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Knihovny struktur?

- Knihovny struktur!
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Cermin knihovna struktur je odvozen od stariiho,
cméné velmi recentniho terminu knihoven peptidd,
ktery byl jiz védeckou komunitou pfifat, Jednd se o
multiplicity struktur (peptidit) vytvofenou cllenym
syntetickfm procesem. Velmi vzd4lend je moZno
ihovnou nazvat i shirku stroktur vzoiklou piipra-
t_xjédnodiy)’(ch sioutenin a jejich smisenim. Filo-
fickym zékladem pouitf knihoven struktur pro
vyhleddvani litek tvoricich vychozi bod pro’ nvrh
vich 168y je fakt (podlozeny desitkami let praci
stoirck laborato#f na izolaci a stanoveni struktur
logicky aktivnich litek 2 pfirodnich materiald), 7e
logickd aktivita je detegovatelnd i v pHipadech ,
y aktivni komponcnta tvofi jen hmotové zanedba-
nou E4st zkoumaného materialu, MoZnost
oucasného vjskytu ekvipotentniho agonisty a inhi-
oru neize sice vylougit, nicménd pravdépodobnust
aknvétn situace je velice nfzki.

rvafm a zcela zéejmym cilem pro pfiprava rando-
mizovanjch knihoven byly nukleové kyseliny, Rando-
race pouze EtyF stavebnich kameni vede k
ipravé astronomick§ch muoZstvi strukturnich
'ant Fnterakee nukieovich kyselin s receptory,
__roniatkam: ¢ enzymy viak md pouze omezené
uZitl a fragmenty nukleovich kyselin majicich
azbu k pifsiviné makromalekule jsou obvykle piilis
ké, aby mohly slouZit jako vichoxi struktura pro
Vyvoj létiva. Na drubé strané nespornou vihodou
ukleavich kyselin je moznost jejich amplifikace a
stanoventi struktury byt jen figkolika molekul, Této
astnosti vyufivaji tzv, evoluéni metady, ve kterych
mé&s oligonukleotidd je podrobena interakei s

piisludnym makromolekulirnim cflem, vznikl§ agre-
git je izolovin, zachycend smés oligonukieotidl je
multiplikovana a celf proces je opakovin znovut, nyni
viak jiZ se znaén¥ omezenou multiplicitou struktur,
za mnohem ndroénéfiich podminek, pfi kterych
dojde k vybru pouze ligandfi s nejvy$si afinitou.
Nejvyznamngjiim visledkem v této oblasti je ‘nédlez
inhibitoru thrombinu s afinitou 10-nmolf. :
Randomizovany oligonukleotid miZe byt vpraven
do genetického materialu figa a to tak; aby strukeurni
informace byla pfepsdra do molekuly proteinu abje- .
‘vujictho sé na povichu faga. Vizhledem k romu, e ze
smési oliganukleotidd je pro konstrukei figa pouZita
jgn jedna molekula, obsahuje tento fig nz svém
povrchy unikitni strukture protein, Aplikaci
technologie "biopanningu” (biorgZovini) je pak
moZno identifikovat kolonie figh vykazujicich vazbu
k studovanému mekromolekulérnimu cili a stanovit
sekvenci nukleové kyseliny odpovédné za: syntézu
povrchového proteinu faga a tudiZ i sekvenci tohoto
proteimu. Tato technologie, velmi atrakiivni: jedno-
duchosti provedeni je velmi Siroce vyugivand; ma
fadu omezeni a nevfliod. Nenl moZno s jeji pomoci
identifikovat jiné struktury, neZ struktury peptidi
obsahyjicich prirozené aminokyseliny a navic jen'ty
struktury, které fig na svém povrchu miZe tolerovat.
Metody nemajici omezeni "biologickych:knihoven”
jsou zaloZeny na syntéze peptidl na pevnjch nus:mch
a lze je rozdalit do tF kategorii:
1) Metody pfipravujici defingvané strukmry v
‘mnoZstvi dostatecném pro stanoveni biologické akti-
vity (vazby), ne véak vidy dostatedném pro stanoveni
struktury, na prostorové présng definovaném mists.
2) Metody ‘pfipravujici- definovand smési struktur
nevyfadujici #dné nisledné strukturnf analfzy. ™
3) Metody pipravijici unikdtni struktury, které j _]c
nutno po jejich identifi Kaci v "knihovné" urdits
Prvni metoda je v podstatd pouze mm:z_uurm
mnohonésobnd syntéza’ peptidt, Predstavitélem
tohote piistupu je napiiklad Ronald Frank, jehoZ
metoda tzv; bodové syntézy peptida byla wedena na
trh ve formé kitu firmiou CRB. Jednotlivé peptidy
jsou syntetizovdny na papirové podlofce ve:formé
malych bodil. Reagenty jsou nanafeny mikropipetou
a spoleéné kroky syntézy (oditépovani chrinicich
skupin, promgvani) jsou provadEny spoleénd pro
viechny peptidy. Timto zpisobem bylo syntetizovdno
paralelng nékolik set peptidd. Biologicky test spotiva




