
knihovnastruktur je odvozen ad srarstho,

pffsIuSD9m makrcmolekularnfm cflem, vznikly agee
gat je izolcvan, zachycena smes oligonukJeatidli je

multiplikovanaa eelyprocesje cpakovdn znovu, nyni
vSak jii se znaene amezenau multiplicitou struktur,
za mnahem mirocnejsich podmfnek, pfi kterych
dojde k ryberu· pouze ligandii s nejvy5si afinitou.
NejyYznamnejsim vysledkem v rete oblastijemilez
inhibitoru thrombinus aflnircu 10nmoVl.
Randomizovany oligonukleotid mMe byt vpraven

do geuedckeho materiaIufagaa to tak,abystrukrurnf
infcrmace bylapfepsana do molekulyprcteinu obje- .

'vujfcfho se na povrchu faga. VzhIedemk tomu, ze ze
smeai oligcnukleotidf je pro konstrukcifaga pcuzita
jen jedna molekula; obsahuje tentc rag na svem

pcvrchu' unikdtnf strukturu protelnu. Aplikaci
technologie 'bicpanningu" (bioryzovani) je pak
mozno identifikovatkoIoniefagli vykazujicich vazbu
k studovanemu makromolekulamfmu cilia stanovit
sekvenei nukleove kyseliny odpovedne za synrezu
pcvrchovehc proteinu Iaga a tudiz i sekvenci tohoto
prorelnu, Tato .technologie, velmi atraktivnl.jedno
duchasti .provedenf [e velmi Hroce vyuZivami, ma
Iadu omezeni a nevyhod. Neni moino 5 jeji pomoei
Identifikovat jine struktury, net srruktury pepridf

obsahujicich pfirozene aminokyseIiny a navic jen ty
struktury;ktere flig na svempovrchumuie tolercvar.

Metody nemajiciomezeni "biologickychknihcven"

jsou zaIotenyna syntezepeptidf na pevnych nasiCich
a Izeje rozdellt do tfikategorii:
1) Metody pfipravujlcf definovane struktury v

mnoi.stvi dostaieciiempro stanuvenibiologicke akti

viry (vazby),ne vsakvzdy dcsrareznem prostariovent

atrukrury,na prostorovepresne definovanem miste.
2) Merodyptipravujfci deflnovane smesistruktur

nevyladujicizadnc mislednestruktumi arialf,zy;
3) Metody pfipravujfcfunlkdtnfstruktury, ktere je

nutoo po jejich identifikadv "knibovnir. urcit.
Prvni metoda je v padstate pouze··miniaturni

mnohona-sobna synteza peptidu. Piedstavitelem
tohoto pfistupu je naprikIadRonald Frank,jehot
metoda tzv.bodovesynteZYIJeptidl1 bylauvedenana
trh ve forme kitu firmou eRB. Jednotlive peptidy
jsou syntetizovany na· papirove podJozee ve·. forme
malych badu. ReagentyjsounamlSeny mikropipetou
a spolecne kroky syntezy (odStepovani chranicich
skupin, promyviinf) jsou proviideny spolecne pro
vSeehny pepridy.Timtozpusobem bylosyntetizovano
paralclnc nckolikset peptidiLBiologicky testspociva

Knihovny struktur?

- Knihovny struktur!
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~~'~'~:~~~:~k'~omunitoupfijat. Jedna se a
i!",util,uci:tu struktur (peptidil) vytvofenou cflenym

(s~ltel:icl:Ym procesem. Velmi vzdaIeoe je moino
jfuiha',"au nazvat i sbirku struktur vznikIou pflpra-

jednotlivych sloucenin a jejich smfsenim. Fila
Wickim zakladem .poUZiti knihoven struktur pro
Wl,le<ia'ilni hitek tvoficich vychozl bod pro navrh

JeCivje fakt (podlozeny desitkami let praci
laboratoff na izolaci a stanoveni struktur

