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Abstract

Peptides are used as synthetically available and easily derivatizable scaffold upon which
it is possible to develop ligands targeting broad spectrum of biological targets. A time-tested
approach to peptide binder identification is the preparation and screening of combinatorial
libraries. Bypassing of this complicated procedure is possible by using biological systems
for presentation, identification and selection of peptides based on the principle of in vitro
evolution — i.e. display techniques.

There are two complementary automated solutions for peptide binder identification
described in this work. First is the SPENSER parallel peptide synthesizer, developed
as a part of this diploma project, which can be used for peptide ligand discovery
and optimization as well as validation of ligands identified using display techniques. Several
libraries consisting of a total of 1 052 peptides have been prepared and then used to describe
its potential applications. A sample of 154 preparations, representing 14.6 % analytical
coverage of the prepared libraries, showed an average purity of 67 + 19 % according
to LC-MS.

The libraries presented illustrate that SPENSER is a suitable tool for the parallel synthesis
of linear and disulfide-cyclized peptides with limited variability, or libraries consisting
of short peptides. Furthermore, its relatively low reaction scale compared to commercially
available synthesizers allows for more economical preparation of libraries from expensive
building blocks.

Secondly, the ToRNAdo protocol is presented as an automated variant
of the well-established mRNA display method with a minimized number of operations, fully
executable by an integrated workcell consisting of commercially available solutions —
Agilent Bravo pipetting robot, Biometra T-Gradient PCR cycler and a selective compliance
assembly robot arm.

Protocol validation was performed on a model binary library consisting of sequences
encoding FLAG and HA epitope tags. Both model sequences were successfully selected
with the corresponding antibodies. Necessary modifications of the protocol before its full

use outside model libraries are discussed.

Keywords: High-throughput screening; peptide synthesis; in vitro evolution; molecular
recognition; method development

(In Czech)



Abstrakt

Peptidy tvofi synteticky dostupné a snadno derivatizovatelné ,,leSeni®, na jehoz zéklad¢
je mozno vyvijet ligandy zaméfené na Siroké spektrum biologickych cilii. Tradi¢ni postup
k identifikaci téchto vychozich peptidi je pfiprava a testovani kombinatorialnich knihoven.
Kombinatoridlni syntézu a nasledny screening je mozné obejit vyuzitim biologickych
systémi prezentace, identifikace a selekce peptidii zaloZzenych na principu in vitro evoluce —
tzv. display technik.

V této praci je predstaven vyvoj automatizovanych feSeni obou téchto piistupti. Prvnim
znich je paralelni syntetizator peptidd SPENSER vyvinuty v rdmci tohoto diplomového
projektu jako nastroj k hledani a optimalizaci peptidovych ligandi, stejné jako k validaci
ligandti nalezenych display technikami. K popisu jeho funkénich omezeni bylo pfipraveno
n¢kolik knihoven sestavajicich celkem z 1052 peptidd. Reprezentativni vzorek
154 preparaci, ptedstavujici 14,6 % analytické pokryti ptipravenych knihoven, vykazoval
dle LC-MS primérnou ¢istotu 67 £ 19 %.

Na ptedlozenych knihovnach je ilustrovano, ze SPENSER je vhodnym nastrojem
pro paralelni syntézu linearnich i disulfidové cyklizovanych peptidi s omezenou
variabilitou, ¢i knihoven sestavajicich z kratkych peptidi. Jeho nizky rozsah reakce
ve srovnani s komeréné dostupnymi syntetizatory dale umozituje hospodarn€jsi ptipravu
knihoven z drahych stavebnich blokd.

Dale je v této praci je predstaven protokol ToRNAdo jako automatizovand varianta
znamé metody mRNA display s minimalizovanym poctem operaci, proveditelnych v plném
rozsahu integrovanou sestavou sloZzenou z komercéné dostupnych feSeni — pipetovaciho
robota Agilent Bravo, PCR cykleru Biometra T-Gradient a robotické ruky SCARA.

Validace protokolu byla provedena na modelové bindrni knihovné sestavajici ze sekvenci
kodujicich epitopové znacky FLAG a HA. Obé modelové sekvence byly UspéSné
selektovany odpovidajicimi protilatkami. Diskutovany jsou nutné upravy protokolu

pted jeho plnou vyuZitelnosti mimo modelové knihovny.

Klicova slova: Testovani s vysokou propustnosti; peptidova syntéza; in vitro evoluce;
molekularni rozpoznavani; vyvoj metod



1. Teoreticka ¢ast

1.1. Peptidy

Peptidy a proteiny se podili na pestré Skale biochemickych procest a fyziologickych
funkci. Ackoli spolecné sdili stejnou chemickou strukturu s charakteristickou peptidovou
vazbou vznikajici dehydratacni kondenzaci karboxylové a aminové skupiny, jako peptidy
oznacujeme oligomery s délkou do 50 aminokyselinovych zbytkli a ostatni polymery této
tfidy oznaGujeme jako proteiny. Ackoli termin protein se poprvé objevuje jiz v roce 18381,
pojem peptid je ustanoven az v roce 1906°. Endogenni proteiny a vétSina peptidii jsou
syntetizovany v ribosomech pomoci prekladu mRNA ve vyhradni enantiomerni Cistoté
z 20 proteinogennich L-aminokyselin (s méné cCastymi vyjimkami napf. pyrrolysin,
selenocystein), vykazujicich pestrou skalu vzijemné komplementarnich strukturné-
chemickych vlastnosti.

Peptidy se vyznacuji omezengj$imi sekundarnimi a vys$Simi strukturami ve srovnani
s proteiny. Svou malou velikosti jsou v Zivych organismech piedureny k plnéni
biologickych funkci v oblasti signalizace (hormony, neurotransmitery, ristové faktory),
obrany (antibiotika, toxiny) a udrzovani homeostazy (antioxidanty). Vhodnost k plnéni takto
rozmanitych funkci z peptidi tvoii vhodné leSeni (angl. scaffold), na jehoz zdkladé jsou
ve farmaceutickém vyzkumu vyvijeny rozmanité farmakofory zamétené na Siroké spektrum
biologickych cili. Divodem, pro¢ peptidy obvykle (s vyjimkou hormont pf. insulin,
oxytocin) nejsou cilovymi farmakofory, je jejich Spatna gastrointestinalni absorpce, stabilita
a biologicka dostupnost. Tyto faktory je vSak mozné piekonat modifikacemi peptidu —
alkylacemi patefnich a-amino skupin, inkorporaci nepfirozenych aminokyselin a zaménou
amidovych vazeb za strukturni analogy. Tyto derivaty peptiddi souhrnn€ oznacujeme jako
peptidova mimetika’.

Prvnim ptikladem peptidové syntézy v modernim smyslu je prace Emila Fischera z roku
bylo zavedeni chranicich skupin, které zamezuji vedlej$im reakcim pfi zavadéni trifunkénich
aminokyselin®. Tento kli¢ovy koncept vytstil v pfedstaveni prvni totalni syntézy oxytocinu®
aje v fadé variaci”® v peptidové syntéze i mimo ni nadale pouZzivan. Peptidové syntéza byla
v tomto obdobi provadéna v roztoku, coZ pfinaSelo kromé vyhod (napf. precizni kontrola
nad meziprodukty), velké mnozstvi nevyhod — zejména vysokou materidlni a ¢asovou

narocnost a obtiznou skélovatelnost procesu.



1.1.1.Syntéza na pevné fazi

Nevyhody syntézy v roztoku byly potlateny s prvni prezentaci peptidové syntézy
na pevné fazi Robertem B. Merrifieldem roku 1963 na chloromethylovaném zesitovaném
polystyrenu’. Ackoli tato metodika byla pfijimana velmi pomalu, dnes je k laboratorni
chemické syntéze peptidli vyuzivana takika vyhradné. Syntéza peptida s vyuzitim piipojeni
na polymerni nosi¢ zjednodusila proces syntézy peptidii a umoznila studium jejich vlastnosti
v rozsahu zcela nepfedstavitelném pied objevem této metodiky.

Klicovym konceptem SPPS (zkr. angl. solid phase peptide synthesis) je imobilizace prvni
aminokyseliny pomoci C-konce (v omezeném poctu aplikaci se zachyt provadi
téZ pres postranni skupiny!®) k pevné fazi za vyuziti selektivné §tépitelnych spojovacich
motivl (Obrazek 1). Vybér zavisi na tom, zda je cilovou molekulou C-koncova kyselina,

¢i amid, a zda ma mit peptid po odStépeni stale postranni ochranné skupiny.

Cl

Wang - kyselina _Q_\ 2-chlorotrityl chlorid - kyselina C;_CI
90-95% TFA, 1-2 hodiny 1-5% TFA, 1-5 minut E

NH, NH,
. . o
Rink - amid O_/ O Sieber - amid O_/ Q
50-95% TFA, 1-2 hodiny o Q 1% TFA, 10-30 minut 5 O
/
—

Obrazek 1. Priklady spojovacich motivt s pryskyfici pro Fmoc SPPS C-koncovych kyselin (nahote),

nebo amidu (dole) s riznou mirou stability viéi kyselé hydrolyze ilustrovanou orientacni koncentraci
trifluoroctové kyseliny (TFA) a délkou inkubace pro odstépéni'® . Znazornény jsou pouze klicové
koncové Casti spojovacich motivil, zpiisob napojeni na pryskyfici za nimi se muze liSit u riznych
variant dané pryskyfice. Misto pfipojeni karboxylové skupiny je oznaCeno Cervené (ester),

nebo modie (amid).

Samotna syntéza peptidu pak probihd opakovanim dvou reakci — kondenzace chranéné
aminokyseliny s a-amino skupinou rostouciho peptidu (téZ oznaCovano acylace, elongace,
¢1 kopulace) a nasledného odstranéni chranici skupiny o-amino skupiny zafazené
aminokyseliny po dokonceni kondenzace.

Peptidova kondenzace vyzaduje pro provedeni pfi Setrnych podminkach kompatibilnich
s postrannimi skupinami a s jiz existujicimi peptidovymi vazbami rozdéleni do dvou

krokii — aktivace karboxylové skupiny ndsledované aminolyzou jeji aktivované formy!'?



Aktivace je mozné dosidhnout fadou postupti mj. formaci acylhalidu'®, anhydridu'4,
¢i esteru®,

V této praci je pouzivan k aktivaci aminokyselin diisopropylkarbodiimid (DIC'®), jejichz
spolecnou reakci vznika aktivni O-acylisomocCovina (Obrazek 2). Naslednou esterifikaci
pomoci ethyl kyanohydroxyiminoacetatu (ozn. ve formé volného hydroxyliminu Oxyma
Pure!®) vznik4 aktivni ester, ktery je nasledn& aminolyzovan za vzniku peptidové vazby.

Ackoli je peptidova kondenzace mozna i bez jejich pfitomnosti, Oxyma a.j. N-hydroxy
aditiva (pf. N-hydroxybenzotriazol HOBt a jeho 7-aza derivat HOAt) formujici aktivni
estery brani vzniku inaktivni N-acylmocoviny O—N piesmykem v pribéhu dlouhych reakci

a téz omezuji racemizaci'®

DIC /J\ @/I\ O-acyn‘isourea)\
N H
; /\O)l\f )‘I\o \N
~ Q/ /J\

)\ JL J\ aktivni ester o
dusopropylurea NC. NC Oxyma
© 0/\ ©o o o
AN g —> I«
=)
o 2r.l R, R | 07 R N7 2
NHz Rz H
HoN
® R

Obrazek 2. Mechanismus peptidové kondenzace pomoci DIC jako dehydratacniho ¢inidla a Oxyma
Pure jako aditiva'’>. Kroky na hornim fadku pfedstavuji aktivaci karboxylové kyseliny,

niZe je popsana aminolyza vzniklého aktivniho esteru.

Kombinaci chemie chrédnicich skupin a zachytového motivu je mozné dosidhnout
syntetického protokolu, kde k odstranéni chréanici skupiny a-amino skupiny, postrannich
fetézcl a odstépeni peptidu z pevné faze dosahujeme v odliSnych podminkach a zaroven
selektivné — zde hovoiime o principu ortogonalniho chranéni'’, které je taktéz definujici
charakteristikou SPPS.

V piipad€ Ze je nutné pfipravit peptid se zachovanymi postrannimi chrdnicimi skupinami
(Obrazek 3) pro dals$i modifikace, je mozné zvolit pryskyfici s vyssi labilitou v kyselém
prostiedi (pf. Sieber amidova a 2-chlorotrityl chloridova pryskyfice) nez potencialné dotcené
postranni skupiny. Pouziti labilngjsi pryskyftice vSak s sebou nese nebezpeci nizsiho vytézku
kvtli pozvolnym ztratdm peptidu béhem acylace v kyselém prostiedi (jako napft. v ptipadé

DIC/Oxyma strategie vyse).
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Arg 50% TFA (Lys) 35% TFA (Tyr) 90% TFA (Asn, GIn)
90% TFA 95% TFA (Trp) 90% TFA (ostatni) 95% TFA (His, Cys)
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Obriazek 3. Vzorce postrannich chranicich skupin (Pbf'®, Boc!, tBu®® 2!, Trt**?*) standardnich

Fmoc-aminokyselin® (v rime&ku) a dvou nestandardnich chranicich skupin pouZitych v této praci.
Skupina Bno?® snizuje tvorbu aspartimidovych vedlejsich produktti a STmp?’ umoziuje odchranéni
a oxidaci Cys na pryskyfici. Uvedené koncentrace TFA!” jsou orientaéni (v CH,Cl,, se zachytavadi)

a slouzi pro ilustraci rizné odolnosti viici kyselé hydrolyze.

Pro aminoskupiny jsou v SPPS pouzZivany dvé hlavni chrénici skupiny -
fluorenylmethyloxykarbonyl ~ (Fmoc)  odstratiovany v bazickych  podminkach?
a terc-butyloxykarbonyl (Boc) odstraiiovany v kyselych podminkéach (Obrazek 4 na dalsi
strang)’® 2°. Tyto skupiny k zachovani ortogonality chranéni dale diktuji repertodr
postrannich chréanicich skupin, ¢imz tvofi dvé€ hlavni strategie v SPPS oznacované Boc/Bzl
a Fmoc/tBu?°.

Pti odstraiiovani chranicich skupin dochédzi vzdy ke vzniku reaktivnich vedlejSich
produktl, které je tfeba eliminovat vhodnymi zachytavacimi €inidly (angl. scavenger) —
vodou?! pro terc-butyl karbokation (Obrazek 4 dole, plati pro Boc i tBu),

triisopropylsilanem™

pro trifenylmethyl karbokation (Trt) a 2,2,4,6,7-pentamethyl
dihydrobenzofuran-5-sulfonyl kation (Pbf), a pro dibenzofulven (Obrazek 4 nahote) vznikly
pii  rozkladu Fmoc skupiny tuto roli plni samotna baze (piperidin)®.

Mezi dalsi zachytavace casto pouzivané v odchranovacich koktejlech se fadi mj. fenol (tBu),



anisol (tBu trifluoroacetat), 1,2-ethandithiol (tBu a Trt) a thioanisol (Trt, ochrana Met

pied oxidaci)*>.
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Obrazek 4. Srovnani mechanismu odchranéni ortogonalnich chréanicich skupin Fmoc (nahoie®)

a Boc (dole?® %), spole¢né s mechanismem zachytu reaktivnich vedlejsich produkti.