v inkubaci celého listu s pi{sluinym makro-
molekuldrnim cilem a identifikaci interakce pomoct
ELISA testu. Mnohonisobnd syatéza pouiivaiici
principu indwvidualniho proveden{ kondenzaai
reakce a spolegného provedeni ostatnich kroki
syniézy byla zavedena Richardem Houghtenem pff
tzv, syneéze v Eajovich pytlicich. Dalii metodou velmi
rychlé mnohondsobné syntézy je syntéze na modi-
fikovanych polyethylenovych tyCinkach vypracovana
Mario Geysenem, nynf komercné dostupna od firmy
Chiron Mimotopes. V{ie uvedené metody poskytuji
maximaln# stovky peptidd pro biclogické vyhadno-
ceni v jednom experimentu. Postup vyuivajici foto-
litografickjch princip& byl navrien a realizovin
Stephenem P_A. Fodorem. Stal se natalik atraktivnim
pro americké investory, e firma zaloZend pro jeho
vyuziti (Affymax) je v souéasnosti hodnocena na 400
milidni dolaril. Fotolitografie umodiuje syntézu aZ
64 000 peptidd na prostoru zhruba 6 cm®, Nicméng
metoda je diky nedokonalosti chemickych procedur
omezena na piipravu relativeé krétkych peptidi,
Biologicky test spodivd v inkubaci sklenéng desticky,
na kreré byla piipravena mozaika syntctickf;ch pepti-
dil. Koordinaty &étverecku, ktery interaguje s fluo-
rescenéné oznalenym makromolekularnim cilem,
jsou identifikoviny ve flvoroscenénim mikroskopu a
2 tEchto koordinat je dedukovina struktura inte-
ragujictho peptidu. Aby nedochazelo k omyidm, jsou
peptidy syntetizaviny v nékolika kopiich na rizngch
mistech desticky (vétiinou v 8 kopiich)a tudiZ pouze
zhruba 8000 peptidi je vyhodnoceno vjednom expe-
rimentu. Lacina verze této technologie, pougitelnd i
pro pfipravu "pravich” knihoven, byla navrZena Pavh-
kem a Vobirkou. Jednd se o syntézu na bavinéné niti
na kterou jsou jednotlivé aminokyseliny pipojoviny
v zdvislosti na vzddlenosti od poditku, pFitemz
spoleéné kroky syntézy jsou provadény s celou
"Epuikoy’. Technické fedeni této ideje ﬁebylu jestd
dotaZeno da reaiity. _

