
7. Kombinatoriální syntéza peptidů



S rozvojem syntézy peptidů rostly požadavky 

na kvantitu syntetizovaných peptidů pro bioaplikace. 

Od 80. let se začínají rozvíjet techniky vícenásobné paralelní syntézy,

tzv. multiple parallel synthesis. 

Poté už byl jen krok ke 

kombinatoriální syntéze peptidů, 

tzv. combinatorial peptide synthesis, 

nebo-li syntéze knihoven peptidů (peptide libraries), typicky ve formě směsí. 

Např. použití 20 aminokyselin může vygenerovat až 206 hexapeptidů,

tj. 64 miliónů.

Výhodou kombinatoriální syntézy směsí proti paralelní syntéze jednotlivých peptidů 

je, že je k tomu třeba mnohem méně reakcí.

Na kombinatoriální syntézu navazují i speciální techniky testování knihoven látek. 



Principem kombinatoriální syntézy peptidů je

syntéza všech možných permutací sekvence peptidu o dané délce

a za použití daného množství aminokyselin

a jejich, pokud možno, současné, a co nejefektivnější testování.

Zjednodušeně řečeno,  kombinatoriální peptidová chemie spočívá v přípravě a testování
velkého množství látek (peptidů) současně a často ve směsích



Např. 2 pozice (A a B, dipeptidy AB), 3 aminokyseliny (1-3), tj. 32 = 9 peptidů

Dipeptidy 400
Tripeptidy 8,000
Tetrapeptidy 160,000
Pentapeptidy 3,200,000
Hexapeptidy 64,000,000
Heptapeptidy 1,280,000,000

Např. při použití 20 aminokyselin:

Např. syntéza 3,2 millionů pentapeptidů zvlášt‘ 
(10 aminokyselin denně) by trvala 1,6 milionů dní, 
tedy 4400 let nepřerušované práce.

Kombinatoriální syntéza peptidů: syntéza všechny možných permutací



Např. chceme otestovat všechny varianty dipeptidů složených z 20 aminokyselin (A1-A20).

Takových dipeptidů je 400, tj. 202 (počet použitých aminokyselinpočet pozic) 

Při paralelní syntéze by bylo třeba k jejich přípravě 400 jednotlivých syntéz. 

Kombinatoriální syntéza používá metodiky, které šetří práci:

Ax je směs
20 aminokyselin
tj. A1- A20

Syntézou připravíme 20 směsí, tj. A1AX až A20AX

Každá z 20 směsí obsahuje 20 peptidů. 

Tyto směsi otestujeme a vybereme nejlepší, tj.
např. A7AX.

Pak už jen připravíme peptidy v této směsi obsažené,
tj. A7A1 až A7A20 a otestujeme je a vybereme nejlepší.

K biologickému testování 400 peptidů tedy postačilo jen 40 syntéz/testů. 

Nejjednodušší příklad: knihovna dipeptidů



37 000 x sladší než glukóza

I malé dipeptidy mají smysl



Na počátku kombinatoriální syntézy byla 

Paralelní vícenásobná syntéza peptidů
tzn. syntéza mnoha peptidů současně, ale ještě ne ve směsi

Ronald Frank v Německu, syntéza na papírových (celulózových) discích,
nejprve nukleotidy, pak peptidy, tzv. spot synthesis. 

Např. syntéza na bavlněném laboratorním plášti
či filtračním papíru, tj. celulóze. 

Esterifikace OH skupin celulózy.
estery nejsou stálé v bazickém vodném prostředí, 

což umožňuje uvolnění peptidů do roztoku po syntéze



Paralelní syntéza peptidů

Richard Houghten v USA, syntéza v „čajových sáčcích“ (tea bags)

Plastový děrovaný pytlíček

Některé operace
se dělají společně!
Šetří to čas.