1.1.2.Automatizace syntézy

Logickym rozsitenim metodiky SPPS byl rozvoj technologie kombinatoridlni chemie
a otevieni moznosti pfipravy knihoven peptidii umoznujici efektivni vyhleddvani peptidi
s novymi uzitnymi vlastnostmi. Vyvoj kombinatoridlni chemie dosahl nejvétsiho pokroku
v 80. a 90. letech minulého stoleti** a umoznil syntézu rozsahlych souborii sloudenin
paralelnim zptisobem mnohem rychleji a levnéji, nez by bylo dosazitelné syntézou sloucenin
v sérii. V &ele tohoto vyvoje stala pravé paralelni syntéza peptidi*> ¢ diky robustnosti SPPS,
ktera ve vétSin€ piipadl nevyZzaduje inertni atmosféru, dlouhé reakéni casy, nebo zvySenou
teplotu a tlak.

Ackoli prvni pfistroj z velké ¢asti automatizujici SPPS byl popsan jiz v roce 1966
autorskym kolektivem stojicim za zrodem této samotné metodiky’’, masovému rozsiteni
a plné automatizaci syntézy stala v cesté¢ v té dob¢é vyhradné pouzivana Boc/Bzl strategie
chranéni. Kapalinové cesty pfistroje musely byt odolné vici TFA pouzivané k odchranéni
Boc ana zavér protokolu musela byt pouzivana HF k odstranéni postrannich chranicich
skupin a uvolnéni peptidu z pryskyfice. Po uvedeni Fmoc/tBu strategie’> byl v roce 1986
popsan prvni piiklad plné automatického syntetizatoru (PEPSYNthesizer, viz Tabulka 1)
se zpétnovazebnou kontrolou priibéhu reakce®. Ackoli byl pfistroj schopen az dvou syntéz
zéaroven, otazka paralelni syntézy ve vétSim rozsahu ziistala stdle nedotesena.

Prvni techniky paralelni SPPS byly vyvijeny v 80. letech napf. syntéza na ty¢inkach?

a diskova syntéza na celul6ze®. Diskova syntéza je i v dne$ni dob& dochovéna jako tzv. spot



syntéza*® jelikoZ je snadno proveditelnd v malém méiitku (obvykle na archu celulosové
matrice pokrytém teCkami rostoucich peptidi) i bez pouziti automatizace na levném médiu
a vznikla peptidovd matice tecek muize byt piimo testovdna za pomoci analyzy obrazu.
Jeji nevyhodou je omezeny rozsah reakce (Ize pouze zvétSovat povrch tecky), obtizna
analyzovatelnost produktu a nutnost testovat peptid pfimo na pevné fazi. Prvnim piikladem
automatického paralelniho syntetizatoru pracujictho se standardnimi pryskyficemi

se nasledné stal az Zinsser Analytic SMPS 350 uvedeny na trh v roce 1989%!.

Tabulka 1. Ptfehled komercnich paralelnich (tzn. schopnych alespoii dvou reakci zaroven)

peptidovych syntetizatori s parametry prototypu syntetizatoru popisovaného v této praci

pro porovnani. Pievzato s aktualizacemi z literatury*>+.

vyrobce model # reakci rozsah reakce strategie
Apogee 10 100-500 umol Boc / Fmoc
AAPPTec Triton 32 2-250 umol  Fmoc
Apex 396 384 0,015-2 mmol Boc /Fmoc
Applied Biosystems Pioneer 32 25-100 pumol ~ Fmoc
Argonaut Technologies Quest 210 10 50-500 umol Boc/Fmoc
Biotage Syro I 48  1-600 umol Boc / Fmoc
Syro 11 96 1-600 umol Boc/Fmoc
Chemspeed Technologies PSWI1100 80 0,005-5 mmol Boc/Fmoc
Cambridge Research Biochemicals PEPSY Nthesizer 2  0,2-1mmol  Fmoc
CSBio CS336 3 50-250 pmol Boc / Fmoc

ResPep 6 25-200 umol  Fmoc
CEM ResPep Microscale 24 2-5pumol  Fmoc
MultiPep 192 2—-10 umol ~ Fmoc
AutoSpot 800 3 nmol Fmoc

Gyros Protein Technologies Symphony 12 5-350 umol Boc /Fmoc
Shimadzu PSSM-8 96 5-400 umol  Fmoc
Spyder Instruments Compas 242 24 10-50 umol  Fmoc
Compas 768 768 2-5 umol  Fmoc
. . SMPS350 144 50 pmol Fmoc
Zinsser Analytic Pepsy-System 864 2 umol  Fmoc
UOCHB (tato prdce) SPENSER 384 0,05-2 umol  Fmoc

V nésledujicich letech se na trhu objevila fada syntetizatorti umoznujicich paralelni SPPS
ve vétSich rozsazich reakce. U dostupnych paralelnich syntetizatori je nejnizs§i pracovni
rozsah reakce 1 pumol u Biotage Syro obou verzi, coZ v pfipadé¢ syntéz s drazSimi

nestandardnimi bloky muze byt stale finan¢né prohibitivni. Déle popisovany syntetizator
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SPENSER umoznuje syntézy se standardnimi pryskyficemi v niz8ich rozsazich blizkych

spot syntetizatortiim (0,05-2 pumol oproti pfiblizné 3 nmol na piikladu CEM AutoSpot).

1.1.3.In vitro evoluce

Obejiti v neékterych ptipadech komplikované kombinatoridlni syntézy a ndsledného
screeningu je mozné vyuzitim biologickych systému prezentace, identifikace a selekce
peptida zalozenych na principu in vitro evoluce. Prvni ptiklad in vitro evoluce byl popsan
v 60. letech minulého stoleti na systému QB RNA-dependentni RNA polymerasy a RNA
templatu**. Popsany systém vyvijel selekéni tlak na délku templatu diky rychlejsimu piepisu,
jehoz vysledkem byl po 74 generacich minimalizovany fragment ptezdivany ,,Spiegelman's
Monster o velikosti 218 bazi zpavodnich 4 500 bazi templatu*>. Koncept byl
v 80. a 90. letech déle rozsifen na vazebné peptidy*S, protilatky*’ a enzymy*® priikopnickymi
pracemi George Smithe*®, Gregory Wintera*’ a Frances Arnoldové*® za jejichZ piinos jim
byla v roce 2018 udé¢lena Nobelova cena za chemii.

V nasledujicich letech byla vyvinuta fada postupti umoziujicich selekci peptidovych
vazebnych motivii oznaovanych jako display techniky**-2. Tyto techniky jsou souhrnné
zalozené na konjugaci peptidu s nukleovou kyselinou umoziujici jeho identifikaci. Rozdily
mezi jednotlivymi technikami se projevuji pouze ve zptsobu této konjugace. Konjugaty jsou
selektovany pomoci vazby na cil a genetickd hotovost silnych afinantli je nabohacovana
opakovanymi selekénimi kroky. Obecnou nevyhodou téchto technik ve srovnani
s vysokopropustnostni analyzou kombinatoridlnich knihoven je rGznd mira vlivu
peptidového nosice-identifikatoru (napt. faga, kvasinky, ¢i nukleové kyseliny) na vlastnosti
prezentovan¢ho peptidu, coz miize vyustit ve vysoky podil faleSnych pozitivit a vyssi
néaklady na validaci vysledki screeningu, které vzdy musi nutné€ kon¢it SPPS k pozitivnimu
stanoveni afinity peptidu. Dal$im moznym tuskalim je, zejména v pfipad¢ ne-enzymovych
cili postradajicich dostupny interakéni povrch pro malou molekulu, moZznost evoluce
vazebnych motivii pro ostatni komponenty selekéniho prosttedi — zachycovacich proteint®,
materialu desticky>* ¢i blokaénich ¢inidel’’.

Plvodné;jsi techniky jako napt. fagovy display (Obrazek 5 na nésledujici stran€) pouzivaji
k prezentaci peptidi modifikované proteiny na povrchu faga (typicky Ff fagy jako napt. M13
a fd®% 37), uvniti kterého je uloZena nukleova kyselina kodujici prezentovany peptid.
Nevyhodou fagového display je velkd mira vlivu virionového nosi¢e na vlastnosti

prezentovan¢ho peptidu. Toto se mulze projevit zejména pii selekci kratkych peptidi
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napf. stabilizaci vazebného peptidu, ktery ve volné formé snadno podléha agregaci,
Ci preferenci slabé vazajicich se peptidl, které zptisobem své vazby ziskavaji vyhodu
z geometricky uspoiadané multivalentni prezentace na povrchu faga, ktera je nejcastéji
realizovana fizi s kapsidovymi proteiny plll, nebo pVIII (zndzornéné Cervené napravo,
resp. oranzové uprostied na Obrazku 5)°%. Amplifikace selektované generace fagi navic

probiha v bakterialni kultufe, coz vyrazné limituje moznosti automatizace protokolu.

i iy T > Sekvence

.E E E E “I.lsekvenace o Peptidy

] ::3 Validace l

Knihovna

l Opakovani selekce

| _-
W
iy A A {/

AHM‘ I\'\

-—

.
l

Vazebny peptid

lzolace

- - - - »

Navazani Eluce Amplifikace
dhbdddddddddddiddiddid  Promyti

Obrazek 5. Schéma fagového display pro selekci vazebnych peptidi. Rizné tvary na povrchu plll
proteinu v horni ¢asti a rizné barvy fagli ve spodni Casti diagramu predstavuji jednotlivé klony
prezentujici unikatni peptid.

Odvozengjsi techniky jako mRNA display (Obrazek 6 na nasledujici stran¢) pouzivaji
prostorové uspornéjsi, pfimou, konjugaci peptidu k nukleové kyseling®® >°. Vyhodou této
techniky je moZnost screeningu velmi rozmanitych knihoven s diverzitou az 10!l
Nevyhodou jsou vyS$$i materidlni naklady spojené se syntézou knihovny (pfi syntéze
z kodujicich triplet; ndklady na knihovny zaloZené na degenerovanych nukleotidech
naklady nepfevySuji béZné oligonukleotidy), provedenim jednotlivych krokl selekéniho
cyklu s pomoci izolovanych enzymu a analyzou vysledkli pomoci sekvenovani nové
generace.

Pocate¢nim vstupem selekéniho cyklu je fragment dsDNA z cyklu ptechoziho ¢i vstupni

knihovna v ptipad¢ prvniho cyklu. Knihovni fragment je sestrojen z oligonukleotidu
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s degenerovanymi kodony a adaptérového primeru komplementarniho s jeho konstantnim

3" koncem.

RN\ < = Sekvence

dsDNA Reversni transkr|i=pc~:::; Next-gen sequencing
Syntéza

i Transkripce

VAVAN Peptidy
RNA

Validace
Annealing / Ligace

/\/\/\/\@ Vazebny peptid

RNA DNA
puromycin

i Translace / Konjugace

puromycin puromycin

Obrazek 6. Posloupnost kroki v mRNA display protokolu pro selekci vazebnych peptida.

Degenerované kodony jsou do oligonukleotidu synteticky zavedeny pomoci smési
kodujicich triplett, ¢i smési nukleotidl. Vyhodou prvniho pfistupu je moZnost precizni
kontroly zastoupeni aminokyselin ve vysledném ptekladu a vylouceni pfitomnosti stop
kodonii. Nevyhodou je cena syntézy, kterd musi byt provadéna ve vétSim métitku za pomoci
drahych prekurzori (trimer fosforoamidity), v zavislosti na délce oligonukleotidu az o dva
fady vyssi nez u syntézy pomoci degenerovanych nukleotid. Tato levngjsi alternativa
dosahuje pii pokryti vSech 20 proteinogennich aminokyselin pouzitim degenerace formatu
NNK ¢i NNS (N: G/A/T/C, K: G/T, S: G/C) minimalniho vyskytu stop kodonu 3,125 %
(jeden z 32 kodovatelnych)®®. Toto omezeni miize byt pfijatelné, zejména v piipadé kratsich
degenerovanych useki z diivodu nizsi pravdépodobnosti vyskytu stop kodonu. Teoreticka

pravdépodobnost vyskytu stop kodonu

31\"
p=1-(3)
kde n je pocet degenerovanych tripleti, je nizsi nez 50 % pro knihovny s n <21. V piipadé

delsich knihoven je tfeba zohlednit ceny dal§ich materiald a vysledné analyzy pomoci
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sekvenovani nové generace, jelikoz v jejich ptipadé se snaha snizit naklady pouzitim levnéjsi
metody syntézy knihovny miize minout G¢inkem. Pfitomnost stop kodonu umoziuje
rekrutaci terminac¢nich faktord, ¢imz se stava mimoiadné problematickou, jelikoz na rozdil
od neucinné konjugace nevylucuje uvolnéni ribosomu pro dalsi produkci. Toto mize vést
k nadmérmé produkci funkéné nedetekovatelnych kompetujicich peptidit neoznacenych
nukleovou kyselinou, které efektivné zneplatituji navrzené selekéni podminky, pokud nejsou
odstranény.

Pro mRNA display experimenty v této praci byl pouzit knihovni fragment pievzaty
z literatury®!. Kli¢ové motivy DNA knihovniho fragmentu jsou popsany na ilustrativni

sekvenci na Obrazku 7.

:I. 1|0 ZID 3|0 4IU 5‘0 6|0 '7|0 8|0 9|0 1?0 195
T7 promotor RBS start
53" ARAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGGAGARATACTAGATG GGCAGCGGATCAGGTGAARAR 3'

3" TTTTTCACCGGACATTATGCTGAGTGATATCCCTGTGGTTATCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTACGGCCTTGGCTGGTAACTACCGTCGCCTAGTCCACTTTTT 5
dsDNA A
T7 RNA polymerasa ¢ Transkripce

RNA 5’ GGGACACCAAUAGAGAAAGAGGAGAAAUACUAGAUG GGCAGCGGAUCAGGUGAAARAR 3'

Denaturace, zchlazeni, T4 RNA ligasa 1 i Hybridizace, Y ligace

RNA 5" GGGACACCAAUAGAGAAAGAGGAGAAAUACUAGAUG GGCAGCGGAUCAGGUGAAAAA]
DNA 3" PuroCC(HEG)T(F) (HEG) (HEG)A, GTCGCCTAGTCCACTTCCC

PUREfrex 2.1 in vitro expresni systém, Mgz'/K'T TJ, l Translace, konjugace

RNA 5' GGGACACCAAUAGAGRAAGAGGAGARAUACUAGAUG GGCAGCGG‘AUCAGGUGAAAAA]
DNA  [PuroCC(HEG) T (F) (HEG) (HEG)A,GTCGCCTAGTCCACTTCCC

peptid M GSGSGEKJ
Reversni transkripce, PCR |

M-MLV reversni transkriptasa, Taq polymerasa

Obrazek 7. Schéma posloupnosti kroki v mRNA display protokolu se zaméfenim na sekvence
meziproduktii na ilustrativnim knihovnim fragmentu®'. Spojnice mezi RNA transkriptem a DNA
puromycinovym oligonukleotidem predstavuje pravidelnou fosfodiesterovou vazbu, spojnice mezi
puromycinem a C-koncem peptidu piredstavuje amidovou vazbu karboxylu Lys s aminoskupinou
O-methyltyrosinylu puromycinu. Pfesna struktura nepravidelného propojeni je popsana
na nasledujicim Obrazku 8. HEG: hexaethylenglykol, T(F): [N-(fluoresceinyl-5-aminobutyl)-3-
acrylamido]-deoxyuridin, Puro: puromycin; Z divodu pfehlednosti neni pouZzita konvence znaceni

dN/N pro DNA/RNA - jednotlivé tfidy biopolymeri jsou na vlastnim ozna¢eném fadku.