Zuzana wroblowska, Biocel,Paskov
Marie Tlche, CSc.. PfFUK, Praha

aktivita je detegcvatelna i v pflpadech ,

kompoceora tvon[en hmatovezanedba
cast zkoumanebo materialu. Mozncst

,?,~c,~n,ihn vyskytu ekvipotentniho a Inhi-

f,,!'~'C"""'UdCCJC veJice nizkli.
a zcela zrejm9mcflem pro pffpravurando-

!"!zcll'lllIYch kaihoven bylynukleavi; kys"liny. Randa
pouze ctyr stavebnich kamemi vede k

astronomickych mnozstvi strukturnich
Interakce nukIeovych kyselin 5 receptory,

(!,fl"illati",.i cienzymy \'Sak rna pouze omezene
a fragmeoty nukIeovych kyseJin majicicb

Iu (Y!fhu k pffsln5ne makramaIekulejsou abvykIe pritiS
aby mohlysJoUZit jako rychazistruktura pro

!eciva. Na druM stram~ nespamOll vyhodou
nuklea~ich kyselin je moinost jejich amplifikaee. a
1'.um'cni struktury i by{ jennekolika moJekuJ. Teto
cr"""'"'" vyuZivaji tlV. evoIucni metody, ve kterYch.

oligonukleotidu je podrobena interakei s
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v inkubaci celeho listu s pfislusnym makro
molekuldrnfrn cflema Ideatiflkaci imerakce pomoei
ELISA testu. Mnohomisobna synreza pouZivnjiei
principu individualnthc provedeni kondenzacat
reakce a spolecneho provedent ostatnfch krokii
syntezy byla zavedena Richardem Houghtenem pfi
tzv. syntezev cajovYch pytlicich.Da15i metodou velmi
rychle mnohonasobnc syntdzy je synteza na modi
fikovanych polyethylenovych tyCinkach vypracovana
Mario Geysenem, nyn! komercne dostupna od finny
Chiron Mimotopes. Vyseuvedene metody poskytuji
maximalne stovky peptidu pro.biologicke vyhodno
cent v jednom experimentu. Pcstup vyuzfvajlci foro
litcgrafickych principf byl navrzen a realizovan
Stephenem PA. Fodorem. Stalsenatolikatraktivnfm
pro americke Investory, fe firma zalofena pro jehc
vyuZiti (Affymax)je v scucasnosti hodnocena na400
mili6nu dolarii. Fotolitografie umoiituje syntezu aZ
64 000 peptidii on prostoru zhruba6 em2

• Nicmene
metoda je diky nedokonalosti chemickych procedur
omezena na pftpravu relativne kr<itkycb peptidu,
Biologicky test spociva v inkubacisklenene desticky,
na ktere bylapfipravena mozaikasyntetickychpepti
dii.· Kocrdindty ctverecku, ktery internguje s flue

rescencnc oznacenym makromolekuhirnim cilem,
jsou identifikovanyvc fluorosccocnimmikroskopu a
z techto koordinat je dedukovana struktura inte
ragujicfhopeptidu. Aby nedochlizelo k omylum,jsou
peptidy syntetizovliny v nekolikakopiich nn riIznych
mistech desticky (velSinouv8kopiich)n tudiz pauze
zhruba 8000peptidii je VYhodnoceno v.jednomexpe
rimentu. Lacina verze teto technologie,pouzitelmii
pro pfipravu "praV9ch" knihoven, bylanavriena Pavli
kerna Voburkou. Jedna se 0 syntezuna bavlneneniti
na kteroujsou jednotlive aminokyseliny pfipojovany
v zJ:ivislosti oa vzehilenosti ad pocatku,. pficemt
spolecnekroky syntezy jsou provadeny s celou
"spulkou". Technicke reSeni teto ideje nebylo jeSte
dotafeno do reality.

