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1. Uvod

Sprava knihoven chemickych vzorkii (CM — Com-
pound Management) pro Ucely testovani na biologickou
aktivitu s vysokou propustnosti (HTS — High Throughput
Screening) je mezioborovou védeckou disciplinou, ktera se
vyvinula v prib&hu poslednich dvaceti let'. Hlavni motiva-
ci pro vznik a rozvoj CM byla rostouci potieba subjekti
zabyvajicich se vyvojem novych 1éCiv (primarn¢ farma-
ceutické a biotechnologické spolecnosti) efektivné spravo-
vat rychle se rozrustajici sbirky vzorkti chemickych latek.
Bé&zné kolekce malych organickych molekul pro HTS ¢ita-
ji od desitek tisic po n€kolik miliont vzorku, a proto bylo
nutné zavést u¢inné postupy pro jejich skladovani, nakla-
dani s nimi, jejich kontrolu kvality a spravu celkové logis-
tiky téchto souborti chemickych substanci. Expanzi mnoz-
stvi dostupnych latek pro biologické testovani umoznily
predeviim piistupy vypoletni a kombinatorialni chemie”.
Stézejnimi nastroji CM jsou v dne$ni dobé¢ laboratorni
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robotické systémy, které umoznuji bezobsluzné zpracovani
tisicli vzorkd denné, a pokrocilé cheminformatické néstro-
je slouzici pro organizaci a nakladani s inventarnimi daty.

2. Zikladni cile a principy spravy slou¢enin

Zakladnim vSeobecnym principem CM je zajisténi
dostupnosti spravného vzorku v pozadovaném formatu
a konkrétnim Case pro umoznéni provedeni biologického
nebo biochemického experimentu’. Tento pozadavek je
nutné zajistit v rozsahu nékolika malo vzorkt az po néko-
lik milionti, s dirazem na maximalni moznou piesnost,
spravnost a reprodukovatelnost. Dal§im z prioritnich cilt
CM je zajisténi a monitorovani integrity vSech vzorkd
v kolekci a pfijeti opatfeni pro dosaZeni maximalni stabili-
ty latek v cCase. Jelikoz univerzalnim rozpoustédlem pro
chemické knihovny je dimethylsulfoxid (DMSO), a to
zejména diky vysoké rozpoustéci schopnosti pro vétSinu
malych organickych molekul, jsou jednim z hlavnich pro-
blému ohrozujicich integritu sbirky sloucenin jeho hygro-
skopické vlastnosti*. Nemén& dilezitym pilifem CM je
nutnost vyporadat se se spravou dynamické sbirky latek.
Pocet vzorki zpravidla nariistd v priabéhu Casu, ale stejné
tak dochazi k jejich spotfebovavani. Z hlediska logistiky
a udrzeni kompaktni knihovny latek bez nezédouci frag-
mentace byva dosazeni tohoto cile vcelku naro¢né. DalSim
vyznamnym pozadavkem je udrZovani dostupnosti a inte-
grity inventarnich dat. DosaZeni tohoto cile byva zaji§téno
pouzivanim laboratorniho informatického systému pro
spravu dat (LIMS — Laboratory Information Management
System). LIMS standardné vyuziva databazovych funkci
pro skladovani a piistup ke vSem potfebnym datim tykaji-
cich se vzorkil a materialt’.

3. Typické pracovni postupy

Pracovni postupy v CM jsou navrZeny s ohledem na
minimalizovani pravdépodobnosti vzniku chyb a nepfes-
nosti. Typicky pracovni postup pro HTS méfeni zacina
obdrzenim vzorkli a kon¢i pfipravenymi mikrotitraénimi
deskami ve formatu 384 nebo 1536 jamek (obr. 1). Prvni
krok tzv. ,,workflow* CM spociva v obdrzeni vzorkl nebo
celych knihoven vzorki, coz mize byt realizovano zakou-
penim od komer¢niho dodavatele, vlastni syntézou, nebo
ziskanim formou sluzby / spoluprace. Vzorky musi byt
dodéany s jednoznacné identifikovatelnym oznacenim
a kompletnimi privodnimi daty, jako jsou jméno vzorku,
dodavatel, navazka, strukturni vzorec / molekulova hmot-
nost, atd. Dal§im krokem je registrace vzorkd do LIMS,
jejich rozpusténi v DMSO (zpravidla v 10 mM koncentra-
ci) a prevedeni do matecnych zkumavek, umisténych ve
stojanku formatu 96 a oznacenych unikatnim 2D Data-
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Obr. 1. Schématické znazornéni typického pracovniho postupu CM pro registraci a rozpousténi vzorki a nasledné prevedeni na