Knihovni DNA je ptepsana T7 DNA-dependentni RNA polymerasou, kterd pro svou
funkci vyzaduje na templatu ptitomnost T7 promotoru®®. Transkript, ktery obsahuje
ribosomalni vazebné misto (RBS, z angl. ribosome binding site) a iniciaéni kodon
na spravné pozici (v predkladaném fragmentu je pouzito uspotradani dle referencni sekvence

BBa B0035%), by mohl nyni byt prelozen do funkéniho proteinového produktu,
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avSak informace o jeho sekvenci by byla ztracena. Tento problém je pfekonan zavedenim
antibiotika puromycinu na 3' konec transkriptu. Toho mtize byt docileno napt. pomoci ligace
DNA oligonukleotidu nesouciho puromycin® cilené vlasenkovou hybridizaci DNA
s koncem transkriptu T4 RNA ligasou 1 (ozn. angl. Y ligation®).

Puromycin je inhibitor proteosyntézy mimikujici aminoacyl konec tyrosyl-tRNA
(Obrazek 8A). Ve volné formé zpusobujici predCasné ukonceni translace je pouzivan
mj. jako selekéni antibiotikum v bun&énych kulturach® a pii studiu struktury ribosoma®.
Pfi vstupu puromycinu konjugovaného k templatu do aminoacyl mista ribosomu
b&hem stagnace ribosomu zptsobené dosazenim RNA-DNA piechodu dochazi k amidaci
esteru peptidyl-tRNA v peptidyl mist&®’, vysledkem &ehoz je konjugace C-konce

nascentniho peptidu k 3’ konci nukleové kyseliny pomoci amidové vazby (Obrazek §B).

tyrosyl-tRNA puromycin
aminoacyl koneC  NH,

|
1
o=p|>—o o HO -
o
OH OH
o o} HN o}
NH;* NH;" o
k C-konci peptidu =E=0 o
Plla Lok
-PuroCC o LN
k 3" konci DNA /°\©\““I° o peptid
L ] J
A ~ B puromycin WS

Obrazek 8. Strukturni aspekty konjugace peptidu a nukleové kyseliny. (A) Srovnani struktury
aminoacyl konce tyrosyl-tRNA a puromycinu. (B) Graficky popis struktury nepravidelného
spojovaciho motivu mezi DNA-RNA hybridem (¢ervené) a peptidem (fialové) skladajiciho se z HEG
linkerGt (oranzove€), T(F) vizualizacni znacky (zlut€), pravidelného CC useku DNA (zelen¢)
a puromycinu (modfe). V ptipadé¢ ilustrativni knihovny na Obrazku 7 by byl puromycin navazan
na C-terminalni Lys a koncovy HEG na prvni dA z 3’ konce DNA-RNA hybridu.

Zatimco k pfedcasnému zastaveni (nikoli pravidelné terminaci) translace s dosazenim
RNA-DNA ptechodu dochéazi nevyhnuteln€, vySe popsana konjugace peptidu s nukleovou
kyselinou vyzaduje velmi specifické podminky a dikladnou optimalizaci spojovaciho
motivu RNA a puromycinu®®. Z hlediska vnéjsich podminek konjugace dosahuje nejvyssi

tcinnosti v prostfedi s vysokou koncentraci Mg?" a K' kationtll a za nizkych teplot
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(20 az-80 °C)**% 8  Jelikoz béhem fizového piechodu mize dochizet k lokalni
kryokoncentraci soli, v fadé popsanych protokolli je mraZzeni reakéni smési nahrazovano
navySenim koncentrace Mg?* a K* kationtd s inkubaci pii laboratorni teplot®’ 6% 70,
Tento ptistup vSak nemusi byt zddouci z divodu mozné ne-enzymatické hydrolyzy RNA
v prostiedi s vysokou koncentraci Mg?" ionti’" 72,

Konjugat je nasledné purifikovan a miize byt stabilizovan hybridizaci s komplementarnim
vlaknem DNA po celé délce. Stabilizovany konjugat je nasledné¢ selektovan na vazbu
k ptredstavenému cili. Eluované konjugaty schopné vazby jsou nasledn¢ reversné prepsany
do DNA a amplifikovany pomoci PCR. Analyza pribéhu selekce v prubéhu protokolu
je provadéna pomoci qPCR eluované nukleové kyseliny pro nepifimé zhodnoceni pribéhu
obohacovani sekvenéni hotovosti o vazebné motivy. ZvySujici se mnoZzstvi kopii v eludtu
s probihajicimi  selekénimi kroky je piedbéZznym indikdtorem uspéSné selekce,
na jehoz zakladé miize byt vysledna knihovna sekvenovéana.

K provedeni in vitro translace je k dispozici fada komer¢nich feseni. NejrozsirenéjSimi
moznostmi jsou piivodn&jsi smésné systémy — extrakt z pSeni¢nych klicka’ ¢&i lyzat

z kréli¢ich retikulocytd’ 7°

— nebo pozd¢ji uvedené systémy slozené zizolovanych
rekombinantnich komponent (ozn. PURE z angl. protein synthesis using recombinant
elements)’® 77, Principialné neni vylouceno pouziti mnoha jinych popsanych systémi
(napt. bakterialni’®, kvasinkové”, savéi lyzaty®®), které by vsak ke spolehlivému pouziti
vyzadovaly pfipravu a optimalizaci.

Ackoli jsou PURE systémy diky definovanému sloZzeni a vysSi produktivité
preferovatelné oproti systémiim smésnym’’, jejich relativné vy$si cena zplisobuje, Ze smésné
systémy jsou nadale dostupné a Siroce pouzivané jako levngjsi alternativa. DalSim,
pravdépodobné do¢asnym, omezenim dostupnych PURE systém (v dobé& psani prace NEB
PURExpress®! a GeneFrontier PUREfrex’®) je jejich vyluéné zaloZeni na transla¢nim aparatu
E. coli, ¢imzZje omezena moznost piimé solubilni exprese proteinii vyzadujicich post-

transla¢ni modifikace, ¢i eukaryotické chaperony.

1.2. Proteinové cile pfipravovanych peptidovych knihoven

K popséni funkénich vlastnosti dale popsaného paralelniho syntetizatoru byly zkoumany
Ctyfi modelové proteinové cile (Obrazek 9 na nasledujici strané) za pomoci
kombinatoriadlnich peptidovych knihoven. Nasledujici ptiklady ilustruji bézné scénarte,

se kterymi je mozno se potykat pii studiu proteinii — interakce ligandu s ne-enzymatickym
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cilem (peptid Fc-III a protilatky), protein-proteinova interakce (koronavirové proteiny

a protilatky) a interakce inhibitoru s enzymem (statinové inhibitory a aspartatova proteasa).

Obrazek 9. Struktury proteinovych cilii pfipravovanych knihoven. (A) Struktura Fc ¢asti lidského
IgG1 v komplexu s peptidem Fc-III (PDB 1DN2%). (B) Struktura trimerniho S glykoproteinu
SARS-CoV-2 (PDB 6VSB®). (C) Struktury domén nukleoproteinu SARS-CoV-2 s oznacenim jejich

propojeni neuspoifadanym fetézcem. N-koncova doména nize (PDB 7CDZ?') je orientovana

ke genomové RNA, C-koncova doména (PDB 7CE0%) je orientovana excentricky k obélce virionu.
(D) Struktura sekretované aspartdtové proteasy Mayl® oportunni kvasinky Cryptococcus
neoformans v komplexu s pepstatinem A (PDB 6R6A%).

1.2.1.Imunoglobuliny

Imunoglobuliny (Ig) jsou proteinovou slozkou adaptivniho humoralniho imunitniho
systému s pestrou $kalou biotechnologickych pouziti®’. K zapojeni Ig do funkénich testi aj.
aplikaci jsou pouzivany ligandy schopné jejich specifické vazby®®. K tomuto Geelu jsou
nejcastéji pouzivany sekundarni protilatky, nebo ne-protilaitkové proteiny — z téchto
je mozno se nejdastéji setkat s bakterialnimi proteiny vazajicimi Fc fragment (protein A%,
protein G*°, &i jejich chimery®'), &i proteiny véazajicimi x lehké fetézce (protein L°%).

V roce 2000 byl pomoci fagového displeje identifikovan tridekapeptid Fc-III schopny
vazby lidského IgG a vytésnovani proteinu G, s nimz sdili vazebnou topologii, s K; ptiblizné
25 nM?*2. Parentalni Fc-III je z hlediska sekundarni struktury B-vlasenkou stabilizovanou
disulfidovym muistkem®, jeZ interaguje s rozhranim domén Cu2 a Cu3 Fc (Obrazek 9A).
Diky tomu, Ze se jednd o malou molekulu, je moZzné Fc-III pouzit jako molekularné
biologicky nastroj napt. pro média pro afinitni chromatografii s vy$si vazebnou kapacitou”,

¢i pro selektivni modifikace Ig”*. Nevyhodou Fc-III je viak jeho nespecifickd vazba
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na viechny podtiidy lidského IgG a IgG riznych Zivoc&isnych druhd®®. Optimalizaci
selektivity Fc-III by se oteviela cesta k perspektivnimu vyuziti tohoto ligandu

jako biotechnologického nastroje, ¢i jako nizkomolekularniho imunoterapeutika.

1.2.2.Strukturni proteiny SARS-CoV-2
SARS-CoV-2 je obaleny (+) ssSRNA koronavirus stojici jako kauzalni agens za globalni

pandemii infekéniho onemocnéni Covid-19%°. K imunologickému stanoveni tohoto viru jsou
pievazné pouzivany protilatky cilici S glykoprotein (t€Z ozn. angl. Spike protein),
nebo nukleoprotein (N, &i Np)°”°. Oba proteiny jsou souéasti struktury virionu.

Transmembranovy trimerni S glykoprotein (Obrazek 9B na ptedchozi stran¢) spolecné
s dal§imi obalkovymi proteiny (pf. M a E) tvoii proteinovou kostru fosfolipidové obalky viru
a zprosttedkovava vstup do hostitelské buiiky interakci své receptor-vazajici domény (RBD,
zangl. receptor-binding domain) s transmembranovym angiotensin-konvertujicim
enzymem 2 (ACE2, z angl. angiotensin-converting enzyme 2)3. K interakci RBD a ACE2
je nutnd proteolytickd  preaktivace S glykoproteinu  hostitelskou  serinovou
transmembranovou proteasou 2 (TMPRSS2)!%,

Nukleoprotein tvoii dimery vzajemnou interakci jeho C-terminalnich domén® a ugastni
se procesu skladani virovych ¢astic. Tato funkce je zprostfedkovana interakci N-terminalni
domény (Obrazek 9C nize) s virovou ssRNA a interakci C-termindlni domény (Obrazek
9C vyse) s membranovymi proteiny M, ¢imZ je virova nukleova kyselina v pribéhu
replikace koordinovéna do puicich virovych ¢astic!%,

Knihovny peptidovych fragment nukleoproteinu a S glykoproteinu mohou byt pouzity
k charakterizaci protilatek pouzivanych v imunologickych testech a dale k dekonvoluci

pacientské protilatkové odpovédi v pribéhu infekce.

1.2.3.Aspartatova proteasa May1
Mayl (z angl. Major aspartyl peptidase 1%, téZ ozn. CnAP1!92, Obrazek 9D)

je sekretovanou aspartatovou proteasou kvasinky Cryptococcus neoformans. Bazidiomycety
C. neoformans spolecné s C. gattii zpusobuji kryptokokalni meningitidu, ptfedstavujici
castou oportunni infekci u imunosuprimovanych pacientll. Infekce se projevuje zejména
u pacientil s rozvinutym AIDS a podle nékterych odhadu stoji az za 15 % jeho celkové
mortality'®*. May1 vyznamné podporuje virulenci a rst kvasinky pii nizkém pH®. U¢inné
inhibitory May! s vhodnymi vlastnostmi (nizka cytotoxicita a aktivita proti hostitelskym

proteasam) mohou byt vyuzity jako vychozi farmakofory pro vyvoj novych antimykotik.
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2. Cile prace
e Validace protokolu peptidové syntézy na pevné fazi syntetizatoru SPENSER
na panelech linearnich peptida
e Vyvoj automatického protokolu pro cyklizaci peptidi na pryskyfici pomoci
disulfidového mustku
e Porovnani funkénich omezeni syntetizatoru v zavislosti na uspotaddani knihovny

e Validace vysoko-propustnostniho mRNA display protokolu TORNAdo
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3. Material a metody

3.1. Material a chemikalie

Seznam pouzitych reagencii a dalSich materiali je v Tabulce 2, resp. 3. K deionizaci vody
byl pouzit systém Millipore Milli-Q (dale voda). Vyjimku tvofi protokoly 3.10. Stanoveni
DNA fragmenti qPCR, kde byla pouzita voda, ktera byla soucésti LightCycler 480 SYBR
Green [ Master soupravy, a 3.8. Protokol ToRNAdo, kde byla Milli-Q voda osetfena DEPC.

Tabulka 2. Seznam pouzitych chemikalii a dal$ich reagencii.

nazev vyrobce obj. ¢islo
agarosa pro molekularni biologii Bioline BIO-41025
GelRed barvivo nukleovych kyselin 10 000x Biotum 41003
PUREfrex 2.1 souprava pro expresi proteinil GeneFrontier PF213-0.25-5E
Fmoc-Cys(STmp)-OH Glentham GX2966
protein G, HRP konjugat Invitrogen P21041
Fmoc Rinkova amidova AM pryskyfice 0,62 mmol/g Iris Biotech BR-1340
Fmoc-(3S,4S)-AHPPA-OH (fenylstatin, Pst) Iris Biotech FAA1629
Fmoc-Gly-OH Iris Biotech FAA1050
Fmoc-L-Ala-OH monohydrat Iris Biotech FAA1005
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH Iris Biotech FAA1010
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH Iris Biotech FAA1120
Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH Iris Biotech FAA1020
Fmoc-L-Cys(Trt)-OH Iris Biotech FAA1040
Fmoc-L-Gln(Trt)-OH Iris Biotech FAA1043
Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH monohydrat Iris Biotech FAA1045
Fmoc-L-His(Trt)-OH Iris Biotech FAA1090
Fmoc-L-Ile-OH Iris Biotech FAAL1110
Fmoc-L-Leu-OH Iris Biotech FAA1120
Fmoc-L-Lys(Boc)-OH Iris Biotech FAA1125
Fmoc-L-Met-OH Iris Biotech FAA1150
Fmoc-L-Phe-OH Iris Biotech FAA1175
Fmoc-L-Pro-OH monohydrat Iris Biotech FAA1185
Fmoc-L-Ser(tBu)-OH Iris Biotech FAA1190
Fmoc-L-Thr(OtBu)-OH Iris Biotech FAA1210
Fmoc-L-Trp(Boc)-OH Iris Biotech FAA1225
Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH Iris Biotech FAA1230
Fmoc-L-Val-OH Iris Biotech FAA1245
H. sapiens y-globulin (IgG) Jackson Immuno 009-000-002
uhli¢itan amonny p.a. Lach-Ner 30207-AP0
glycerin bezvody p.a. Lach-Ner 40058-ATO
EDTA disodna sil, dihydrat p.a. Lach-Ner 40076-AP0
chlorid hotfecnaty hexahydrat p.a. Lach-Ner 30080-AP0
chlorid draselny p.a. Lach-Ner 30076-AP0
chlorid sodny p.a. Lach-Ner 30093-AP0
N,N-dimethylformamid (DMF) HPLC Lach-Ner 20021-LTO
kyselina borita p.a. Lach-Ner 10017-AP0
diethylether stabilizovany p.a. Lach-Ner 20018-ATO
peroxid vodiku 30% nestabilizovany Lach-Ner 10064-A30
kyselina octova p.a. Lach-Ner 10047-A80
IRDye 800CW polyklonalni kozi anti-mysi IgG (H + L) LI-COR 926-32210
AmpliScribe T7-Flash transkripéni souprava Lucigen ASF3257
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Tabulka 2. (pokracovani) Seznam pouzitych chemikalii a dalSich reagencii.