Paralelní syntéza peptidů

Mario Geysen v Austrálii, syntéza na plastových tyčinkách, ztv. Multipin method



Paralelní syntéza peptidů

Stephen Fodor, USA, průkopnická práce pro rozvoj čipových syntéz
Převzala firma Affymax



Metody syntézy a charakterizace 

kombinatoriálních knihoven peptidů lze rozlišovat podle: 

- Typu pevného nosiče pro syntézu (zrna pryskyřice, čipy, bavlna)

- Způsobu vytváření směsí aminokyselin (inkorporace směsi či jednotlivě) 

- Způsobu jakým jsou knihovny testovány (v roztoku či imobilizované)

- Způsobu jakým jsou jednotlivé peptidy v knihovnách identifikovány



Knihovny připravené metodou syntézy typu „rozděl-smíchej“

(divide-couple-recombine, split-and-mix či portioning mixing)

R. Houghten et al. Nature 354, 84, 1991
K.S. Lam et al. Nature 354, 82, 1991
S. Furka et al. IJPPR 37, 487, 1991 

Výsledná knihovna, tři směsi látek, se může ponechat rozdělená (podle C1, C2 a C3) či smíchat dohromady.

Tripeptid A-B-C
(3 pozice),
tři aminokyseliny
(1,2 a 3), 
tj. 33 =  27 peptidů

Reakce pouze s jedinou definovanou AMK

Reakce pouze s jedinou definovanou AMK

rozdělit

rozdělit

rozdělit

smíchat

smíchat



Syntéza typu „rozděl-smíchej“ na pryskyřici složené z kuliček polymeru generuje:

na každé kuličce pouze jeden druh peptidu (one-bead-one-compound, OBOC).

Peptidy mohou být odštěpeny z pryskyřice a testovány v roztoku, nebo testovány na pryskyřici.

Přítomnost pouze jednoho peptidu na kuličce usnadňuje identifikaci aktivních peptidů.

Je třeba použít takový počet zrn pryskyřice, který je alespoň několikrát větší než počet peptidů, 
aby byl každý peptid přítomen se statistickou pravděpodobností (dochází k ztrátám).

1 g typické pryskyřice (zrna o průměru 100 μm) obsahuje jeden asi milión zrn (asi 106).
Jedno zrno pryskyřice obvykle obsahuje okolo 200 pmol látky, 
tj. okolo 0.1 µg peptidu s Mr = 500 g/mol. 

Smíchání pryskyřic dohromady také šetří čas protože promývání či deprotekce
mohou být provedeny najednou.
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Arpád Furka
maďarský chemik

První kombinatoriální knihovna peptidů připravená metodou „rozděl-smíchej“, 1982:

Technika ale opravdu prorazila až díky 

Kit S. Lam (Nature 354, 82, 1991)
One-bead-one-compound (OBEC)

Richard Houghten (Nature 354, 84, 1991)
Iterative deconvolution vs positional scanning

S. Furka et al. IJPPR 37, 487, 1991 
Neuvědomil si asi zcela
dosah svého objevu;
tj. OBOC + testování.



Michal Lebl

Viktor Krchňák



Knihovna připravená reakcí se směsí aminokyselin
Je to alternativní metoda vytváření směsí peptidů vůči metodě „rozděl-smíchej“.

Reakce se směsí AMK ale vytváří na jednom zrnu pryskyřice více peptidů. Ax

A1-A2-A3-A4

A2

A1

Ax-Ax-Ax-Ax

Čtyři pozice, 19 AMK, tj. 194 = 130 321 peptidů na každém rameni,
ale celkově 130 3212 = 16 983 563 041 látek celkem.

Kdyby se to dělalo na obou ramenech metodou „rozděl-smíchej“,
bylo by třeba nejméně 16,9 kg pryskyřice (každý peptid přítomen aspoň jednou na 1 zrnu).

V tomto případě postačil pouze 0.5 g pryskyřice (asi 500 000 zrn s 130 321 peptidy).