mikrotitraéni desticky vyuZivané v samotném HTS experimentu

Matrix (ISO/IEC 16022:2006) kédem. Zbytky praskovych
substanci jsou prevedeny do sklenénych vialek, oznace-
nych taktéz ¢arovym kodem, a zaregistrovany do LIMS.

Dalsi fazi typického pracovniho postupu CM je trans-
fer rozpusténych latek z matetskych zkumavek na cilové —
dcefiné mikrotitracni desticky (ARP — assay-ready plates),
které jsou pozdgji vyuzity v HTS experimentu pro prenos
chemickych latek na desticky, na kterych probiha samotné
biologické stanoveni (AP — assay plates) (obr. 1). Tento
proces byva bézn¢ oznacovan jako reformatovani a cilem
je komprese formatu z 96 na 384 nebo 1536. Dcefiné des-
ticky se opét oznacuji pomoci ¢arového kodu, bézné se
pfipravuji v né€kolika kopiich a typicky obsahuji pouze
malé objemy vzorkl (4-25 pl) na jamku. Diky tomu lze
ARP vyuzivat jako spotfebni material, kdy se po spotfebovani
nebo opotrebeni nahradi dalsi kopii v sérii. Organizace inven-
tarnich dat v LIMS spole¢né s unikatnim zptsobem oznaco-
vani vSech vzorki a desticek zarucuje zaznamenani komplet-
ni historie a pfesnou lokalizaci v jakémkoliv Case.

Pro nasledné experimenty (tzv. ,hit validation®) je
zapotiebi vytvofit dedikované destiCky s vybranymi vzor-
ky, které v primarnim screeningu vykazovaly urcitou akti-
vitu. Tento proces se beézné oznacuje jako tzv.
»cherrypicking® (aktivni vzorky jsou oznac¢ovany jako hits,
cherries). Aktivni latky jsou pipetovany z matefskych zku-
mavek do formatu 384 nebo 1536 za vytvoreni fedici série.
Diky tomu lze v nasledném experimentu zjistit zavislost
biologické odpovédi na koncentraci chemické latky.

4. VyuZziti automatizace
Pro pfesné a efektivni zpracovani obrovského mnoz-

stvi vzorktl v HTS je naprosto fundamentalni vyuziti labo-
ratorni automatizace® *.
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4.1. Automatizovand zafizeni pro skladovani vzorkt

Zakladem moderniho CM je automatizované zafizeni
pro skladovani vzorkd v kontrolovaném prostiedi. Sklado-
vani vzorkll v optimdlnich podminkdch mulze zisadné
ovlivnit kvalitu a integritu knihovny. Mezi obecné poza-
davky pro skladovani vzorktl v automatizovaném zatizeni
se fadi: snizend teplota (typicky —20 °C az —80 °C), nulova
relativni vlhkost, atmosféra s nizkou koncentraci kysliku
(typicky <1 %) a zamezeni pfistupu svétla. Hodnoty vyse
uvedenych parametrii byvaji zpravidla zaznamenavany
a ukladdany. Jednodussi systémy se skladaji z manuédlng
pristupnych polic umisténych v mrazicim zatizeni, které je
vybavené systémem pro zdznam hodnot (tzv. ,,data log*).
Pokrocilé skladovaci zafizeni mivaji modularni design
s integrovanymi CteCkami ¢arovych koda desti¢ek a zku-
mavek, rozmrazovaci stanici, robotickym systémem polic
a manipula¢nim ramenem pro transport destic¢ek a stojanka
se zkumavkami (obr. 2). V soucasné¢ dobé se vyrobou
a prodejem automatizovanych skladovacich zatizeni zaby-

va cela fada komerénich subjekta’ 2.