nazev vyrobce obj. Cislo
RiboGuard inhibitor RNas (40 U/ul) Lucigen RG90925
Fmoc-Asp(OBno)-OH Merck 8.52418
mineralni olej Merck M5904
dodecylsulfat sodny (SDS) 98,5 % Merck L3771
diethyl pyrokarbonat (DEPC) 97 % Merck 159220
DL-dithiothreitol (DTT) >98 % Merck D0632
3-fenylpropionové kyselina 99 % Merck 135232
4-methylmorfolin (NMM) 99 % Merck M56557
4-jodofenol 99 % Merck 110201
ethyl kyanohydroxyiminoacetat (Oxyma Pure) 99 % Merck 8.51086
luminol 97 % Merck 123072
piperidin 99 % Merck 104094
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) 98 % Merck 139009
trifluoroctova kyselina (TFA) 99 % Merck T6508
triisopropylsilan (TIS) 98 % Merck 233781
TWEEN-20 > 40 % Merck P9416
dimethylsulfoxid (DMSO) >99,7 % Merck 34869
L-tryptofan >99.5 % Merck 93659
L-tyrosin >99,0 % Merck 93829
L-cystin >99,7 % Merck 30200
roztok deoxynukleotidi (ANTP), 10 mM sm¢s NEB NO0447
OneTaq jednokrokova RT-PCR souprava NEB E5315S
T4 RNA ligasa 1 (ssRNA ligasa) NEB M0204S
DNasa I (bez RNas) NEB MO0303S
Pfu DNA polymerasa Promega M7745
GelPilot 50 bp marker Qiagen 239025
QIAquick PCR purifikac¢ni souprava Qiagen 28104
LightCycler 480 SYBR Green I souprava Roche 4707516001
anti-HA (12CA5), monoklonalni mysi IgGop Roche 11583816001
kasein koncentrat 5,5 % SDT CBC2
FungiSPRAY chlorovy Stachema 8595039311729
Pierce Anti-DYKDDDDK magnetické ¢astice Thermo Fisher A36797
Pierce Anti-HA magnetické ¢éstice Thermo Fisher 88837
NTP set, 100 mM roztoky Thermo Fisher R0481
Tabulka 3. Seznam pouzitych spotfebnich materialt.
nazev vyrobce obj. ¢islo
hlinikova uzaviraci folie, odstranitelna Agilent 24214-001
70 pL Spicky, Siroké usti, sterilni s filtrem Agilent 19134-022
70 pL Spicky, normalni Usti, sterilni s filtrem Agilent 19133-142
Echo-kompatibilni 384-jamkové PP desticky Beckman Coulter PP-0200
nitrocelul6zova membrana, role, 0,45 um Bio-Rad 1620115
UV-Star 384-jamkové desticky Greiner 781801
384-jamkové desticky, prithledné dno Greiner 781097
Nunc MaxiSorp 384-jamkové desticky, Cerné Merck P6491
BRAND 384-jamkové desticky, hluboké Merck BR701355
MultiScreen PCR384 ultrafiltracni desticka Merck S384PCR10
BRAND uzaviraci folie Merck BR701367
AcroPrep 384 desticka, 1,0 um skelné vlakno, dlouhé §picky ~ Pall Laboratory 516-0170
AcroPrep 384 desticka, 1,2 um PES, kratké Spicky Pall Laboratory 736-4006
LightCycler 480 96-jamkové desticka, bila Roche 04729692001
LightCycler 480 uzaviraci folie Roche 04729757001
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Oligonukleotidy pouzité v této praci jsou popsany v Tabulce 4. Oligonukleotid 9

byl syntetizovan firmou Integrated DNA Technologies (Newark, USA) v rozsahu 250 nmol

s HPLC purifikaci, ostatni oligonukleotidy byly pfipraveny firmou Merck (Kenilworth,
USA) v rozsahu 50 nmol s HPLC purifikaci (1 — 3), ¢i pouze s odsolenim (4 — 8, 10 a 11).

Tabulka 4. Seznam pouzitych oligonukleotidu, které jsou dale referencovany podle uvedenych ¢isel.

# nazev sekvence (5" — 3')

| Ubxfug  PRRAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGR
AAGAGGAGAAATACTAGATG
TTTTTCACCTGATCCGCTGCCTGAAGATTTGTCATCGTCATCTTTA

2 FLAGReV 1) 1CATCTGAAGACATCTAGTATTTCTCCTCTTTCTCT

3 HARev TTTTTCACCTGATCCGCTGCCTGAAGATGCGTAGTCCGGAACATCG
TAAGGATATGAAGACATCTAGTATTTCTCCTCTTTCTCT

4  Pre/RTFwd AAAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGG

5 Pre/RTRev TTTTTCACCTGATCCGCTGCC

6 qFwd AGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGTCTTCA

7  gFLAGRev CTGCCTGAAGATTTGTCATCGTCATCTTTATA

8 qHARev CGTAGTCCGGAACATCGTAAGGA
p-CCCTTCACCTGATCCGCTGAAAAAAAAAAAAAAAAARA (HEG)

9 Purotag (HEG) T (F) (HEG) CC—Puro

10 RTAuxRew TGGTGTCCCTATAGTGAGTCGTATTACAGGC

11 RTAuxFwd GACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGG

[a] pomlcky odd€luji modifikace na 5’ a 3’ konci, struktury nestandardnich bloki jsou uvedeny

na Obrazku 8 (sekce 1.1.3.)

Kli¢ové pouzité piistroje:

&tecka Infinite M1000 Pro, Tecan Group, Ménnedorf, Svycarsko
cteCka EnSpire 2300, Perkin-Elmer, Waltham, USA

termocykler Biometra TRIO 48, Analytik Jena, Jena, SRN

termocykler Biometra T-Gradient, Analytik Jena, Jena, SRN

transluminator Quantum ST4-1100, Vilber, Marne-la-Vallée, Francie

skener Odyssey CLx, LI-COR Biotechnology, Lincoln, USA

pipetovaci robot Bravo, Agilent Technologies, Santa Clara, USA

ptistroj k uzavirani desti¢ek PlateLoc, Agilent Technologies, Santa Clara, USA

akusticky davkovaci systém Echo 550, Beckman Coulter, Brea, USA.

analyticky termocykler LightCycler 480, Hoffmann-La Roche, Basilej, Svycarsko
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Ke statistické analyze a sestavovani grafii byl pouzit GraphPad Prism 6. K analyze obrazu
byl pouzit ImageJ 1.51j8'%. Chemické vzorce a diagramy byly zpracovany v programu
ChemDraw 16. Pro prici s biologickymi sekvencemi byl pouzit Unipro UGENE v33.0'%.
K obecnym grafickym tpravam byl pouzit CoreIDRAW X8 a GIMP 2.10.10. Pro vypocty

107 Uvedené

Twm primer@ byla pouzit kalkulator'% vyuZivajici metodu nejblizsiho souseda
predikované hodnoty Tm se mohou u shodnych sekvenci lisit kviili rozdilnym koncentracim
soli, Mg?*, &i oligonukleotidu.

CNC frézované mechanické komponenty byly vyrobeny Mgr. Ondiejem Pacesem
z Vyvojového centra UOCHB, nebo firmou Xometry (Gaithersburg, USA). FFF dily byly
vyrobeny na 3D tiskdarn& Anet A3 (Shenzhen Anet Technology, Sen-¢en, CLR)
se strunou Prusament 1,75 mm PLA (PrGsa Development, Praha).

Pro navrh hardware byly pouzity programy Autodesk Fusion 360, Autodesk EAGLE
a Analog Devices LTspice XVII. K navrhu software a ladéni byly pouzity Atmel Studio 7.0,
Arduino IDE 1.8.13, Microsoft Visual Studio 2019, Autoit v3.3.14.5, SciTE 4.4.6

a Hype!Terminal.
3.2. Syntéza peptidl na pevné fazi

3.2.1.Syntetizator SPENSER

Na pocatku realizace paralelniho syntetizatoru SPENSER (z angl. Solid Phase ElectroNic
SynthesizER) byla sestavena prvotni alfa verze zalozend na mechanice komer¢ni 3D tiskarny
Anet AS8. Tovarni fidici elektronika byla vyménéna za snaze upravitelnou alternativu —
Arduino Mega (ATmega2560) s ovladaci deskou RAMPS 1.4, ktera podporovala
open-source univerzalni CNC firmware Marlin 1.1. Firmware byl upraven pro Gcely obsluhy
syntetizatoru implementaci referencovani 4. osy (osa E - lizina s tryskami pro pomocné
reagencie) a byla upravena logika synchronizacniho ptikazu M400 ke spolehlivé kontrole
stavu dokonceni fronty tloh!°®. Po netspé$nych prvotnich experimentech s vlastnimi
linedrnimi pumpami bylo k obsluze zvoleno komeréni modulové feSeni — pumpa Tecan
Cavro XMP6006. JelikoZ oba systémy podporovaly sériovou komunikaci, k niz byla
k dispozici precizni dokumentace'?, a ktera v ptipadé Marlin firmware mohla byt i aktivné
upravovana, bylo moZno rychle navrhnout obsluzné rozhrani obsluhujici rodici se pfistroj.

Vznikla alfa verze pftistroje sestavala ze dvou hlavnich fidicich systémii — pozi¢niho

modulu obsluhujicitho motory pro pohyb os X, Y, Z a E, termostat a ventil k evakuaci
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odsavaci nadoby, a davkovaciho modulu obsluhujiciho ¢tvetici linedrnich pump s ventily.
Komunikace s fidicim pocita¢em je zprostiedkovéana skrz agregator sjednocujici komunikaci
do jednoho sériového kanalu a izola¢ni vrstvu (obvod s dvojici 6N137 optoclent pro kazdy

modul) k dosazeni vyssi stability. Fotografie pfistroje je na Obrazku 10.

Alfa Beta

Obrazek 10. Fotografie syntetizatoru SPENSER verze alfa (upraveny pteklizkovy ram Anet AS8) a
beta (2020 Al ram, 0,75 mm ocel oplasténi, 4230 Al pravitkové XYZ osy, integrovany x86 SBC s
11,8 dotykovym displejem). Rozméry alfa verze byly 510 x 610 x 490 mm (V x S x H) s hmotnosti
11 kg, rozméry beta verze byly 560 x 870 x 540 mm s hmotnosti 32 kg.

Jelikoz oba moduly ve zvoleném uspotadani nejsou schopné vzajemné komunikace, musi
byt ovladany v redlném case, coz si zZadalo zejména v piipadé komunikace s Marlin
dikladnou optimalizaci k dosazeni pfijatelné rychlosti provozu pti zachovani spolehlivosti
a stability. K dosazeni plynulosti ovladani bylo ovlddaci rozhrani realizované v C#
rozdéleno do jednoho procesu obsluhujiciho komunikaci, procesu s protokolovou smyckou
a parentalniho procesu obsluhujiciho uzivatelské rozhrani. Zapis logl byl téz provadén
separatnim procesem pro kazdy ze tfi souborti (stav, odesland a pfijatd komunikace)
k potlaceni vyraznych prodlev béhem zapisi. Komunikace mezi procesy byla
zprostiedkovana standardnim vstupem/vystupem.

Vyvoj alfa verze se neobesel bez technickych problémil zpisobenych klicovou limitaci
navrhu zaloZzené¢ho na 3D tiskarné s pohyblivym podstavcem v ose Y. Tento pohyb
znemozinoval pouziti rigidni kapalinové cesty pro odvod spotiebovanych reagencii
z odsavaci nadoby zvhodného materidlu, napt. polypropylenu. Pro zajiSténi naprosté
flexibility nutné ke spolehlivému udrzovani pozice podle osy Y bylo nutné pouzit méne

odolnou hadici z materialu Tygon F-4040-A, kterda méla omezenou trvanlivost maximalné
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72 hodin strojo-Casu. Pracovni rozpoustédlo DMF bylo materidlem sndSeno velmi dobie,
avSak odchraniovaci roztok 20 % piperidinu s2 % DBU v DMF jiz hadici rozpoustél
v prub¢hu nékolika dni.

Problémem bylo i zajisténi efektivniho udrzovéni teploty, jelikoz odsavaci nadoba
postradala vhodny tepelny vodic, ktery by ptimo dosedal na spodni ¢ast reaktori, a nakladani
s odpadnim rozpoustédlem z procesu promyvani davkovaci jehly. Toto si vyzadalo alokaci
rezervnich jamek filtraéni desticky dedikovanych k vypousténi odpadu z promyvani,
coz snizovalo maximalni pocet paralelnich reakci v zdvislosti na poctu pouzivanych
aminokyselin az o polovinu.

Alfa verze zaroven postradala prostfedek k efektivnimu michani reakci, které je klicové
pro efektivni syntézu*?. Jako jedind moznost se nabizelo linearni tiepani pomoci pohybu
osy Y, u kterého vSak byla vyraznou limitaci ztrdta pozicni piesnosti v disledku
periodického trhavého pohybu. Tato limitace si zadala Casté referencovani osy Y v prubéhu
inkubace, jinak mél pfistroj tendenci posuvnym stolem naradzet do okraje pracovniho
prostoru za soucasného silného opotfebovavani casovaciho pasu osy. Z funkéniho hlediska
michéni osou Y nepfinaSelo vyrazné zlepSeni a bylo tedy nutné prozkoumat moZnosti
koncepénich zmén, které by efektivni michani umoznily.

Ve findlni verzi beta pouzité k ptiprave peptidi v experimentalni ¢asti byl jako prostiedek
ke zvySeni ti€innosti acylace a odchranovani implementovan ultrazvukovy generator, systém
k zadrZzovani vsazky v reakénim prostoru za pomoci pretlaku inertniho plynu, vakuovy
pulzacni systém a termostat s i¢inn¢j$im tepelnym vodi¢em.
systétmem, které funguji v sou€innosti. Zaroven byl pfiddn odpadni port k piijmu
promyvaciho rozpoustédla, ¢imz se zvySila kapacita uvolnénim jamek alokovanych
k promyvani jehly.

K dosazeni stabilni komunikace o délce viddu mésici téZ pomohlo pouZiti
dvou oddélenych zdrojit 12 V pro motory a fidici elektroniku (a 24 V zdroje pro XMP6006)
a prevedeni I°C komunikace s tlakovymi sensory BMP180 na analogovy signal v blizkosti
sensoru, jelikoZ kabel mezi modulem AUX a sensorem se délkou pfiblizné¢ 80 cm blizi
specifikovanym limitim protokolu'!’. Schéma obou verzi syntetizitoru pro porovnani

je na Obrazku 11 na nasledujici strané.
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Obrazek 11. Blokovy diagram znazoriujici usporadani klicovych komponent syntetizatoru verze
alfa a beta. Komunikace mezi moduly AUX (podptrny modul, ATmega328), POS (pozi¢ni modul,
ATmega2560), DISP (davkovaci modul; Tecan Cavro XMP6006 s MAX232) a CLR (kolorimetr,
OV7670 s TTL ptevodnikem) a agregatorem COM probiha po TTL trovni, kde je opticky oddélena
a prevedena na RS232 (6N137/MAX232) pro komunikaci s fidicim pocitaem. Zdroj vakua
z centralniho rozvodu dosahoval —0,7 bar, pietlak dusiku byl regulovan redukénim ventilem

v uzavieném stavu na 50 mbar.
Beta verze je téZ vybavena kolorimetrickym modulem k monitorovani Gi€innosti acylace

vyuzivajici neinvazivni barveni pryskyfice bromfenolovou modii'!'. Vyhodnoceni

kolorimetrickych dat je zahrnuto v ovladacim rozhrani, avSak neni mozno ho provadét
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dostate¢né rychle na to, aby pfidany strojo-Cas vyvazil potencidlné snizené ndklady
na kontrolu kvality. Problémem je i fakt, ze v paralelnim uspofddéni neni snadno mozné
operativn¢ opakovat acylaci v pfipad¢ detekce netspéchu z divodu omezené kapacity
zasobniku aminokyselin, ¢i nepfiméfenych ndkladi v pfipad¢ vyuziti ne-standardnich
aminokyselin. Pouziti kolorimetrické analyzy je tak omezeno pouze na kontrolu kvality,
kterou je nevyhnutelné nutné provadét metodou schopnou ptesného ovéieni identity i Cistoty
(LC-MS), ¢imz se kolorimetricky modul stal redundantnim a nebyl tedy pouzivan.
Ultrazvukova agitace byla zajisténa zapojenim 200 W 28 kHz ultrazvukového
piezoelektrického meénice s reakénim blokem jako akustickou zatézi (Obrazek 12A).
Pti sériovém provedeni dvou identickych syntetickych programi s pouzitim a bez pouziti
ultrazvuku vSak nebyl na panelu 29 linearnich peptidii pozorovan statisticky vyznamny
rozdil v Zadném piipad¢. Navic se pouziti vykonného ultrazvukového generatoru spolecné
s nevhodné navrzenou akustickou zatézi ukazalo jako vysoce nekomfortni pro praci v okoli

pfistroje z ditvodu silného hluku.

