseliny (Lys), je kopie neuvolnitelného peptidu (nebo kod) stale
pfipojen ke kuli¢ce po obou stupnich odstépeni.

byly pfeneseny do dalSi 96-jamkové desky. Filtraty jsou potom analyzovany na biologickou aktivitu v
roztoku. Kuli€ky z pozitivhich jamek jsou pak pferozdéleny do filtraénich desek, nyni jen s jednou kuli¢kou
v kazdé jamce. Alkdlii (napf. plynnym amoniakem), je uvolnén druhy alikvot z knihovny, a filtraty z kazdé
jamky jsou pak opét testovany na biologickou aktivitu. KuliCky, které odpovidaji jamkam s aktivnimi
slou€eninami jsou pak pouzity pro stanoveni struktury. Kulicka o velikosti 100 um, mudze poskytnout
priblizné 100 pmol slou€eniny, coz v zasadé umozriuje ziskani koncentrace 1 uM (v pfipadé, ze koneCny
objem je 100 pL).

Pro testovani pomoci in situ uvolnéni je mozno pro znehybnéni kuliCek pouzit mékky agar. Jina metoda
imobilizuje kuli€ky knihovny na tenkou vrstvou polyethylenu a po vystaveni plynné kyseliné trifluoroctové
a po neutralizaci plynnym amoniakem jsou kuli¢ky pfivedeny do kontaktu s miskou ve které je kolonie
rostoucich bun&k v mékkém agaru. V blizkosti pozitivhich kuli¢ek pak dojde k transformaci studovanych
bunék. Tento test byl pouzit k objevu latek s protinadorovou aktivitou. /In situ test je vysoce efektivni a v
zasadé je tfeba pouze jednou $tépitelny linker, protoze kuli¢ky jsou jiz prostorové oddéleny. Koncentrace
uvolnéné slou€eniny mohou byt pomérné vysoké (napf.> 10 uM) v tésné blizkosti kulicky a u&innost
slou€eniny muze byt odhadnuta na zakladé velikosti prstence obklopujiciho kazdou pozitivni kuliCku (obr.
15).

Nedavno publikovana technika pouziva fotolitograficky mikrofabrikovanou desku, v niz kazda
mikronadobka je dimenzovana tak, aby mohla pfijmout pouze jednu kulicku. Tato deska pojme 10 000
kulicek a ty jsou pokryty suspenzi nadorovych bunék v gelu k vytvofeni 3D buné&éné kultury. Poté, co
bunétné kolonie dosahnou poZzadované konfluence, jsou slougeniny knihovny, které byly pfipojeny
disulfid obsahujicim linkerem, uvolnény pouzitim pufru obsahujiciho dithiothreitol. Po dal$i inkubaci jsou
oblasti, v nichZ byla obsaZena cytotoxické aktivita, jasné pozorovatelné sniZzenim Zivotaschopnosti bunék
spojenych s jednotlivymi kulickami. Tyto kuli€ky jsou pak vyjmuty a struktura stanovena Edmanovou



Obr. 15 Test zivotaschopnosti bunék na dedikované mikrofabrikované mikrotitracni desticce.
Jednotlivé mikronadobky mohou pfijmout pouze jednu kulicku (velikosti 120 um). ,Okénko® v
bunééném travniku jednoznacné definuje umisténi zdroje cytotoxického peptidu.

degradaci.

V nékterych pfipadech muze byt vyhodné kombinovat testy v roztoku s testy na povrchu kuli¢ek. Pozitivni
kulicky izolované po tomto postupu maiji vétsi pravdépodobnost byt skute€nym hitem. Tato strategie
muze mit vy$Si propustnost nez dfive diskutované systémy pro automatizované vybirani kulicek z
vazebnych testd nasledované vyhodnocenim vazebnych konstant v roztoku, nicméné budoucnost jasné
favorizuje automatizované systémy. Teprve se uvidi, zda velké farmaceutické spole¢nosti budou moci
ozivit vyzkum novych pharmaceutik pouzitim novych (vysoce automatizovanych a drahych) technologii,
nebo zda jednoduché semi-automatické nebo kompletné manualni techniky pouzité v malych
biotechnologickych firmach nebo védeckych laboratofich budou stale hlavnim zdrojem v hledani novych
[&Civ.

7.10 Budoucnost peptidovych knihoven

Jak Ize vidét, existuje velké mnozstvi konceptl pro generovani rozmanitosti peptidd a peptidovych
struktur. VSechny z nich maji jasny cil objevovani nové funkéni molekuly, ktera mlize byt pouzita v
praktické aplikaci (jako farmaceutickum, diagnostikum, katalyzator, nebo cokoliv, co si Ize pfedstavit).
Jaka technologie bude v budoucnosti dominantni Ize v tuto chvili téZzko pfedpovidat, je vSak zfejmé Zze
vyhraje technika, ktera bude vysoce automatizovana, jednoducha, s nizkou spotfebou reagencii, a co je
nejdalezitéjsi, ktera bude poskytovat nejspolehlivéjSi a ovéfené vysledky. Autorova osobni pfedpoved je,
Ze by to mohla byt automaticka OBOC technologie pouzivajici strategii knihovny knihoven.
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Slovnik pojmu

e Boc terc.butyloxykarbonyl

e Fmoc fluorenylmethyloxykarbonyl

o Bzl benzyl

e TFA trifloroctova kyselina

o DNA desoxyribonukleova kyselina

e DIC diisopropylkarbodiimid

e Dnp dinitrofenyl

e Tos tosyl, p-toluensulfonyl

e For formyl

o Z benzyloxykarbonyl

e But terc.butyl

e PNA peptide nucleic acid, nukleova kyselina s peptidovym fetézcem
¢ OBOC one-bead-one-compound, jedna-kuli¢ka-jedna-struktura
e PEGA akrylamid — polyethylenglykol kopolymer

e Osu hydroxysukcinimid

e Alloc allyloxykarbonyl

e MS-MS hmotova spektrometrie
¢ MALDI matrix assisted laser desorption ionization
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