Knihovny druheho typu jsou vlastnenerozde!itelne

smcsi peptidu, ktere jsou testovany pro libovolnou
biologickouaktivituod vazcbnych t05tuat po testyna
laboratornich ZVlratech ill vh'o. Obvyklym postupem
je pfipravasmesi peptidu randomizovanych na neko
Iika pozicich peptidoveho fetezce a majfcichjednu
nebo dye pozicefetezce presnc dcfinovany. Syntezll.
je provadena metodou v pevncfazi.V pozicichmaji
deh randomizovanou strukturu je bud' kondenzo
vana smes aminokyselin v molarnimzastoupeni

odr;ifejicf reaktivitu jednotlivych cbraneuych deri~

vat~. nebo je provadenod~lenfpevnehoucsiceajeho
smBov<inI po kondenzaci, tak jake v pripade dale.
popsane tecbnologie Selecrlde, Ncsic s peptidovYri1
retezcem z randomizovanych aminokyselin je pak
rozdelen na (napfiklad) 20 stejnych drIlt a na kaidf
dil je pfipojena jedna aminokysclina. Kaidaz dvacejj

vaniklych casti je znovu rozdelena na dvacet dili't a
cpet definovana aminokyselina je pfipojena. Timto
zpllsobemvznikne4005m~si peptidemajicichvpozi
cich j. a 2 vSechny mofue kombinace pfirozenych
aminokyselin. Vznikle smesi [sou biologicky
vyhodnoceny a nejaktivnejsf smes je pouiita jako
zakladpro syntezudalsfchdefinovanycb smes!. Tedy
napfiklad z tcstu 400sIDesi hexapeptidf se ukazala
jake nejslibnejSi tao ktera v polaze 1 a 2 obsahovala.
Asp a Gly (smes znacena DGXXXX - D a G jscu
jednopfsmenkove symboly aminokyselin a X· je
symbol pro smes dvaceti aminokyselin). Tate smes
obsahovala 160 000 peptidir. V dalsfm kroku bylo
piipraveno dvacetsmesiDGOXXX (0je symbolpro
definovanouaminokyselinu) 08000pepridech. Jejicli
vyhcdnocenim byla zjistena [ako neivYhodnem
aminokysellna v pozici3 kyselina gluremova (E);Je
tedypfipravenodalsfch dvacetsmest0 400peptidecI1
majidch strUkturuDGEOXX. Niisledujici dvakroky
vedou k urceni struktury aktivniho peptidu
DGERTC. Jak je videt z tohoto prikladu, bylotfeba

syntezy 460 smes{. a. 20 peptidu·. a biologicke~9

VYhodnoceni 480vzorku kurceni strUktury aktivnih~

peptidu. Popsana technologic byla pUblikovanav
casopise Nature Richardem Houghtenem a spot,
roce 1991a bylazakladem firmyHoughten Pharma·
ceuticals, ktem. ji poufiva k navrhu struktur nOvYch
leciv. Prvnim, kdo popsal mofnost poufitf defi·
novanych smesi k vyhledlini aktivniho peptidu· by:
Mana Geysen, ktery jii:v rocc 1986publikovalyY5c
popsanou metodu pro syntezu a testovani smesi
kterejsou pfipravenya testovanyna modifikovanycl
polyethylcnovj'ch tycinkach. Vzhledem k tomu, it

metoda neposkytlavjznamne rysledky, M.Geysensl
zame'fil on zdokonalovani mnohonasobnesyntez}';
techniku peptidovych knihoven dale nevyvijeJ
Priznacneje, Ze vesvedobe (vroce 1986) nebyladob:
zrahi pro myslenku pouZiti knihoven a publikac
zaslami. do r.asopisu Science byla zamitnutas argtJ
mentaci, ze prace poufiva velmi chabe definovan
smcsi latek pro biologickevyhodnoccnL



ueuplne knihovny pro biologicky test. Podstatna je
informace 0 dUIeZitosti jednotlivych aminokyselin v
peptldu pro vazbuna danyakceptor. Pokudvsech pet
pozic pentapeptidu je krirlckych pro vazbu na dany
receptor, pak marne v pnpade pouZiti4 g knihovny
penrapepridu zhruba 70%ni pravdepodobnost nale

zeni tete unikatnf sekvence. Pokud vsak pouze tfi

pozice pentapeptidu jsou kriticke pro vazbu na
akceptor, pak bychom meli nalezt 400 rozlidnych .'
cAstic obsahujicichstruktumi konsensus pro ti'ipole

hyretezce. Lze advodit misiedujiei vzorec:

kde nkrit je pocer "kririckych" zbytku v peptidu,
vzorekje pocercastie vzarych do experimentu,hitii[e
pocet nalezenych pozitivnich castie a amk je pocer
randomizovanych aminokyselinv kafd6 pozicipepti
duo Jakje videt,[e mofno testovat knihovnulibovolne
dlouhych peptidti, neborzavlslostpoctu hititna poctu
"kritickych" zbytkli neni oviivnena delkou pepridu.