A odsavaci nadoba —1 B

1! pFitlaény rameéek
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?; _)‘ wmmw:rr,:;.rf|mﬂ'_
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b Eg ' > §
T € g » _
- 4 13 : < 7" filtraéni desti¢ka
‘:;,\\: - % c Q
teplovodiva podlozka = F _ (@™
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topna patrona

NTC termistor —

70$ N
n,
£

odsavaci nadoba

EPDM silentbloky
(elastické ukotveni ke kostre)

Obrazek 12. Graficky popis reakéniho prostoru syntetizatoru. (A) Fotografie odsavaci nadoby
s pfipojenym ultrazvukovym méni¢em. Znazorneno je té€z zapojeni komponent termostatu. Chlazeni
je zajisténo ventilatorem, ktery neni zachycen na fotografii. (B) Nakres uspofadani komponent
reakéniho prostoru. Zndzornény vystup piedstavuje otvor, jimzZ je reakéni prostor evakuovan,
nebo jim je privadén dusik k vytvoreni pretlaku.

Pouziti zvySené teploty (37-50 °C) v acylaéni a odchraniovaci fazi programu se ukézalo
jako kontraproduktivni pfi shodnych reakénich ¢asech. Ackoli je mozné, Ze pii pouziti
kratSich reak¢nich ¢asti by mohlo dojit ke zlepSeni, byl priizkum syntézy za zvysSené teploty

opustén. Diivodem byla konstrukéni limitace teplovodivé podlozky (viz Obrazek 12B),
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ktera byla umisténa pod vyvody filtrani desticky v reakénim prostoru. Pii aplikaci pretlaku
dochazelo ke vzijemné kontaminaci jednotlivych jamek filtraéni desticky z davodi
netésného kontaktu mezi trny filtracni desticky a otvory teplovodivé podlozky,
kde se v pritbé¢hu programu hromadila kapalina. Jelikoz by si vytvofeni tésného spoje zadalo
vyrobu ptesného lisovaného PTFE tésnéni, coz by pro prototyp i pfipadnou malovyrobu
predstavovalo vyrazné nepiiméieny ndklad, byla odstranénim podlozky uvolnéna cesta
k pouziti pulsového michani, které ze zminovanych uprav piineslo nejvetsi zlepSeni
(kvantitativné porovnano v sekci 5.1. Obrazek 35).

Mechanicky je pulsacni michani zajisténo kratkym (pfiblizn€¢ 205 ms) otevienim
pomocného vakuového ventilu béhem inkubace s pretlakem dusiku. Pretlak dusiku (v misté
redukéniho ventilu pied vstupem do pfistroje v uzavieném stavu 50 mbar) zamezuje béhem
dlouhych inkubaci prosakovani vsazky lozem pryskyfice a jejimu pfed¢asnému opusténi
reak¢niho systému.

K spésnému vytvoreni kratkého pulsu je nutné vyuzit dvou vhodné umisténych ventild,
jelikoz velka 5 1 odpadni nadoba na vystupu vakuové soustavy funguje jako expanzni
nadoba. V prvni alfa verzi pfistroje byl pouzit jediny solenoidovy ventil k evakuaci
reak¢niho prostoru v zapojeni za odpadni nadobou. Diky tomuto uspofadani mohl byt pouzit
bézny chemicky neodolny ventil (YAN 629919) s EPDM tésnénim. K otevieni moZnosti
vytvareni pulsli byla nutna koncepéni zména a ventily byly pfesunuty pfed odpadni nadobu,
kterd je permanentné evakuovana. K odvadéni rozpoustédel a spotiebovanych reaktantl
je urcen odolny 1% zonovy kulovy ventil (A20-T15, nerez AISI304, PTFE) se servopohonem
s reak¢nim Casem 5,2 sekundy.

K vytvareni pulsu je vyuzit solenoidovy ventil 2V025-1/4-12VDC s NBR tésnénim,
jelikoz jeho umisténi a zplisob jeho vyuZiti vylucuji ptimy kontakt s rozpoustédly. Solenoid
je energizovan po dobu 300 ms. Jeho reak¢ni charakteristiky (rozdil Casti otevieni a uzavieni
95 ms) lze odvodit z Obrazku 13A na nasledujici strané. Tah solenoidu pii otevirani ptsobi
proti podtlaku evakuované strany rozvodu, rozdil ¢ast je tedy pravdépodobné zpusoben
zpozdénim pii otevirani ventilu.

Pti pohledu na pV diagram pracovniho cyklu pulsového michani jamky (Obrazek 13B)
si lze vSimnout vysoké miry hystereze kapalinového sloupce, kterd diagram posouva
z idedlniho diagondlniho tvaru podle osy kvadrantu ke tvaru lichobéZniku. Normalizace
objemu navic trva piiblizn¢ dvakrat déle oproti casu k dosazeni jeho minima

(480 vs. 220 ms).
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Obrazek 13. Graficky popis pracovniho cyklu pulsového michani jamky s 40 pl 90 % DMF.
Absolutni tlak v prostoru pod destickou byl méfen Bosch BMP180, objem kapaliny v jamce byl
meéfen konduktometricky. Méteni s rozlisenim 3,5 ms bylo provedeno v 7 opakovanich. Vynesené
hodnoty pfedstavuji jejich primér, Sedé obalky predstavuji interval smérodatné odchylky.
(A) Casova zavislost tlaku a objemu jamky s vyznaéenymi udalostmi. (B) pV diagram pracovniho
cyklu s vypoctenou plochou odpovidajici vykonané praci. Jako délka cyklu je uvazovan rozdil casu

normalizace objemu a otevieni ventilu. Sipky pfiblizné oznaéuji 50 ms tiseky cyklu.

Z funkéniho hlediska je vsSak dilezitéjsi zhodnoceni perfuse loze pryskyfice,
coz je parametr, jimz lze syntetiztor srovnat s jinymi dostupnymi feSenimi. Pramérna
perfuse béhem pracovniho cyklu (podil dvojnasobku rozdilu vychoziho a minimalniho
objemu a doby cyklu) je 7,2 pl.s!, ¢i 1,46 mm.s™' sloupce kapaliny (podil perfuse a plochy
kruhového loze pryskytice @ 2,5 mm). V linearnich oblastech dosahuje pfistroj perfuse
(tj. smérnice regresni piimky) 12,8 pls™, 2,6 mm.s™! sloupce pii inspiraci a 5,7 pls’,
1,17 mm.s" sloupce pii exspiraci obsahu jamky. Pokud zohlednime, Ze michani probih4
diskontinudlng s periodou pulsu 5 s, ziskdme primérnou kontinualni perfusi 1,01 pl.s™,
¢i 0,21 mm.s™! sloupce.

Jako pftiklad velmi roz§ifeného komeréné dostupného feSeni pro SPPS s uzavienou
kapalinovou smyckou Ize uvést Gyros Protein Technologies PS3, ktery dosahuje perfuse
333 pl.s' s 3,1 mm.s™' sloupce! 2. Spickova akademicka feseni pro syntézu dlouhych peptidi
(<164 aminokyselin) v HPLC uspofadani dosahuji az 1750 pl.s s 28 mm.s! sloupce''?.
Dohledané komer¢né dostupné paralelni peptidové syntetizatory pouZzivaji snadnéji
technicky implementovatelné vortexové michani''4, ¢i spolu s nim umozsiuji diskontinualni
michani davkovaci pumpou'">.

Pti paralelni SPPS je dale nutno zohlediiovat nepravidelné casové prodlevy zpiisobené
sériovymi operacemi. Z téchto je nejvyraznéjSim piikladem pfiprava aktivanich smési

v prub¢hu acylace, zejména v piipadé aminokyselin s nizkym zastoupenim v daném cyklu.
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Jelikoz je ptiprava aktivatniho mixu (pfidavek DIC k roztoku Fmoc-aminokyseliny
a Oxyma Pure v DMF) provadéna zvlast’ na zacatku cyklu pfed davkovanim do acylované
jamky, dochazi k neimérné ¢asové prodleve az 34 s pti acylaci jediné jamky (Obrazek 14A;
plati pro objem 15 pl na jamku).
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Obrazek 14. Modelové srovnani rychlosti davkovani za rtiznych podminek. (A) Zavislost Casu
davkovani jamky na poctu konsekutivnich jamek se stejnou aminokyselinou v pribéhu acylacni faze
programu. Zndzornéné Casy a distribuce nespojitosti plati pro davkovani 15 pl na jamku.
(B) Zavislost ¢asu davkovani jamky na davkovaném objemu ve fazich promyvani a odchrafiovani.

Znazorneéné Casy a distribuce nespojitosti plati pro davkovani 384 jamek.

Acylace vice jamek stejnou aminokyselinou je oproti tomu vyrazn& rychlejsi —
minimalniho ¢asu 2,1 s na jamku je dosazeno pti 33 x n jamek se stejnou aminokyselinou.
V této zavislosti se projevuje nespojitost zanesend maximalnim objemem sttikacky (500 pl)
davkovaci pumpy piistroje, kterd omezuje velikost Sarze, v niZ je pfipraven aktivaéni mix
na maximalné 33 po sobé jdoucich jamek. Tato nespojitost se v menSi mife projevuje
1u jednoduchého davkovani ve fazich promyvani a odchranovani (Obrazek 14B).
K omezeni vlivu téchto casovych prodlev jsou operace na desti¢ce provadény sekvencné
vsudém poctu opakovani a operace nasledujiciho opakovani jsou vzdy provadény
v opacném poradi.

Dévkovani probihd dvéma zplsoby — bezkontaktné (ozn. angl. téZ jako jet davkovani)
vysttiknutim z trysky nebo jehly z vysky do cilové jamky a kontaktné pfenosem pod hladinu
kapaliny (obdobné jako pifi ruénim pipetovani). K dosazeni spolehlivého vystiiku
s minimalnim spolehlivym objemem 3 pl je tfeba pouZit co nejvyssi rychlost davkovani

(v ptipadé XMP6006 maximalni 500 pl/s) a trysku optimalniho primeéru s velmi
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pravidelnym koncem. Zde se osvédCily bézné jehly 21G (vnitini @ 0,51 mm) s teoretickou
rychlosti pohybu sloupce kapaliny Gstim 2,5 ms™!. Priméry vétsi (pt. 18G 0,84 mm)
(teoreticky 0,9 ms™!) a vétsimu povrchu konce trysky usnadiiujicimu zadrzovani kapek
a v pfipadé nizSich priméra (pf. 23G 0,33 mm) se zacinaji objevovat uniky ve spojich
kapalinovych cest kviili pfili§ vysokému tfecimu tlaku (teoreticky dle Darcy—Weisbachovy
rovnice!'% 7 za predpokladu laminarniho toku!'® DMF 2,4x vy$§i oproti 21G). Davkovani
pod hladinu je oproti tomu proveditelné i v niz§ich objemech az 0,8 pl, i kdyz s nizkou mirou
piesnosti a opakovatelnosti.

Z hlediska zdroje davkované kapaliny je mozné davkovat ze zasobnich lahvi,
kdy je samotna davkovana kapalina pracovnim médiem stiikackové pumpy, a dale z vialek
na pracovni ploSe syntetizatoru. V tomto uspofadani je pracovnim médiem pumpy DMF
a kapalina nabirand jehlou je uloZena v pracovni smycce (PEEK, 0,5 ml, vnitini 2 0,75 mm),
kterd brani nekontrolovanému michani kapaliny a média ve stfikacce. Nabirana kapalina
je od média dale oddé€lena vzduchovym sloupcem o teoretické vySce 2,3 mm. K zamezeni
kontaminace mezi davkovanymi kapalinami je nutné jehlu a pridruzeny kapalinovy systém
po pouziti &istit. Ci§téni jehly z vnéjku je provadéno smacenim v rezervované vialce s 2 ml
DMF ménéného na pocatku kazdého cyklu. Vnitiek jehly a pracovni smycky je CiStén
vypousténim DMF do odsédvaného odpadniho portu.

Vyraznou nepravidelnosti, kterd mize ovliviiovat uspésnost syntéz, je presnost davkovaci
pumpy a variacni koeficient (CV) pfenaSen¢ho objemu, které jsou zavislé na davkovaném

objemu a zplsobu pienosu kapaliny (Tabulka 5).

Tabulka 5. Porovnani parametri kontaktniho a bezkontaktniho pfenosu roztokd bromfenolové

modii v DMF. Pieneseny objem byl stanoven spektrofotometricky ve 12 opakovanich.

bezkontaktni pfenos kontaktni pfenos
objem cvial piesnost!” objem cvial piesnost!®!
3ul 20,5% 13,0% 0,8 ul 19,5% 14,3%
10 pl 11,6% 3,5% 1,5 ul 7,1% 6,3%
15 ul 6,0% 3,.8% 5ul 5,4% 3,0%
30 ul 4,9% 3,7% 10 pl 5,2% 2,4%
50 pl 4,9% 0,7% 50 pl 5,2% 1,3%

[a] CV = G/u, kde o je smérodatna odchylka a p je primérna hodnota stanoveného objemu,

[b] pfesnost = |“/V -1 |, kde V je predpokladany pienaSeny objem
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Tato nepravidelnost je dilezitda zejména u zmifovanych acylaci aminokyselinami
s malym vyskytem v daném cyklu. Pfi pfipravé aktivacniho mixu je tfeba piidat pomérné
(5,5 % v/v) maly objem DIC k vétSimu objemu roztoku aminokyseliny s pomocnym
aktivatorem. V piipadé ptfipravy mixu pro jedinou acylaci by za obvyklého celkového
objemu smési 15 pl pfidavany objem DIC ¢inil 830 nl, coz jiz neni spolehlivé davkovatelny
objem. Toto omezeni je piekondno mimotfadnym navysenim celkového objemu na 30 pl
(ptfidavany objem DIC 1,66 pul) v piipadé vzacnych acylaci, ¢imz je zaroven i zvySen molarni
nadbytek aminokyseliny s aktivatory.

Toto opatfeni piinasi dalsi vyhodu — navySeni nadbytku je vhodnym podplirnym
opatfenim napf. ve skenovacich knihovnach, kde je ve vybraném parentalnim peptidu
systematicky kazdd pozice zaménovana za zvolené aminokyseliny, jelikoz protokol
je obvykle optimalizovan na zékladé parentdlniho peptidu a zaneseni nepravidelné

aminokyseliny je ¢asto problematické.