4.2. Automatizované stanice pro pienos kapalin

Vedle pokrocilych skladovacich moznosti je dile-
zitou soucasti CM, pro dosazeni vysoké propustnosti pfi
reformatovani vzorkl, roboticka platforma pro pienos
kapalin (tzv. ,,liquid handling workstation®). V soucasnosti
jsou komercéné dostupné automatizované stanice, které
mohou byt plné integrované s dalSimi pfistroji, jako jsou
skladovaci zafizeni, ¢tecky a tiskarny ¢arovych koda, cen-
trifugy, zatavovaci zafizeni pro desticky nebo zafizeni pro
sejmuti a opétovné nasroubovani vicek z matetskych zku-
mavek (obr. 3)"*'%. K samotnému prenosu kapalin slouzi
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Obr. 2. Piiklad automatizovaného zarizeni pro skladovani
vzorki v kontrolovaném prostiedi

standardné dva typy pipetovacich nastroji: 1) pipetovaci
hlava s 96, piipadné 384 nastavci pro Spicky a 2) 4 nebo 8
nezavislych pipetovacich kanald s variabilni rozte¢i. Pipe-
tovaci nastroje jsou bézné vybavené funkci detekce hladi-
ny kapaliny pomoci vodivostni technologie (vodivé ¢erné
$picky s obsahem uhliku) nebo vyuzivaji detekci zaloze-
nou na méfeni tlaku. S pouzitim takto pokrocilé instrumen-
tace je mozné dosahnout zpracovani né€kolika tisic vzorkd
denné, a to bez nutnosti pfitomnosti nebo zasahu operato-
ra. Mezi dal$i pouzivané pipetovaci nastroje patii tzv. ,,pin
tool®, neboli jehlicovy néstavec, s jehoz pomoci lze piena-
Set objemy v fadu jednotek nanolitrti az mikrolitra'’. Ob-
jem prenesené kapaliny je u tohoto nastroje definovan
velikosti zafezli na konci jehlic, v nichz ulpi ptesné defino-
vany objem kapaliny. Zna¢nou nevyhodou jehlicového
nastavce je fakt, Ze musi byt po kazdém provedeném pie-

Obr. 3. Priklad pIné integrovaného automatizovaného systé-
mu pro pienos kapalin
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nosu dikladné vycistén sérii oplacht a suseni. Presto nelze
pfi jeho pouziti zcela eliminovat nezadouci kontaminaci
predchozim pienosem (tzv. ,.carry over®). Alternativou
jehlicového nastavee miize byt piistroj vyuzivajici jedno-
razové nizkoobjemové pipetovaci Spicky / kapilary, jako je
napf. piistroj Mosquito s rozsahem 25 nl az 5 pl (cit.").
na piezoelektrickém jevu (tzv. ,.inkjet dispensing technolo-
gy*), ktera funguje na podobném principu jako bézna in-
koustova tiskarna a s jejiz pomoci lze docilit transferu az
pikolitrovych objemi'®.

Vyznamnym milnikem na poli HTS a CM byl piichod
technologie akustického ptenosu kapalin (ADE — acoustic
droplet ejection)'®?'. Nastup ADE technologie umoznil
vyporadat se s pozadavkem rychlého a pfesného pienosu
velmi malych objemu kapalin v f4du jednotek nanolitrii az
po mililitry. Technologie je zaloZena na schopnosti foku-
sovaného paprsku ultrazvukovych vin, ktery je pfes tzv.
LHtransducer® ptiveden zespodu jamky mikrotitracni destic-
ky, uvolnit z povrchu kapaliny kapicky o presné definova-
ném objemu. Tyto kapicky jsou vystielovany do jamky na
cilové desticce, ktera je umisténa nad zdrojovou destickou
a orientovand dnem nahoru. Akustickd vilna se tvofi pfimo
v transduceru z energie radiofrekvencnich vin o vinové
délce v ¥adu MHz (cit."). Typicky objem jedné uvoln&né
kapicky je 2,5 nl a vyssiho objemu je docileno opakova-
nym vystfelenim vétStho mnoZstvi kapicek. Nejvétsi vyho-
dou ADE je fakt, ze se jedna o bezkontaktni metodu pie-
nosu kapalin a tudiZ nehrozi Zddné znecisténi vlivem diive
prenasenych vzorkd. Nespornou vyhodou je také moznost
pfenaset vzorky z libovolné jamky na zdrojové desticce na
jakoukoliv jamku na cilové desticce. Pozitivni je stejné tak
fakt, Ze k pfenosu neni zapotiebi dalsi spotfebni material,
jako jsou pipetovaci Spicky, piipadné rozpoustédla na
omyvani pipetovacich jehel. V ADE lezi dozajista budouc-
nost manipulace s kapalinami v CM a HTS.