Příklad použití Syntéza metodou „rozděl-smíchej“
(one-bead-one-peptide)  

Reakce se směsí aminokyselin
(každé zrno obsahuje všechny sekvence)



A1-A2-A3-A4

Ax-Ax-Ax-Ax

1 zrno – 1 peptid

1 zrno – všechny peptidy

+ 
Testovaný

protein

Fluo

Selekce fluo+ zrn

Sekvenace „zeleného“ peptidu
(např. G-W-R-T), AA v červeném peptidu
se projeví jako šum (4/20)

G-W-R-T

A1-A2-A3-A4

všechna zrna – stejný 1 peptid

1 zrno – 1 peptid

„Zelené“ peptidy jsou testovány v kontextu všech možných „červených“ peptidů na každém zrnu.

V druhém kole zafixujeme identifikovaný „zelený“ peptid
a sekvence „červeného“ peptidu je optimalizována 
stejným způsobem (po syntéze metodou „rozděl-smíchej“).



Reakce se AA v různém poměru
podle jejich reaktivity
a celkově ve velkém přebytku
vůči pryskyřici, 5-10 ekvivalent

Reakce se AA ve stejném ekvimolárním poměru,
ale v celkově v menším množství 
vzhledem k amino-komponentě a použít
dlouhé reakční časy.

Např. při první reakci použít 0,95 ekv. 
směsi 20 aminokyselin, přičemž každá AA je 
v poměru 0,0475 ekv. vůči pryskyřici (1 ekv.)

Při druhé reakci použít stejnou směs
ale již v přebytku.

Ostresh et al. Biopolymers, 34, 1681, 1994

Chráněné aminokyseliny ale nemají stejnou reaktivitu.

Způsoby syntézy se směsí aminokyselin





Peptidové knihovny se specifickými strukturními rysy
Je možné cokoliv co chemie dovolí, např.:

Knihovny cyklických peptidů

Eichler et al. Mol. Div. 1, 233, 1996.

Knihovny peptidomimetik

Původní knihovna N-benzylace

Oxidace peptidové vazby Oxidace a N-benzylace

Rozdělením původní knihovny se dramaticky zvětšila
chemická diversita a chemické vlastnosti knihovny.

Houghten et al. Mol. Div. 2, 41, 1996.



Knihovny peptoidů, 

složených z N-substituovaných glycinů

N
R1

R2
N

O

O

Simon et al, PNAS 89, 9367, 1992

Konformačně definované 

peptidové knihovny

Např. helikální peptidy

YKXXKKXXKKXKKXXKKX-NH2
randomizované v X pozicích 

vykazovaly enzymatickou aktivitu 

Péréz-Payá et al, JBC 271, 4120, 1996



Peptidové knihovny založené na molekulárních skeletech (scaffoldech)

Vazebná místa (epitopy) v proteinech  jsou často diskontinuální a dosti rozlehlá.

Taková od sebe vzdálená místa je těžké napodobovat/mimikovat malými molekulami

či klasickými peptidy. 

Někdy ale existují tzv. hot-spots – menší části vazebných míst 

zodpovědné za většinu afinity.



Zachycení na pryskyřici

PiperidinSH-(CH2)2-OH

pToISO2H, Pd(PPh3)4

Byla připravena knihovna 27000 tří-ramenných látek, které byly testovány na vazbu Fe3+.
Opatz et al. J. Comb. Chem. 4, 275, 2002.

Molekulární, vícefunkční skelety (scaffoldy) mohou složit jako platformy pro syntézu
několika peptidů v jedné molekule.
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Do scaffoldu je click chemií inkorporováno raménko s aminoskupinou. 
Volná aminoskupina umožňuje syntézu peptidu v první pozici. 
Dále je odštěpen TES a modifikována druhá pozice, nakonec odštěpen TIPS a modifikována třetí pozice.
(Nepublikované výsledky)

Syntéza na pryskyřici

Click
chemie

Syntéza peptidu

K2CO3, click a syntéza peptidu

TBAF, click a syntéza peptidu

20 Å
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Látky se vážou na receptor insulin s Kd 0,5-30 µM