Knihovny druhého typu jsou viasing n_cr.nzdélilciné
smési peptidd, keeré jsou testoviny pro libovelnou
biologickou aktivitu ad vazebngch lesth a2 po testy na
laboratornich zvifatech in vive, Obvykljm postupem
je pfiprava smési peptidd randomizovanjch na nko-
lika pezicich peptidového Fetézes a majicich jednu
nebo dvé pozice feigzee pfesné definoviny. Syntéza
je providéna metodou v pevad fazi. V pozicich maji-
cich randomizovanou strukturu je bud kondenzo-
vina smés aminokyselin v molarnim zastoupeni

odraZejici reaktivitu jednotlivich chrdnénych deri.
vatll, nebo je providino délent pevného nosiée ajehy
sméSovdni po kondenzaci, tak jako v piipadd dils
popsané technologie Seiectide. Nosit s pt:ptsdovym_-if
fetdzoem z random.‘zovanych aminokysehin je pak::
rozdelen na (naptiklad) 20 stejnych dild a na kazdy
dil j& pfipojena jedita aminokyselina, KaZda z dvaceri.
veznikifch st je znovu rozdilena na dvacet dili 3
opét definovand aminokyselina je pfipojena. Timyg

zplsobem venikne 400 smést peptidl majicich v pozis.
cich 1 a2 viechny moZné kombinace pfirozenych’

- aminokyselin. Vzniklé smési jsou biologicky:

vyhodnoceny a nejaktivndjE smés je poudita jake’
zéklad pro syntézu daiich definovanych smés, ’i‘cciy-:
napfiklad z testd 400 smést hexapeptidi se ukazala:
jako nejelibn&ji ta, kierd v poloze 1 a 2 obsahovaly
Asp a Gly (smés zadens DGXXXX - D a G jsou.
jednopismenkové symboly aminokyselin 2 X j.e-
symbal pro smés dvaceti aminokyselin). Tato smés:
obsahovala 160 000 peptidd. V dalsim kroku bylg
piipraveno dvacet smési DGOXXX (O je symbol pro
definovanou aminokyseinu) o 8000 peptidech. J cpch
vyhodnocenim byla zjisténa jako ne;vyhodnéﬁi
aminokyselina v pozici 3 kyselina glutamovi (E). e
tedy pripraveno deliich dvacet smést o 400 peptidech
majicich serukiury DGEOXX, Nésledujic dva kroky
vedou k uréeni struktury aktivaiho peptidu
DGER’I‘C Jak je vidgt z tohoto péiklady, bylo téeby
sym62y 460 smési a 20 peptidd a bielogického
vyhodngcent 480 vzorkil kuréeni struktury aknvru'hu
peptidu. Popsang techno[ugzc byla publnkovana ¥
¢asopise Mature Richardem Houghscncm a spol. ¥
roce 1991 a byla zdkladem firmy Houghten Pharma:
ceuticals, kterd ji pousiva k nivrhu struktur novych
|é&iv. Prvnim, kdo pupsal moZnost pouZiti defi
novanych smésf k vyhleddni aktivniho peptidu by
Mario Geysen, ktery jiz v roce 1986 publikoval v
popsanou metodu pro syntézu a testovdni smési
které jsou pripraveny a testoviny na modifikovangcl
polyethylenovych tyGinkich. Vzhledem k tomu, %
metoda neposkytla viznamné vysledky, M.Geysen si
zaméfil na zdokenalovdni maohondsobné syntézy :
techniku peptidovych knihoven dale nevyvijel
PHznalné je, 7 ve své dobe (vroce 1986) nebyla dob
zrald pro myslenku pousiti knihoven a publikac
zasland do asopisu Science byla zamitnuta s arg
mentaci, Ze price pouZiva velmi chabg dcﬁnm’an
smési latek pro biologické vyhednoccm ’