Pffprava komplemi knihovny dekapeptidf by vyza
dovala poUZiti 10000kg polymemiho nosice, presto

vsak testovanf pouze 1 g knihovny, t.j. 1 000 000
struktur muze pfinest 100 pczitivnfch castic v pfipa
de,ie dekapeptid obsahuje til "kritickc"zbytky.

log(hiIU)

log(amk)

log(vzOrek)

[og(amk)nkric
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ihovny tfetfho typu jsou vlastne "pravymi"
iilovnami. Tak, jake v knihovne knih, clovek
llkromolekularni akceptor) vyhleda z milionf

[U knihu, ke ktere rnav danyokamiik nejvetSi
ltu (chce si ji preCist) a pfecte si jeji obsah, tak

ceptor Interaguje 5 jedncu partikuli z knihovny
~ptidii, na ktere [e vazan aynteticky peptid, Inte
~~e je vyuZita k oznaceni dane castice. CAstice [e
ddelena ze smesi (vynesenaz knihovny) a sekvence
pddu je stanovena chemickymi metodami (kniha
prectena). Pffprava knihovny tohoto druhu tedy

85kytuje "smes cist9'ch peptidn" nezndmehoslofent,
ejichzstruktura je stanovovanateprvetehdy,jestlire
rerakcepeptidu 5 makrcmoiekulamimakceptorem
lJi detegovana. Synteza "smesi cisrycb peptidji" je

'lena na velmi jednoduchem triku, ktery pro
ravu ekvimolarni smesi peprldu navrhl Arpad

rka jiZv race 1988na Biochemickem kongresuv
aze. Technika pfipravy spoctva v tom, ie
ndenzace a partikule pevne faze (obvykIe kulic)..:y
prtimeru zhruha 100 nm) [sou po ukonceni

[)~denza,cesmfchanya pferozdelenypro dalSi krok
tezy.Timto zpusobem katda jednorllvapartikule

fi:c:hazi do sryku v kondenzacnfm stupni pouzc 5

ednou aktivovanou aminokyselinou a tudii pouze
eqiI1ypeptid je syntetizovan najedneCisticipevneho
OSice. Furka pH navrhu zpusobu syntezy smesi
ptidJi prehIedl prostYfakr, ie kaZ:dli C<istice nosice
sahuje uniMtni peptidovou sekvenci. Kit Lam
bjilmOZnost syntezy Cisteho peptidu na polymerni
tid 5 moinoStl detekce vazbyna pevnempovrchu
moci EUSA testu a moinosti sranovenistruktury
j~dine kulicky v rakzvanou Selectide rechnologii,
cia se stala zakladem srejnojmennefirmy(ve ktert~

i~ochodem v soucasnosti pracuje 10 ceskych a
n"enskychpeptidovych chemikii).

bsice polysryrenoveho typu poskytuji zhruba 30·
pmohi peptidu, cot je mnoistvi dosratecne pro
oveni strukrury bud' pomnei Edmanova odbou·

i Debopo odStepeni z nosio: pomoei hmo[ove
troskopie. leden gram nosice obsahujezhruba 1

fuiliaD castic a tudii kompletni knihovna pentu
l'jpridii (3.6 milionu peptidu) by mohia byr pfipra·
vena oa mene nei 4 g nosice. Vzhledem k tomu, te
~k rozdelovani pevn6ho nosice v kazd6m stupni

~tezy je srutistickym procesem, jistotu, ze ziskamc
~~~hnymoZDe struktury, muiemeziskat ui:pfi poui:i~
tjpatnactinAsobku tohoto mno:ZStvl. Nudruhe stram:

neni treba se obavut ztnity informacepfi poutilf