5. Zajisténi a kontrola kvality

Kvalita testovanych latek v HTS ma zasadni dopad na
kvalitu vysledku, a proto se v oboru CM klade nekompro-
misni diiraz na zaji$téni kvality testovanych latek a kniho-
ven vzorkd. Kvalitou latek v CM se rozumi ptredevsim
jejich identita, Cistota a koncentrace. Dale mizeme kontro-
lu kvality rozdélit na dvé zakladni oblasti: 1) zajisténi kva-
lity procest a procedur (QA — quality assurance) a 2) ana-
lyticka kvalita samotnych vzorkt (QC — quality control).

5.1. Zajisténi kvality procest

Pii zajistovani nejvy$si mozné kvality pracovnich
postupi v CM je nutné dodrzovani spravné laboratorni
praxe. To je realizovano uplatiiovanim standardizovanych
procedur pro nakladani a operace se vzorky v kombinaci
s dtikladnou dokumentaci a archivaci vSech krokl v LIMS.
Kazdy vzorek v knihovné miZze byt potencialné identifiko-
van v HTS experimentu jako aktivni latka, tudiz je nutné
pristupovat k registraci a oznacovani, stejné tak jako pfi
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praci s daty v LIMS, s maximalni moZnou péci. Primarni
diraz je kladen na minimalizaci moznosti zamény vzorki
a vzniku diskrepanci mezi elektronickymi daty a fyzicky-
mi vlastnostmi vzorkd. Ctyfi hlavni faktory, které zasadng
ovliviiji kvalitu CM procest, jsou vazeni, rozpousténi,
prenos kapalin a skladovaci podminky'. A¢koliv na trhu se
v posledni dekadé objevily prvni automatizované vazici
stanice”® !, zfistavd vazeni pevnych vzorkd jednim
z poslednich obtizn¢ automatizovatelnych procesit v CM.
Obecné plati, ze pro dosaZzeni nejvys$si mozné piesnosti je
zapotiebi pifi manudlnim vaZeni pouzit analytické vahy
s presnosti 0,1-0,01 mg. Vahy musi byt, stejné jako auto-
matické pipety pro ptidavani DMSO, v pravidelnych inter-
valech kalibrovany. Nemén¢ dulezité je také zajisténi pres-
nosti pfenosu kapalin na automatizované pipetovaci stani-
ci. To je opét realizovano pravidelnou kalibraci pipetova-
cich zafizeni. Omezeni plytvani pipetovanym materidlem
je dosazeno snizenim mrtvych objemt pomoci vhodného
nastaveni pipetovacich parametrii a pouzitim optimalnich
spotiebnich materialt.

5.2. Kontrola kvality vzorkl

Fungujici QC v oblasti spravy vzorkd pro HTS po-
skytuje informace o identité, Cistoté a koncentraci latek
v ¢ase. Tyto informace jsou nesmirn€ dulezité, protoze
s jejich vyuzitim je mozné omezit zbytecné Casové a fi-
nan¢ni vydaje pii provadéni experimentt s latkami, jejichz
Cistota nebo identita klesla pod pozadovanou uroven. Ke
zménam v Urovni vySe uvedenych analytickych parametrt
muze dojit na vSech urovnich nakladani se vzorky. Hlav-
nim zdrojem snizené stability latek ve formé roztokl
v DMSO je hydratace (pfijimani vzdusné vlhkosti pii ex-
pozici vzorkil atmosférickému prostiedi)®. Hydratace
muze mit za nasledek snizeni rozpustnosti latky, jeji preci-
pitaci z roztoku a sniZeni koncentrace. Dal$im negativnim
dopadem hydratace je potencialni rozklad cestou hydroly-
zy. Pro monitorovani parametrii kvality se standardné vyu-
ziva modernich HPLC systéma s UV/VIS a MS detekci
vybavenych automatickym vzorkovacem (tzv.
»autosampler®), které jsou schopné analyzovat a vyhodnotit
stovky vzorkll denné v bezobsluzném provozu, vzorkovanim
ptimo z mikrotitraénich desticek. Ovéfeni Cistoty a identity
latek se provadi typicky po rozpusténi a registraci prasko-
vych vzorku jako vstupni kontrola, a dale pak v ptipadé latek
identifikovanych v HTS experimentu jako hity.