3.2.2.Pracovni postup

e Roztok aminokyseliny: 300 mM Fmoc-aminokyselina, 375 mM Oxyma Pure v DMF
e Odchranovaci roztok 1: 20 % v/v piperidin v DMF
e Odchranovaci roztok 2: 20 % v/v piperidin, 2 % v/v DBU v DMF

Do kazdé jamky 384-jamkové filtracni desticky (Pall, 516-0170), kde probihala syntéza,
byl pienesen 1 mg pryskyfice Fmoc-Rink Amide AM'" (kapacita 0,62 mmol/g) v 50 pl
suspenze v DMF ruc¢ni pipetou ze zasobni nddoby s magnetickym michdnim (600 otacek
za minutu). Nasledujici kroky byly provadény syntetizatorem.

Uvodni odchranéni bylo provedeno 4 x 20 pl odchrafiovaciho roztoku 2 s inkubaci
10 minut s pulsaénim michdnim s periodou 5 s (jako v nasledujicich inkubacich).
Mezi jednotlivymi opakovanimi byl objem vsazky odstranén evakuaci odsadvaci nadoby
po dobu 60 sekund, stejné€ jako v nasledujicich krocich a jejich opakovanich. Pryskyfice byla
nasledné promyta 1 x 15 ul, 1 x 60 ul a 2 x 15 ul DMF.

Na pocatku pracovniho cyklu byla aktivovana Sarze roztoku aminokyseliny
o maximalnim objemu 495 pl ptidanim 5,5 % v/v DIC (1,25 ekvivalentli k aminokyselin¢)
k roztoku aminokyseliny v alokované aktiva¢ni zkumavce a objem Sarze byl davkovan
v 15 pl dilech do vSech jamek acylovanych danou aminokyselinou (7 ekv. aminokyseliny
ke kapacité pryskyfice). V pfipadé¢ nedostatecného objemu Sarze byla pfipravena dalsi

a postup byl opakovan. Po dokonceni acylace v§ech jamek dané aminokyseliny byl postup
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opakovan pro aminokyselinu nasledujici. Po provedeni acylace vSech jamek nasledovala
inkubace o Case A (12-77 minut). Acylace byla nésledn¢ opakovana v opacném potadi.
Pryskyfice byla poté promyta 1 x 15 ul, 1 x 60 ul a2 x 15 ul DMF.

Odchranéni N-konce bylo provedeno 4 x 20 ul odchranovaciho roztoku 2 s inkubaci
o ¢ase D (0—17 minut). Pro aminokyseliny Asp a Asn pfipojené v daném cyklu byl na misto
roztoku 2 pouzit odchranovaci roztok 1. Pryskyfice byla nésledné¢ promyta 1 x 15 pl,
1 x60pula2x15ul DMF.

Cyklus acylace, odchranéni a promyvani byl opakovan, dokud nebyla pfipojena
a odchranéna posledni aminokyselina. Syntéza byla posléze zakoncena findlnim promytim
4 x60ul DMF s odsavanim prodlouzenym na 4 minuty. Obecné schéma syntézy

je na Obrazku 15.

HN—Fmoc 20% piperidin
2% DBU, DMF
MeO 4x10 minut MsE

2x7 eq. Fmoc-AA-OH Me
2x8,75 eq. Oxyma P.
opakovani cyklu pro n+1 zbytek 2x8,75 eq. DIC, DMF 2x12-77 minut
Asp/Asn: Y Rn
H 20% piperidin % N--Fmoc

ostatni:

20% piperidin HN
n 2% DBU, DMF 0 O 0 n
i

4x0-17 minut MeO Q

Obrazek 15. Schéma syntézy peptidli na pevné fazi, kde n je €islo cyklu. Po navazéani a odchranéni
posledniho zbytku je pryskyfice promyta a peptidy na ni jsou dale zpracovany a/nebo odstépeny.
Casy A a D mohly byt zadany jako konstanty, parametricky, nebo mohly byt definovany
v poli pro jednotlivé cykly. Jejich hodnoty jsou shrnuty v Tabulce 6. Hodnoty A a D
predstavuji délku inkubace po skonceni davkovéani, nezahrnuji tedy Ccas straveny
davkovanim reagencii, ktery je zavisly na davkovaném objemu a poctu jamek
zpracovavanych v daném kroku (viz Obréazek 14A pro ¢asy A a 14B pro ¢asy D v sekci 1.2.).
Pro syntézu knihovny Fc-III byla pouzita kombinace Asp blokl s chranénim OtBu
(pro N-koncovy Asp) a OBno?® (pro vnitini zdmény) ke sniZeni spotieby drahého

Fmoc-Asp(OBno)-OH. Pro ostatni knihovny byl pouzivan vyluéné Asp(OBno)
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kvili niz§imu zastoupeni v sekvencich. Pro zavadéni Cys byl pouzivan blok
Fmoc-Cys(STmp)-OH?’ s vyjimkou syntézy oxytocinu v linearnim panelu, kde byl pouzit
téz standardni Fmoc-Cys(Trt)-OH pro srovnani metodik disulfidové cyklizace. Ostatni
aminokyseliny byly zavadény pravidelné jednotlivymi bloky vy¢tenymi v sekci 3.1 Material

a chemikalie.

Tabulka 6. Shrnuti reak¢nich Casti pro prezentované knihovny (sekce 4.1.). Hodnoty ¢asti v seznamu

jsou uvadény v potadi od prvniho k poslednimu cyklu (C — N).

knihovna celkovy ¢as [ gas A (acylace) ! ¢as D (deprotekce)
lineérni panel 30:50:56, 13 cyklt 12 x 1,06" ! min 7 min

. A:46,36,37,37,41,42,56,58,59,53,77,47,62 min
Fe-ll S6:33:19, 13 eykla 1y 117151212,12.14.11,12.11.17,13.1 1,0 min
SARS-CoV-2 S 56:03:05, 15 cykld 20 x 1,09"! min 4 min
SARS-CoV-2 Np  46:57:31, 15 cykli 23 x 1,04™! min 5 min
statinové inhibitory 13:03:19,4 cykly 45 min 5 min

[a] hh:mm:ss, pocet cykll; [b] n = ¢islo cyklu, pocinajice 1

3.3. Stépeni peptidl z Rinkovy amidové pryskyfice
° Stépici koktejl A: 92,5 % TFA, 5 % voda, 2,5 % TIS v/v/v
e Cykliza¢ni rozpoustédlo: 50 % v/v DMSO, 100 mM (NH4).COs, pH ~7.8

(neupravovano)

Diagram Stépeni peptidu z pryskyfice se nachazi na Obrazku 16A na nasledujici strané.
Filtraéni desticka s Rinkovou amidovou pryskyfici''® byla osuSena ze spodni strany
papirovym ubrouskem a byla vloZena do sestavené aparatury a zafixovdna ptiSroubovanim
pritlaéného ramecku (Obrazek 16B).

Posléze bylo multikandlovou pipetou pfidano 20 pl, dale 30 pl v ¢asech 15 min, 45 min,
100 min, a nakonec v ¢ase 120 min 50 pl §t&piciho koktejlu A3" 32 k uvolnéni peptidu
z pryskyfice. V pribéhu piidavka nebylo spusténo vakuové odsavani, prichod koktejlu
filtracni destickou byl zajistén pouze gravitaci. V ¢ase 130 min byl otevien piivod vakua
a aparatura byla ponechéna pfes noc ke zkoncentrovani filtratu v jamkéach sbérné desticky
pomoci proudu vzduchu z trnti svrchni filtracni desticky.

Dalsi den byl ptivod vakua uzavien a aparatura byla rozebrana. Pokud nebylo provadéno
srazeni, protokol byl ukoncen ptidanim 70 ul DMSO do kazdé jamky k rozpusténi peptida.
V piipadé peptidd, které podstoupily NCS cyklizaci bylo namisto DMSO pouZito cykliza¢ni
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rozpoustédlo'”” jako pojistné opatieni v piipadé neefektivni cyklizace na pryskyfici

(stejné jako v ptipadé nésledujiciho odstavce).

A ] B

filtraéni desticka s pryskyfici

OMe 2 AcroPrep 516-0170

TFA, TIS, voda .
95:2,5:5 (viviv) l 2 hodiny

300 pl, BR701355

&+ spodniviko

Obrazek 16. Graficky popis Stépeni peptidl z Rinkovy amidové pryskytice. (A) Diagram odstranéni
chranicich skupin a odstépeni peptidu z pryskyfice pomoci §t€piciho koktejlu A. (B) Nakres
aparatury slouzici k odstépeni peptidi a koncentraci filtratu v rozloZzeném a slozeném stavu.
V diagramu nejsou znazornéna dvé obvodova EPDM tésnéni mezi spodnim vikem, distan¢nim
blokem a filtracni destickou. Mezi aparaturu a centrdlni zdroj vakua (—0,7 bar) je zapojen

kondenzator k zachyceni korozivnich par TFA.

Srazeni bylo provedeno piidanim 200 pl diethyletheru, kratkou inkubaci 5 minut
na orbitélni tfepacce (200 otacek za minutu) a naslednym ponoienim desticky z ptiblizné
dvou tfetin do nadoby s kapalnym dusikem. KdyZ ether zmrznul, byla desticka vyjmuta
a thned centrifugovéana 10 minut pi1 4 000 x g. Desticka byla opatrné vyjmuta z centrifugy
a plynulym pohybem obracena dnem vzhiiru nad sbérnou nddobou a takto pfiblizné minutu
ponechana. Nasledn¢ byla opét otocena dnem dolli a byla ponechidna ve vakuovém
exsikatoru minimalné€ 1 hodinu k odpateni zbytkového etheru. Peptidy byly poté rozpustény
v 70 ul DMSO ¢i cyklizaéniho rozpoustédla.

Sbérna desticka s roztoky peptidii byla néasledné¢ uzaviena folii (Agilent, 24214-001)
pod ochrannou atmosférou Ar pomoci pfistroje Agilent PlateLoc béhem 2,5 s pii 175 °C.
Desticky s knihovnami byly pfed pouzitim uchovavany pii —20°C.

V pftipadé¢ rucniho provedeni béhem optimalizace cykliza¢nich podminek byla pryskyfice
pfevedena ze zpracovavanych jamek filtraéni desticky do 1,5 ml mikrozkumavky
(nésledujici objemy odpovidaji zpracovani jedné jamky s 1 mg pryskyfice).

Pryskyftice byla promyta 2 X 50 ul DMF. Rozpoustédlo bylo odebirano ru¢ni pipetou

jejiz Spicka byla tésné¢ pritisknuta ke dnu mikrozkumavky (stejné€ jako v nasledujicim kroku).
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Stépeni bylo provedeno inkubaci s 50 ul §tépiciho koktejlu A pii laboratorni teploté po dobu
2 h na orbitalni tiepacce (200 ota¢ek za minutu). Po inkubaci byl roztok peptidu odebran
do 2 ml mikrozkumavky, bylo pifidano 1,95 ml diethyletheru a po promichdni byla
zkumavka ponofena do kapalného dusiku. Kdyz ether zmrznul, byla mikrozkumavka
vyjmuta a ihned centrifugovana 10 minut pii 13 000 x g. Supernatant byl odebran ru¢ni
pipetou a zkumavka byla ponechana oteviena k odpafeni zbytkového etheru minimalné

20 minut. Peptid byl poté rozpustén v 70 ul DMSO.

3.4. Disulfidova cyklizace peptidu na pryskyfici
e Redukéni roztok: 5 % w/v DTT, 1 % v/v NMM v DMF
e Oxidacni roztok: 10 mM NCS v DMF

Pro cyklizaci peptidii na pryskyfici byl adaptovan publikovany protokol'?! pouzivajici
k oxidaci na pryskyfici N-chlorosukcinimid (NCS). Protokol byl provadén strojové
a navazoval na syntézu na pevné fazi v pripad¢ nutnosti cyklizace pomoci disulfidové vazby
(Obrazek 17).

Vsechny cyklizované jamky byly nejprve promyty 5 x 60 ul DMF. Mezi jednotlivymi
opakovanimi byl objem vsazky odstranén evakuaci odsavaci nadoby po dobu 60 sekund,
stejné jako v nasledujicich krocich a jejich opakovanich. Odstranéni STmp?’ chranicich
skupin Cys bylo provedeno ptfidanim 4 x 25 pl redukéniho roztoku s inkubaci 4 minuty
s pulsa¢nim michanim s periodou 5 s (jako v nasledujicich inkubacich). Pryskyfice byla
nasledné promyta 2 x 20 ul DMF bez inkubace a nasledné¢ 5 x 60 pul DMF s inkubaci
2 minuty k dikladnému odstranéni volnych sulfhydrylii, které jinak interferuji s oxidaci

pomoci relativné malého nadbytku oxidacniho ¢inidla.

OMe OMe

S ]

5% DTT, 1% NMM 1,05 - 21eq NCS H §/ o " \E

_N i i i

w(\ \n/\ Y\N NH,
H 4x4 minuty 2x7 minut H

o] R, |oO
n

Obrazek 17. Schéma redukéniho odchranéni STmp skupin Cys a nésledné disulfidové cyklizace

pomoci NCS.

Vytvoteni disulfidového mustku bylo provedeno pfiddnim 2 % 33 pl oxida¢niho roztoku
(1,05 ekvivalentu NCS ke kapacité pryskyfice) s inkubaci 7 minut. V nasledujicim kroku

bylo pfidani 2 x 33 pl oxida¢niho roztoku (kumulativné 2,1 ekv.) s inkubaci opakovano
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pro peptidy neobsahujici Met ve své sekvenci, ostatni peptidy byly promyty 2 x 33 ul DMF.
Pryskyfice byla promyta 2 x 20 ul DMF bez inkubace a nasledné 5 x 60 ul DMF s inkubaci

2 minuty a dobou odsavani mezi opakovanimi prodlouZenou na 4 minuty.

3.5. Analyza preparaci peptidu

Aminokyselinové a chromatografické analyzy byly provedeny Radkem Souckem
ze skupiny medicinalni chemie UOCHB Dr. Pavla Majera. Aminokyselinovéa analyza byla
provadéna pomoci Biochrom 30 s ninhydrinovou derivatizaci a hydrolyzou 6 N HCI
pti 110 °C v evakuované ampuli po dobu 20 hodin. K analyze bylo ptedavano Va = 10 pl
roztoku preparatu v DMSO z celkovych V¢ = 70 pl. DMSO bylo pfed provedenim analyzy
odpateno. Nalezené latkové mnozstvi peptidu n bylo vypocteno jako

__VcX¥naa _ 5 Xnpa
VaXxaa Yxan

n

kde naa je nalezené latkové mnozstvi aminokyseliny a xaa je jeji vypocteny stechiometricky
koeficient. Smérodatna odchylka o, pozorovaného latkového mnozstvi peptidu byla

vypoctena jako

Venaa 2 nAA 2
———=-n 7-2=-n
5 = E(VAXAA ) _ 2( XaAA )
n N-1 N-1 >

kde N je pocet stanovovanych aminokyselin. Z téchto hodnot byly vypo¢teny hmotnostni
vytézky a déale procentudlni vytézky jako pomér n a teoretické kapacity pryskyfice

(620 nmol). Pozorovany stechiometricky koeficient X54 ops. byl vypocten jako pomér

Venaa naA
X = =7—.
AA,obs. Van n

Nominalni ESI hmoty a cistota sloucenin byly vyhodnocovany pomoci Agilent 6230
Accurate-Mass TOF LC/MS (pritok 0,3 ml min!, gradient 2-100 % acetonitril b&hem
8 min, 0,1 % kyselina mravenci) se sloupcem Waters ACQUITY UPLC BEH C18 (1.7 pm,
100 x 2.1 mm). Pro stanoveni Cistoty byly pouzity chromatogramy s UV detekci (210 nm).
Cistota byla vypoétena jako podil plochy piku s cilovou hmotou a viiéi plose viech ostatnich
pikd. Z vypoctu byly vylou€eny plochy pikl pfi tr = 0,52 a 1,05 min pfedstavujici mrtvy
objem (negativni pik), resp. pik rozpoustédla (DMSO).
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V ramci soubort analyz jsou souhrnné vysledky uvadény jako primér £ smérodatna
odchylka (s N — 1 korekei jako vyse'??), doplnéné velikosti souboru (N) a variaénim rozp&tim
R = maximum — minimum souboru.