Modelování látek do komplexu
insulin-receptor



Klasifikace knihoven podle způsobu, kterým jsou aktivní látky 
v knihovně identifikovány (tzn. dekonvoluce)

Iterativní knihovny

Syntéza 20 směsí O1-X-X-X až O20-X-X-X
V testování je nejlepší O7
Syntéza O7-O1-X-X až O7-O20-X-X
V testování je nejlepší O5
Syntéza O7-O5-O1-X až O7-O5-O20-X
V testování je nejlepší O15
Syntéza O7-O5-O15-O1 až O7-O5-O15-O20
V testování je nejlepší O11
Výsledný nejaktivnější peptid O7-O5-O15-O11

Výhodou zde je, že s postupnou iterací 
neustále ubývá peptidů v knihovnách. 
Klesá tak riziko, že pokud je v knihovně aktivní jen jeden,
nebude objeven díky jeho přílišnému ředění nebo ztrátě. 

Někdy může být selekce obtížná
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Posiční skenování (positional scanning)

Testování:

D, E K I, L, V F, Y N, Q W 

Syntéza a testování všech kombinací peptidů: 2 x 1 x 3 x 2 x 2 x 1 = 24 peptidů

Výhodou je, že by nemělo dojít k opomenutí některé z látek.
Nevýhodou je, že látky jsou stále testovány ve formě velmi komplexních směs,
ve velkém ředění, takže může dojít k opominutí aktivní látky. 



Porovnání obou technik
Výsledek by měl být stejný



Analýzy peptidových knihoven

HPLC: V případě komplexnějších směsí (100 látek) je chromatografická analýza 
obtížná.  

100 látek, klasické HPLC

10 látek, HPLC porovnání

10 látek, LC-MS



Aminokyselinová analýza – informace o ekvimolárním zastoupení, ale ne o sekvenci

Hmotnostní spektrometrie – analýzu je možné porovnat s teoreticky vypočítaným spektrem
např. Peptide Companion software

Teoretické MS

Experimentální MS

Hmotnostní spektrometrie – fragmentační spektra, identifikace sekvence peptidu

N-terminální sekvenace (Edmanovo odbourávání) – informace o aminokyselinách v 
jednotlivých pozicích

Analýzy peptidových knihoven (směsí látek)



• Příklad rychlé sekvenční analýzy částečnou Edmanovou degradací (PED), 
následovanou MALDI hmotnostní spektrometrií

Edmanovo odbourávání

Met

HPLC a porovnání
se standardem
kvantitaivně i kvalitativně



Značení knihoven (tagging)

dobré např.  případě, že knihovny obsahují nesekvenovatelné sekvence, je obtížné látky 

identifikovat, anebo když se část peptidu odštěpuje pro testování. 

Dvě kopie stejných
látek 

Třetí kopie látek,
případně peptidová značka

Vícefázové uvolňování látek z pryskyřice (IDA-DC linker)

Testování v roztoku

Případně druhé testování v roztoku

Možnost sekvenace peptidů značky

Lebl et al, Methods, 1995

diketopiperazin



Metody testování knihoven 

Přímé měření biologické aktivity s peptidy na pryskyřici.
Je to typické pro  one-bead-one-peptide (OBOC) knihovny. 

Kolorimetrický esej s enzymem,
Např. štěpení „zhášeného“ 
fluorescenčního substrátu

Kolorimetrický esej s enzymem. 

Je přidán fluorescenčně značený protein.
Různě zabarvená zrna.
Čím tmavší, tím aktivnější.

Přímý esej zrn s buňkami.

Světlá zóna okolo zrna uvolňujícího 
peptidy značí aktivitu proti 
rakovinným buňkám či bakteriím. 

Kolorimetrický esej s enzymem. 