6. Vyuziti cheminformatickych nastroju ve spravé
slouc¢enin

Nezbytnou soucasti efektivniho CM je vyuzivani
cheminformatickych nastrojli pro nakladani s inventarnimi
daty a jejich spravu. Hlavnim LIMS nastrojem pro spravu
dat je v infrastruktute CZ-OPENSCREEN webov¢ zaloze-
na aplikace ChemGen DB (obr. 4)’. CM také rutinng vyu-
ziva sluzeb externich aplikaci, jako jsou rtzné databaze
sloucenin a jejich vlastnosti. Jednim z hojné vyuZivanych
softwarovych néastrojii je také analyticka platforma KNIME®,
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ktera umoznuje provadét operace s chemickymi daty, jako
jsou napf. pfevody mezi riiznymi formaty zapisu struktur
latek, normalizace struktur apod.

7. Zavér

Sprava knihoven chemickych vzorkl je dynamicky se
rozvijejicim oborem, u kterého lze jen téZko odhadovat,
s jakymi pozadavky se bude muset v budoucnosti vypora-
dat. Diky tomu lze s jistotou tvrdit, Ze jednou se zasadnich
vyzev CM je schopnost flexibilné reagovat na nové poza-
davky. Diky neustale nardstajicimu poctu vzorku, které je
tteba spravovat a zpracovéavat, je zfejmym trendem ve
vyvoji CM stale vétsi mira vyuziti moderni automatizace
a upousténi od manudlnich operaci se vzorky. Dale si lze
povSimnout sméfovani k miniaturizaci objemt vzorkl
a pouzivani desticek s vySS§im poctem jamek. Nespornym
prinosem pro obor CM je také vznik a vyvoj novych vypo-
Cetnich technologii a informatickych nastroji zamétenych na
préci s chemickymi daty. S jejich pomoci je mozné sofistiko-
vané vybirat pro HTS experimenty Gzce zaméfené okruhy
latek a doséhnout tak znac¢né finanéni i Casové uspory.

Tento clanek vznikl za podpory MSMT v rdamci Na-
rodnitho programu udrZitelnosti I projekt LO1220 (CZ-
OPENSCREEN).
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M. Popr, D.Sedlak, and P. Bartinék (CZ-
OPENSCREEN: National Infrastructure for Chemical
Biology, Institute of Molecular Genetics of the Academy of
Sciences of the Czech Republic, Prague): Compound
Management — Maintenance of Chemical Compound
Libraries for Use in High Throughput Screening

Historically, the Compound Management (CM) has
emerged to fulfill the needs of High Throughput Screening
(HTS) and other drug discovery processes for maintaining
large collections (typically more than hundreds of thou-
sands) of small organic molecules. High quality of the
individual chemical compounds as well as of the whole
library is substantial for achieving reliable HTS results.
Identity of the compounds is guaranteed by observing
standard operating procedures for registration and han-
dling. Every sample in the library is labeled with 2D Data-
Matrix barcode to allow automated tracking of the com-
plete history and precise sample localization at any time-
point. Long-time stability of the chemical samples is en-
sured by optimum storage (20 °C, inert atmosphere) and,
in case of liquids, by effective handling (limiting of freeze-
thaw cycles, minimizing exposure to atmosphere, etc.),
both realized by employing automated robotic systems.
CM makes a use of dedicated Laboratory Information
Management System (LIMS) which integrates various
cheminformatics tools to ensure accessibility and integrity
of the inventory data. The ultimate goal of CM is provid-
ing the suitable compounds of uncompromised quality and
in desired format (384- or 1536-well microtiter plates) for
the biological HTS experiment.