Kaihovny tietiho typu jsou vlasind "pravimi’
aihovnami. Tak, jako v knihovng knih, clovék
makromoleknideni akceptor} vyhledi z milion
svazkfl tu knihu, ke které ma v dany okam3ik nejvétsi
itu (chee si fi pfedist) a pfedte si jeji obsah, tak
e‘ccj:ior interaguje s jednou partikuli z knthovay
eotidil, na keers je vézin synteticky peptid, Inte-
akee je vyuZita k oznalenf dané stice. Cstice je
ddélena ze smési (vynesena z knikovy) a sekvence
eptidu je stanovena chemickymi metodami (kniha
fectena). Piprava knihovny tohoto drubu tedy
oskytuje "smés &istych peptidii” neznimého sioZeni,
sich? struktura je stanovavana teprve tehdy, jestlize
terakce peptidu s makromolekuidraim akeeptorem
- detegovéna. Syntéza "smési &istych peptidd” je
sloZena na velmi jednoduchém triku, kterd pro
ravit ekvimoldrni smési peptidl navrhl Arpdd
irka jiZ v roce 1988 na Biochemickém kongresu v
ze, Technika pfipravy spodivd v tom, e
'nﬁcnzace a partikule pevné fize (obvykle kulicky
riméru zhroba 100 gm) jsor po ukonéeni
'ndenza_cc smichdny a prerozdileny pro dalii krok
ytézy. Timto zplsobem kazda jednotliva partikule
fichdz{ do styku v kondenza€nim stupni pouze s
ou aktivovanou aminokyselinou a tudi¥ pouze
diny peptid je syntetizovin na jedné &stici pevného
site. Furka pii ndvrhu zpdsobu syntézy smési
ptidh peehléd] prosty fak, se ka#da Eastice nosife
sahuje unikdtni peptidovou sekvenci. Kit Lam
ojil moZnost syntézy Zstého peptidu na polymerni
tici s moZnosti detekee vazby na pevném povrchu

moci ELISA testu a mo¥nost{ stanoveni struktury
7 ];é:dimi kuligky v takzvanou Selectide technologii,

4 se stala zakladem stejnojmenné frmy {ve kterd

mochodem v soudasnosti pracuje 10 deskych a

venskych peptidovich chemiki).

Josite polystyrenového typu poskvtuji zhruba 30-

) pmolt peptidu, coZ je mnoistvi dostatedné pro

:'novem‘ struktury bud’ pomoci Edmanova odbou-

véni nebo po oditépent z nosite pomoci hmotové

spekeroskopie, Jeden gram nosiée obsahuje zhruba 1

m;l_ion tistic a tudi? kempletni knihovna penta-

peptidit (3.6 miliontt peptiddi) by mohia byt pfipra-

':a na méné ne 4 g nosiée. Vzhledem k tomu, Ze

k rozdélovini pevného nosiCe v kaZzdém stupni

ikézy je statistickym procesem, jistoty, Ze ziskdme

chny moZné struktury, miZeme ziskat aZ pfi poudi-

tndctindsobk: tohoto mnozstyi. Na druhé strané

ale neni tieba se obdvat ztraty informace pii pou#iti

L]

nedplné knihovny pro biologicky test. Podstatnd je
informace o diile#itosti jednotlivich aminokyselin v
peptidu pro vazbu na dany akeeptor. Pokud viech pét
pozic pentapeptidu je kritickych pro vazbu na dang -
receptor, pak mime v piipadé pouZiti 4 g kathovny
pentapeptidl zhruba 70%ni pravdépodobnost nale-
zeni této unikdtni sekvence. Pokund viak pouze (fi
pozice pentapeptidu jsou kritické pro vazbu na
akceptar, pak bychom mél palészr 400 rozliéngeh -
&dstic obsahujicich strukturni kensensus pro tfi polo-
hy fetézce. Lze odvodit nasledujic vzorec:
]Ug(vzon:k) ]Og(hi(u)
log(“mk)

Bgrit = - Iog[amk}

kde nigic je poéer "kritickych” zbytkd v peptidu,
vzarek je pocet Eastic vzarfeh do experimentuy, hitd je
pofet nalezenych poztivnich &istic a amk je podet
randomizovanych aminokyselin v ka#dé pozici pepti-
du. Jak je vid2t, je moZno testovat knihovau libovoing
diouhych peptidi, nebot zdvislost podtu hith na podte
"kritickych" zbytkl neni ovlivnéna délkou peptidu.
Piprava kompletni knihovay dekapeptidd by vyZa-
dovala pouiti 10 000 kg polymerniho nosite, pfesto
viak testovdni pouze 1 p knihovny, tj. 1 000 000
struktur miiZe piinést 100 pozitivnich &istic v piipa-
d&, Ze dekapeptid obsahuje tfi "kritické™ zbytky.