• Test životaschopnosti buněk
• Dedikovaná mikrofabrikovaná mikrotitrační destička
• Mikronádobky pro pouze jednu kuličku (120 µm)
• „Okénko“ v buněčném trávníku - zdroj cytotoxického peptidu

Test vlivu látek na pryskyřici na přežití buněk
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Identifikace aktivních (fluoreskujících) zrn pryskyřice pomocí FACS

(fluorescent activated cell sorting)

Protein našeho zájmu s Fluo značkou

knihovna zrn s ligandy

FACS selekce zrna s aktivním ligandem,
na který se „nalepil“
protein se značkou 



Manuální selekce aktivního zrna pod mikroskopem



Problém nespecifické vazby při přímém testování na zrnech

Řešením může být snížení koncentrace na povrchu zrn až na 1-0,1% původní hustoty
a dvouvrstvá zrna (na povrchu nízká substituce, uvnitř vysoká). 
Protein nevstupuje dovnitř zrn.
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Izolace aktivních zrn pomocí proteinu zachyceného na magnetických nanočásticích



Testování biologické aktivity po uvolnění látek do roztoku.
Je to typické pro peptidy připravované v definovaných směsích.

Příklad metody iterativní dekonvoluce, která zahrnuje opakování cyklu „syntéza, testování, výběr“ 

Postupným testováním a zužováním výběru by se mělo dospět k nejaktivnější látce. 



Příklad aplikace
pozičního skenování

Skenování tetrapeptidové 
knihovny pro inhibici vazby 
selektivních ligandů μ, δ, a κ 
receptorů
Dooley, C.T., et al. J. Biol. Chem. 
273,18848-18856 (1998).



Vývoj selektivních inhibitorů peptidáz 24-15 a 24-16 za pomoci kombinatoriální chemie

Neselektivní nanomolární inhibitor obou peptidáz

Plán byl randomizovat pozice P2 a  P3 (Pro a Nle) s cílem nalézt selektivní a silnou 
sekvenci.

Endopeptidáza 24-15 (thimet oligopeptidáza, 3.4.24.15)
Endopeptidáza 24-16 (neurolysin, 3.4.24.16)
Velmi podobné enzymy, in vitro štěpí podobné substráty. 

Pro studium jejich funkce in vivo bylo třeba vyvinout selektivní a silné inhibitory.   



Klasická split-and-mix syntéza na 2-Cl-chlorotritylové pryskyřici

Získáno 20 směsí peptidů, v každé 20 peptidů 

Advanced ChemTech 357 MPS
První syntetizátor schopny syntetizovat
paralelně 36 peptidů a schopny pryskyřici smíchat
a poté ji i znovu rozdělit zpět do reaktorů.

Z-(L,D)Pheψ(PO2CH2)Gly-Yaa‘-Zaa‘

jedna AA směs 20 AA



Síla inhibice směsí inhibitorů
Z-(L,D)Pheψ(PO2CH2)Gly-Yaa‘-Zaa‘
vůči oběma enzymům při 500 nM
koncentraci 

Vybrána knihovna s Arg v P2 (Yaa‘) 
a připraveno všech 20 inhibitorů zvláštˇ.

Porovnání Ki jednotlivých inhibitorů
vůči oběma peptidázám, tj. faktor selektivity. 

Vysoce selektivní inhibitory 
Endopeptidázy 24-15 

Yaa‘ Zaa‘



Selektivní (300-400 x), 
ale i vysoce potentní



Inhibitory typu Z-(L,D)Pheψ(PO2CH2)Gly-Yaa‘-Zaa‘ nebyly ale selektivní vůči endopeptidáze 24-16, 
proto byl zvolen nový přístup. 