ESI hmotnostni spektra s vysokym rozliSenim byla méfena Dr. Editou Kofronovou
a Katetinou Novakovou ze skupiny hmotnostni spektrometrie Dr. Josefa Cvacky pomoci
hybridniho FT hmotnostniho spektrometru s Orbitrap hmotnostnim analyzatorem
(LTQ Orbitrap XL, Thermo Fisher Scientific).

Stanoveni koncentrace peptidi pomoci absorbance pii 280 nm bylo provadéno
v UV-transparentnich 384-jamkovych destickach (Greiner, 781801). VSechna méfeni byla
provadéna ve vysledném objemu 30 ul DMSO roztoku, ¢imz mohly byt pfimo pouzity
smérnice regresnich pfimek kalibra¢nich fad (Obrazek 18; vyska sloupce kapaliny nebyla

piesné métena).

A=a.c

- ]
07, -1 A=g.c.L(L=2,8mm)
g 08: ; e -+ - tryptofan
E v It a=1555+13 M’ R*=0,9996
£ 0.6-'; J et £ =5554 + 45 M cm’
é 044"/ __,'-"L -=- tyrosin
< ;" JPttde a=3692M" R* = 0,9997
0.24 . - ) ]
d A e=1318£9 M cm
0.0*"" i : . . . . -=- cystin
0 4.0x1073 8.0x10°3 1.2x102 1.6x102  2.0x10% 2.4x10°2 a=36,8+06M" R?=0,9978
¢ (koncentrace) I M £=132+2M'cm’

Obrazek 18. Zavislost absorbance pii 280 nm na koncentracich aminokyselin Trp, Tyr a cystinu
(objem 30 ul DMSO, odectena absorbance rozpoustédla) se sestrojenymi kalibracnimi pfimkami.
Literarni hodnoty (aq., Gill a von Hippel'?): Trp: 5690 M' cm, Tyr: 1280 M' cm’,
cystin: 120 M em™.

Ke stanoveni bylo pouzito Va = 10 pl roztoku preparatu nafedénych na Vp = 30 ul
v DMSO z celkovych Ve = 70 pl. Latkové mnozstvi peptidu v preparatu odpovidajici

pozorované absorbanci A bylo vypocteno jako

_ VpVc A-ApmMso 0,21.10731 (A-Apmso)

n =
VA XTrpaTrp+XTyraTyr+Xcysdcys  XTrp 1555M~1+Xyr 369M ™1 +Xcystin 36,8M ™1

kde XtmpTyreys predstavuji vypoctené stechiometrické koeficienty (Trp, Tyr a cystinu),
aTrp/Tyr/cys JSOU smernice regresnich pfimek (viz Obrazek 27 vpravo) a Apwmso je absorbance
rozpoustédla. Z hodnot latkovych mnozstvi byly vypocteny hmotnostni a procentualni

vytézky jako vyse.
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3.5.1. Stanoveni inhibiénich konstant Fc-Ill variant

e Adsorb¢ni pufr: 100 mM borat, pH 9.5

e TBST: 50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,5 %o v/v Tween-20, pH 7,6

e Blokacni pufr: 0,5 % (w/v) kasein v TBST

e Chemiluminiscen¢ni substrat: 100 mM Tris, 2,5 mM luminol, 2 mM 4-jodofenol,
0,2 %o v/v peroxid vodiku, pH 8,0

Pro stanovovani disocia¢nich konstant ligandi bylo vyuzito sdileni vazebného mista
mezi Cy2 a Cu3 doménami IgG s proteinem G, ktery jako konjugat s HRP slouzil
jako reportér. Test je provadén v 384-jamkovych destickach (Merck, P6491) pti laboratorni
teplote.

Na kaZdou analyzovanou jamku titra¢ni desticky bylo zachyceno 10 ng lidského IgG
v 50 pl adsorp¢niho pufru s ¢asem inkubace 60 minut pii 100 otackach za minutu na orbitalni
titepacce (jako v nasledujicich krocich). Desticka byla vyprazdnéna a nasledovala hodinova
blokace se 100 pl bloka¢niho pufru. Po tfech promytich 100 ul TBST byla pro stanoveni K;
nanesena 11-bodové fedici fada analyzovaného peptidu v TBST s koncentraci reportéru
10 pg/ul v duplikatu. Pro stanoveni relativni preference byla pouzita koncentrace 30 nM
blizk4 K; parentalniho Fc-III se shodnou koncentraci reportéru v triplikatu. Jako positivni
kontrola byla pouZita série jamek pouze s reportérem, jako negativni kontrola byla pouZita
série jamek s 10 uM Fc-III. Desticka byla po hodinové inkubaci pétkrat promyta 100 pl
TBST, bylo ptfiddno 75 pl chemiluminiscen¢niho substratu s bezprostfednim ctenim
luminiscence pomoci Perkin-Elmer EnSpire 2300.

Pro stanoveni inhibi¢nich konstanty byly s pouZitim kontrol hodnoty relativni
luminiscence pro jednotlivé body pfepocteny na procentudlni podil navdzaného reportéru.
Tyto hodnoty byly posléze vyneseny v zavislosti na logaritmu koncentrace ligandu a byla
provedena nelinearni regrese této zavislosti v programu GraphPad Prism 6 s naslednym

pouzitim Cheng-Prusoffova modelu'?*

pro stanoveni konstanty K; a jejiho 95% intervalu
spolehlivosti (koncentrace reportéru 100 pM; Kp = 6,5 nM).

Pro stanoveni relativnich preferenci variant peptidu Fc-III byla pouzita linearni
transformace

. r 1
relativni preference = [y, e

9
HEciii—Ho HEciii—Ho

kde pyar je pramér signali jamek s danou variantou, prcm je pramér signalu jamek

s parentalnim Fc-III a o je primér signali jamek bez ligandu. Hodnota 100 % odpovida
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signalu reportéru s kompetujicim parentalnim peptidem (pvar = prem), hodnota 0 % odpovida
signalu reportéru bez kompetujicich peptidit (pvar = po). Tj. relativni preference >100 %
oznacuji varianty 1épe kompetujici s reportérem nez parentalni peptid, varianty s relativni
preferenci <100 % kompetuji hiife. Hodnoty relativnich preferenci byly vyneseny jako

logo-grafy pomoci tabulkového procesoru MS Excel.

3.5.2. Méfeni aktivity statinovych inhibitord May1

e Reakéni pufr: 50 mM octan sodny, 50 mM NaCl, 0,05 % v/v Tween-20, pH 5,0

e Stopovaci roztok: 50 uM pepstatin A v reakénim pufru

M¢éteni aktivity bylo provadéno v 384-jamkovych destickach (Greiner, 781097)
v duplikatu dle literarniho postupu®®. Testované latky byly naneseny Beckman Coulter
Echo 550 v objemu 20 nl DMSO s vyslednou 800 nM koncentraci. Ve stejném objemu bylo
na kazdé desti¢ce naneseno 8 jamek s 10 uM pepstatinem A (vyslednd koncentrace,
negativni kontrola) a 8 jamek pouze s DMSO (pozitivni kontrola). VSechny jamky vysledné
obsahovaly 0,8 %o (v/v) DMSO. Do vSech jamek bylo dale naneseno 15 pl reakéniho pufru
s20 uM  fluorogenniho substratu 1Q-2 AMC-GSPAFLAK(DNP)dR-NH,*’. Reakce
probihajici pf137 °C byly spustény pifidanim 5ng Mayl v 10 pl reakéniho pufru
a po 20 minutach zastaveny pfidanim 12 pl stopovaciho roztoku.

Davkovani roztokli bylo provadéno pomoci Perkin-Elmer EnSpire 2300. Intenzity
fluorescence byly nasledné stanoveny pomoci ¢tecky Tecan Infinite M1000 (Ex 328 nm,
Em 393 nm). Zavislost fluorescen¢niho signalu na ¢ase se zvolenym mnoZzstvim enzymu
je vpriabéhu 20-minutové inkubace piiblizné linearni. K validaci vysledki méteni
byl vypocten faktor

3(c+ +0-)

Z'=1-
lnt — p—|

= 0,56 az 0,60,

kde p+ a p jsou primérnymi signaly jamek pozitivnich, resp. negativnich kontrol a 6+ a 6-
jsou jejich odpovidajici smérodatné odchylky. Faktor Z' lezel ve vSech ptipadech
v doporuceném intervalu 0,5 < Z' < 1'?°. Podil aktivity za pfitomnosti zkoumaného

inhibitoru byl vypocten jako

podil aktivity = H2b—t= ~ 1

Mt — H— Vo

kde pinn je pramérny signal jamek s danym inhibitorem. Vypoctené hodnoty byly nasledné

vykresleny jako teplotni mapy pomoci tabulkového procesoru MS Excel.
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3.6. Vyhodnoceni parametrl pfenosu kapalin

Parametry pienosu kapalin v Tabulce 5 (sekce 3.2.1.) byly stanoveny meéfenim
absorbance roztokli bromfenolové modii (BPB) ptfi 605 nm v 384-jamkovych destickach
(Beckman Coulter, PP-0200). Roztoky BPB v DMF uvedenych piedpokladanych objemi V
byly davkovéany do objemu 50 pul — V DMF. Hodnota koncentrace davkovanych roztokt c

byla nastavena na

c =0/ 1oum,

aby po nadavkovani do rozpoustédla mély vysledné roztoky o objemu 50 pl shodnou
teoretickou koncentraci 10 puM kvylouceni odchylek zplsobenych ptipadnou
nepravidelnosti zavislosti absorbance na koncentraci. Naméfené hodnoty absorbance A byly
pfepocteny na pfenesené objemy V, dosazenim do vztahu

_ V.(A-b) _ V.(A-0,1215)
P ™ 10uM.a  10puM. 20312M-1°

kde a, b jsou parametry regresni pitimky (Obrdzek 19 vpravo). V ramci 12 opakovani byla

stanovena smérodatnd odchylka ¢ a primér p pfenesenych objemt V,, které byly dosazeny

do vztahli CV = G/ u a presnost = |H/V -1 |, jejichz vysledky byly vySe tabelovany.

1.5+
B3 A=20312.c+0,1215
5 1.0] R? = 0,9996
5 a=20312+ 72 ML ~ 0,37 cm)
2 0.5 E605nm = 55614 + 197 M~ cm™
< b =0,1215 + 0,0030

0.0 r . . T r . r T . . r T .

0 2.0x10°5 4.0x10- 6.0x10+5

¢ (koncentrace) / M

Obrazek 19. Zavislost absorbance pii 605 nm na koncentraci roztoku BPB v DMF (objem 50 pl,
L = 0,37 cm) s regresné stanovenou kalibracni pfimkou.
3.7. Casosbérné méfeni tlaku a objemu

e Me¢fici smés: 90 % v/v DMF, 10 % v/v voda, 0,5 mM NaCl

Me¢éteni hodnot tlaku a objemu b&hem pracovniho cyklu pulsového michani jamky
na Obrazku 13 (sekce 3.2.1.) bylo provedeno pomoci Arduino Nano hlasiciho méfené

hodnoty pfes sériové rozhrani. Absolutni tlak v prostoru pod destickou byl méten Bosch
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BMP180 integrovanym pomoci I*C (pouzitd knihovna SFE. BMP180'%6; vystupni hodnoty
absolutniho tlaku nebyly dale upravovany).

Objem v jamce byl méfen konduktometricky na zdklad¢ napéti U = 3,802-4,770 V
(rozsah pii kalibraci 20-60 pl) méfeného 10-bitovym pievodnikem (rozliSeni 4,9 mV)
na centralnim uzlu napétového délice mezi Ry = 10 kQ (SMD 1002, méfen jako
9,96-10,01 kQ, pro vypocty byl pouzita nominalni hodnota) a proménlivym Rg
predstavujicim odpor rozpoustédla mezi elektrodami (Obrazek 20A). Vnitini odpor vstupu
do prevodniku je predpokladan jako velmi vysoky (Ran = 100 MQ'7) a byl tedy

ve vypoctech zanedban.

L L] T T

i ; ‘le |‘ 20 30 40 50 60

odsavaci nadoba GND V (objem) / pul

A elektrody B j
? T 3.0x10°5 .
[7)] h ’,‘
Mk 0,64 mm = ] i F
52 i § 2,010 -
£ O = P G=aV+b
E 1 ] ’_}, 2
“IIN 4| 2 RE 2 40410 o R*=0,9894
. Ok i |
v £ . = ] ,»" "a=(6,87+0,27).107 S.ul!
. 3 31 az 208K 1 °® =-(9,92+1,13)10° S
o—<& 0 :

Obrazek 20. Popis postupu konduktometrického stanoveni objemu v jamce filtracni desticky.
(A) Diagram zapojeni elektrod do napétového délice (vpravo) a jejich umisténi v jamce desticky
(vlevo). Jako elektrody byly pouzity dva pravouhlé koliky DuPont 2,54 mm umisténé ve ctvercové
jamce o strané 3,7 mm diagonalné k maximalizaci vzdalenosti od stén jamky. (B) Zavislost vodivosti

G na objemu V m¢éfici smési v jamce se sestrojenou kalibra¢ni pfimkou.

Me¢éteni bylo provadéno za laboratorni teploty v primérnych periodach 3,5 ms (minimalni
doba méfeni BMP180 pfi nejnizs§i hodnoté vzorkovani), béhem nichz bylo provadéno

prumérovani méfeni U. Hodnota vodivosti G byla stanovena dosazenim do vzorce
Upp-U _ 5V-U 1

G: = :—’
U.R; U.10kQ Rg

kde Uin = 5 V je vstupni napéti. Objem V byl stanoven dosazenim do regresni rovnice

na Obrazku 20B

G-b _ G+9,92.1076S
a 6871077 S.ul-t

V=

po vyjadieni V. Méfeni hodnot tlaku a vypocteného objemu bylo provedeno v 7 opakovanich

pii vychozim objemu 40 ul méfici smési v jamce desticky. Namétené kiivky byly rucné
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zarovnany dle pozice minima tlaku a pro kazdy bod byl stanoven primér a smérodatna
odchylka.

Pro vyneseni chybovych intervalli nezavislé proménné pomoci GraphPad Prism 6
na pV diagramu bylo pouzito pirekryti bitmap grafii s odeCtenou, resp. pfictenou
smérodatnou odchylkou od priméru objemu (zvoleny program pro nezavislou proménnou
vykresluje pouze chybové usecky). Symetricky rozdil téchto dvou grafii byl vyplnén Sedou

barvou jako v piipad¢ intervalt odchylky zavislé proménné vykreslované programem.

3.8. Protokol ToRNAdo

3.8.1.Popis protokolu

JelikozZ je mRNA display skutecné in vitro evoluéni metodou nevyzadujici pouziti zivého
systému v zadném z krokt selek¢niho cyklu, je mozné jej automatizovat i v minimalistickém
pfistrojovém uspofadani, které sestava z pipetovaciho robota (Agilent Bravo) a PCR
termocykleru (Biometra T-Gradient).