Schematic representation of a general approach to develop 
potent and selective inhibitors of zinc metalloproteases by 
combinatorial chemistry of phosphinic peptides. For a 
given peptide size (tripeptide or tetrapeptide in this figure), 
different peptide mixtures (a, b, and c) can be developed 
according to the position of the phosphinic bond in the 
sequence. In addition, for each mixture type, by varying the 
state of the peptide extremity (with no protecting group or a 
single or double protecting group), four subtype mixtures can be 
obtained. The circle represents a position containing in 
equimolar amounts 20 different amino acids. The determination 
of potency for each mixture allows assessment of the influence 
of the size of the peptide and the position of the phosphinic
bond on the inhibitory potency and selectivity, independently of 
the amino acid composition of these peptides.



Byly připraveny knihovny (směsi) inhibitorů, různého typu 
a zjištěna jejich inhibiční selektivity vůči peptidázám

Na základě inhibičních výsledků byl jako templát vybrán typ peptidů

„pokrývající“ obě vazebná místa P2‘ (Yaa‘) až P2 (Yaa),

která obsahovala směs 20 aminokyselin



Testování pozice P2 Testování pozice P2‘

Pro-



Byly identifikovány vysoce selektivní a potentní inhibitory endopeptidázy 24-16



Selektivní inhibitory obou enzymů byly poté použity
v in vivo studiích ke studiu funkce endopeptidáz v potkanech a myších.

Bylo zjištěno, že se obě endopeptidázy účastní degradace peptidu neurotensinu. 

Neurotensin is a 13 amino acid neuropeptide that is implicated in the regulation of luteinizing hormone 
and prolactin release and has significant interaction with the dopaminergic system. 
Neurotensin was first isolated from extracts of bovine hypothalamus based on its ability to cause a visible
vasodilation in the exposed cutaneous regions of anesthetized rats.
Neurotensin is distributed throughout the central nervous system, with highest levels in the hypothalamus, 
amygdala and nucleus accumbens. It induces a variety of effects, including: analgesia, hypothermia and increased
locomotor activity. It is also involved in regulation of dopamine pathways. In the periphery, neurotensin is found in
enteroendocrine cells of the small intestine, where it leads to secretion and smooth muscle contraction.



Na začátku minulého desetiletí jsme se pokusili 

spojit kombinatoriální peptidovou syntézu a afinitní chromatografii

s cílem identifikovat nové proteinové cíle pro pseudopeptidy fosfináty.

Inhibitory/afinitní ligandy typu: Ac-Xaa-Ala(PO2CH2)Leu-Yaa

Byla připravena knihovna látek

Ac-Xaa-Ala(PO2CH2)Leu-Yaa-(βAla)2-FL-PEGA

v Xaa vždy jen jedna AA a v Yaa směs 19 AA

PEGA - Polyetylen glykolová pryskyřice je hydrofilní 
FL – fotolabilní linker, umožňuje uvolnění látek z pryskyřice



Knihovny (afinitní kolonky) byly inkubovány s homogenátem z potkaních jater
a zachycené proteiny eluovány s těmi samými látkami co byly na příslušných kolonkách
nebo roztokem guanidinu. 

Eluované proteiny byly analyzovány elektroforézou a po přeblotování N-terminální sekvenací. 

Ac-Xaa-Ala(PO2CH2)Leu-Yaa-nosič





Rekombinantní lidskou BHMT dodal spolupracující Tim Garrow (Urbana, IL)
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Ac-Xaa-Ala(PO2CH2)Leu-Xaa‘
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Optimalizace struktury inhibitorů



Afinitní purifikace enzymu z potkaních jater na jediném imobilizovaném inhibitoru
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Kiapp ~ 10 µM pro oba substráty
Nekompetitivní inhibice

D,L Hcy 8 µM betaine 2 mM



HOOC
S COOH

NH2

S
S COOH

NH2

HOOC
S COOH

NH2

HOOC

IC50 0.087 µM IC50 0.096 µM IC50 0.2 µM

Práce s enzymem nás během dalších let dovedla
k mnohem silnějším kompetitivním inhibitorů enzymu.
Tyto látky byly použity ke studiu role BHMT in vivo.
S enzymem jsme pracovali až do roku 2014.  
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