Nutnost integrace uzavirdni PCR desticky béhem inkubaci pii vySSich teplotach byla
obejita prevrstvovanim pracovnich roztoki mineralnim olejem. Pievrstveni olejem zaroven
chranilo reagencie v malych objemech, zejm. koncentraty enzymt v objemu 1-3 pul,
pfed vyschnutim v priib&éhu selekéniho cyklu s dobou trvani 9 az 10 hodin.

Kvili nefunk¢nosti nativniho externiho ovladdni muselo byt ovladani pfistroje
T-Gradient realizovano simulaci stiskd tlacitek. Sekvence stiski ke spusténi diléich
programt a jejich nasledné vypnuti byly vyvolavany z rozhrani VWorks 13.0 obsluhujiciho
pipetovaciho robota Bravo spusténim pfipraveného skriptu'?® komunikujicim s Arduino Uno
modulem s polem 4N25 optoclenti, které simulovaly stisky tlacitek spojovanim tras
vedoucim k panelu tlac¢itek pfistroje. Tento zpisob upravy nevyzadoval nevratné Upravy
stroje, ani nevylucoval bézné ovladani pomoci tlacitkového panelu.

Panel pfistroje ma 20 tlacitek multiplexovanych do 9 spoji v konfiguraci 5 x 4, jez byla
odvozena pokusy a je se schématem zapojeni na Obrazku 21 na ndasledujici strané.
Ke spusténi a zastaveni libovolného programu v paméti je nutné mit kontrolu pouze
nad tlacitky A, B, D, nahoru, dolii a vpravo; ostatni tedy nebyla v ovlddacim modulu

zapojena.
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Obrazek 21. Graficky popis uprav Biometra T-Gradient (vlevo). K tlacitkovym spojum (vpravo
dole) bylo pristoupeno pies patici v levé predni ¢asti stroje oznacené Sipkou. Tabulka nahote popisuje
zpusob premosténi spojii (tu¢né 9—6 vlevo a 1-5 nahote) k vyvolani stiski tlacitek (pi. pfemosténi
pind 3 a 8 vyvola stisk tlacitka 6). Vpravo je zndzornén diagram zapojeni tranzistorovych optoclenti
simulyjicich stisky. Vstupy ArdD1 az 6 jsou digitalnimi vystupy Arduino Uno (v Cerné krabici
po levé strané pristroje), ¢islovani vystupd vpravo stejné jako v tabulce odpovida ¢islovani pind
ve spodni ¢asti obrazku.

Kvili nizkému odbéru ovladaciho modulu a absenci nutnosti perzistentniho pfipojeni
byl pouzit ke komunikaci a napajeni modulu integrovany sériovy USB pievadé¢ CH340G
desky Uno bez negativniho vlivu na stabilitu provozu. Ackoli rozhrani chybi jakakoli zp€tna
vazba k potvrzeni provedeni piikazu (oSetfeno je pouze odeslani), ovladani timto zplisobem
nevykazovalo Zadné zachytitelné chyby — toto bylo ovéfeno zapindnim a vypinanim
protokolu spolecné s presunem desticky s periodou 1 hodina se zdznamem displeje kamerou
po dobu 72 h.

K propojeni obou pfistroji byla vyuZzita komeréni SCARA (z angl. selective compliance
articulated robot arm) se 4 osami obsluhovanymi 42BYGH47-401A krokovymi motory.
Uchopovaci mechanismus byl sestaven z komeréni mechaniky CL-2 osazené servomotorem
MG996R a hlinikovych celisti s kratkymi areta¢nimi Srouby, které zapadaji do otvoril
na delSich stranach pfendSenych PCR desticek (Roche, 04729692001) k dosazeni
spolehlivého presunu, ktery byl ovéfen 72-hodinovym zatézovym testem obdobné jako vyse.
Uspotadani sestavy s nakresem uchopovaciho mechanismu je na Obrazku 22 na nasledujici

strané.
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Obrazek 22. Usporadani komponent sestavy pro protokol ToRNAdo s ndkresem navrzeného

uchopovaciho mechanismu SCARA.

Jako tidici elektronika SCARA bylo pouzito Arduino Mega (ATmega2560) s ovladaci
deskou RAMPS 1.4 obdobné jako v pfipadé syntetizatoru SPENSER s upravenou verzi
Matrlin 1.1 s implementaci referencovani 4. osy'%®. Sériova komunikace byla opét opticky
izolovana obvodem s dvojici 6N137 opto€lenil k dosaZeni stabilniho provozu. K obsluze
komunikace srukou bylo piipraveno jednoduché ovlddaci rozhrani'® umoZiujici
sestavovani a ukladani pohybovych sekvenci a jejich vnéjsi volani z rozhrani VWorks.

Diky tomu, Ze k nakladani s kapalinami bylo pouZito stabilni komercni feSeni, odpadla
optimalizace piesnosti ddvkovani na urovni hardware. Cenou za tento komfort vSak byla
nutnost potykani se s omezenimi obsluzného rozhrani VWorks a samotného hardware robota
Bravo.

Robot davkuje pomoci 3-osé hlavy s 96 az 384 kandly, na néZ jsou nasazeny Spicky.
Davkovani muze probihat vSemi kandly, po tadcich, ¢i sloupcich a dale jednotlivymi
$pickami. Jelikoz ma davkovaci hlava pouze jednu obsluznou osu k pohybu davkovaciho
pistu, je tfeba k davkovani jednim dil¢im kanalem nasadit jedinou Spicku. Toho Ize prakticky
dosahnout pouze v rohovych pozicich hlavy (A1, A12, HI a H12 pro 96-kanalovou hlavu).
Rozsah pohybu stroje v osach X a 'Y je vSak omezen, coz vede k omezeni pozic na pracovnim

prostoru s moznosti ddvkovani na 4 z 9 celkem (Obrazek 23 A na nésledujici strang).
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Obrazek 23. Ilustrace omezeni davkovaciho systému Bravo a moznosti jejich obejiti.
(A) Znazornéni pozic, kde je mozné davkovani do vSech jamek (5, 6, 8 a 9) se Spickou nasazenou
na pozici hlavy H12. (B) Piiklad zpiisobu vyuziti jedné krabicky pro nasazovani i odhazovani
dvou jednotlivych $pi¢ek (pIné kruhy) na pozici hlavy H12. Carkované kruhy zna&i prazdné pozice.

Jedna z pozic je obsazena krabickou se Spickami a dalsi dvé PCR reakcni destiCkou
a zasobnim blokem. Zbyvajici pozice tedy musi byt sdilena dvéma pracovnimi kusy —
filtracni destickou a PCR purifika¢ni destickou. K pouZiti jediné krabi¢ky k nasazovani
1 odhazovani implementovan postup znazornény na Obrazku 23B, kdy je Spicka nasazena
na stran¢ krabicky orientované k pozici Al a po dokonceni davkovani odhozena na strané
orientované k pozici P24. Pro praci se suspensemi navic takto mohly byt do fady Spicek,
dle potadi jejich pouZiti, zahrnuty Spicky se Sirokym Ustim, aniZ by bylo tfeba pouZit
separatni krabicky.

DalSim omezenim je vyska pracovnich kusi — ztéchto dominuje krabicka s ST70
Spickami s vyskou 53 mm. Ostatni kusy se vyskou pohybuji mezi 19 az 22 mm. V dusledku
tohoto vyskového rozdilu byla krabicka se Spickami umisténa na pozici 8. K vylouceni
kolize béhem davkovani je PCR reakéni desticka na pozici 9 umistovana do navrzeného
vyvyseného adaptéru'®® (viz Obrazek 24 v néasledujici sekci). Ve zvoleném uspoiadani
je mozno na pozici 9 provadét vSechny davkovaci operace s vyjimkou michani. V ptipadée
pfikazu k michani je rozhranim zachycena moznd kolize a piikaz neni proveden,
ackoli opakovany piikaz k nasati a vypusténi shodnych parametrii je ptekvapivé proveden

bez problémii.
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3.8.2.Pracovni postup

e Smés 1 (nadéavku 11,7 ul): 2 ul 10x AmpliScribe T7 reakéni pufru, 1,8 ul 100 mM
ATP/CTP/GTP/UTP (7,2 ul celkem), 2 ul 100 mM DTT, 0,5 pl RiboGuard inhibitoru
RNas (40 U/ul)

e Smés 2 (na davku 45 pl): 2 pl 100 uM oligonukleotidu 9, 5 pul 10 mM ATP, 5 ul
10x reak¢éniho pufru T4 RNA ligasy (NEB), 0,5 pl RiboGuard inhibitoru RNas
(40 U/ul), 32,5 pl vody

e Smés 3 (na davku 3 pl): 2 ul T4 RNA ligasy 1 (10 U/ul, NEB), 1 ul RiboGuard
inhibitoru RNas (40 U/pl)

e Smés 4 (na davku 31 pl): 25 pl 2x OneTaq jednokrokového reakéniho pufru (NEB),
1,25 pl 20 uM primeru 4, 1,25 pl 200 nM primeru 10, 1,25 pl 200 nM primeru 11,
1,25 pl 20 uM primeru 5, 1 pl vody

e 3x Konjugacni roztok: 240 mM MgCl; 2,4 M KCI

e 6x Chelatacni roztok: 500 mM EDTA-Na;

e Blokac¢ni roztok: 1 % w/v DNA (Salmo I1I), 1 % w/v RNA (Torula IV), 1 % w/v
kasein v TBST

e TBST: 50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,5 %o v/v Tween-20, pH 7,6

Pted kazdym provedenim protokolu byly pfipraveny Cerstvé smési 1-4 s bezprostiedné
ptedtim rozpusténym roztokem DTT. Milli-Q voda byla pied pouzitim oSetfena 0,1 % DEPC
s inkubaci ptes noc pti 37 °C a naslednym autoklavovanim pii 121 °C po dobu 30 minut.

PUREfrex 2.1 roztoky I-III byly upraveny dle dokumentace vyrobce (byla vyuZita
moznost pfidani DTT) a byly alikvotovany na objemy pro jedno pouziti dle Tabulky 9
na nasledujici strang, Sokoveé zmrazeny v kapalném dusiku a skladovany pii —80 °C. Ostatni
komponenty byly skladovany pti 4 °C (konjugaéni roztok, pryskyfice), —20 °C (glycerolové
koncentraty), ¢i —80 °C (ostatni). Pryskyfice (anti-HA, ¢i anti-FLAG) byla pied pouzitim
ptevedena do blokaéniho roztoku.

Pted pouzitim byly komponenty rozmraZeny na ledu a posléze davkovany ruéni pipetou
do zasobni 384-jamkové desticky (BR701355) od jamky Al po ftadcich spole¢né
s mineralnim olejem dle pfedpisu v Tabulce 7 na nasledujici stran€ pro jamky oznacené

al-al9.
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Tabulka 7. Shrnuti objemtl reagencii v zasobni 384-jamkové desticce.

pozice reagencie objem  objem minerdlniho oleje
al smés 1 (pufr, NTP) 11,7 10l
a2 AmpliScribe T7 RNA polymerasa 2ul 10 pl
a3 smés 2 (pufr, ATP, puromycin oligo) 45 ul 10 pl
a4 smés 3 (T4 RNA ligasa 1) 3ul 10 pl
as PUREfrex 2.1 roztok I (puft, prekurzory aj.) 10 ul 10 ul
a6 PUREfrex 2.1 roztok II (proteiny) 1 ul 10 pl
a7 PUREfrex 2.1 roztok IIT (20 uM ribosomy) 2 ul 10 ul
a8 3x konjugaéni roztok (Mg*/K* soli) 10 ul 10 pl
a9 6x chelatacni roztok (EDTA) 10 ul 10 pl
al0 TBST 200l -

all suspenze pryskyfice (a-FLAG, ¢i a-HA) 20 pl -

al2 TBST 200l -
al3 TBST 200wl -
al4 voda 200l -
als smés 4 (RT PCR puft, primery) 31l 10 pl
al6 25x% OneTaq jednokrokova enzymova smés 2 ul 10 pl
al7 mineralni olej - 60 ul
al8 DNasa I (bez RNas, NEB, 2 U/ul) 1 ul 10 pl
al9 TBST 200l -

bl vstupni fragment dsDNA (100 ng/ul) 10 ul 10 pl

b2 vystup — mRNA transkript - -
b3 vystup — ligace DNA-mRNA - -
b4 vystup — fize peptid-DNA-mRNA - -
b5 vystupni fragment dsDNA - -

Jamky b1-bS5 jsou rozmistény od jamky P24 po tadcich sestupné. S vyjimkou jamky b1
(vstupni fragment DNA) jsou jamky fady b napliiovany v pribéhu protokolu. V ptipadé
paralelniho provadéni n reakci byly reagencie davkovany v n opakovanich dle druhu
(tzn. prokladan¢). V zavislosti na poctu paralelnich reakci byla naplnéna zasobni krabicka
70 pl Spickami s filtrem a Sirokym (19134-022, ozn. W), ¢i normalnim (19133-142, ozn. N)
tstim. Spi¢ky byly umistovany od pozice Al po fadcich v poradi 8nxN, 2nxW, 9nxN,
InxW, 3nxN, kde n je pocet paralelnich reakci.

Na pozice uvedené v Obrazku 24 na nasledujici strané byly rozmistény pracovni
materidly — naplnéna zasobni desticka a krabicka se Spickami, PCR purifikacni desticka
(Merck, S384PCR10; jamky oznacené v dal$im textu ppl-2), filtraéni desticka (Pall,
736-4006; jamka f1) a PCR desticka (Roche, 04729692001; jamky p1-4). Nasledné
byl protokol spustén.

V nésledujicim textu nejsou uvazovany paralelni reakce a jako pozice jamek jsou

uvadény ,,virtualni pozice uvozené¢ minuskulami z Tabulky 9 na ptedchozi strané
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k dosazeni vys$si ptehlednosti. Jamky pp1-2, f1 a p1-4 byly alokovany na nepouzité useky
desticek, které byly pouzivany opakované k omezeni spotfeby drahého materialu. Jamky

pp1-2 a f1 na filtra¢nich destickach byly rozmistény s rozte¢emi dvou jamek ve sméru fadkt

1 sloupcii k vylouceni kontaminace.

Kazdy nasledujici oddil predstavuje podproces s vlastni §pickou — na pocatku podprocesu

je Spicka nasazena na stran¢ krabicky orientované k pozici Al, na zavér je odhozena

na stran¢ orientované k pozici P24 (viz Obrazek 24 dole).

:_ " odsévaci adaptér 1y ]
Iy I
: prazdna pozice prazdna pozice purifikacni desticka | 1 prazdna pozice I
: 1 2 pp1-23 N 10 i
' 384 jamek | : A :
I
: : [ [ —
! filtra&ni destitka zéasobni destitka I
i PCR
I
| 1 4 < > 5 a1-19@Q b1-5 | |
I 384 jamek prazdna pozice 384 jamek :
I
I
: nasazovani =» I
I
: prazdna pozice krabicka Spicek PCR desticka I
I
| 7 8 p1-4 Q < :
| 384 pozic 96 jamek :
I
I
Lo _ ot ___________ . Bravo

Obrazek 24. Rozpis obsazeni pozic Agilent Bravo a Biometra T-Gradient PCR cykleru ve vychozim
stavu. Sipky oznauji pfesuny materialu v priib&hu protokolu. Davkovani je mozné pouze
na pozicich 5, 6, 8 a 9. Kurzivou jsou vypsany pouzité jamky pro kazdou desticku. Nestandardni
pozice: 1 — pozice s odsavacim adaptérem, 6 — chlazend pozice (4 °C), 9 — pozice s adaptérem
na 96-jamkové desticky s konickymi dny, 10 — blok PCR cykleru.

3.8.2.1. Transkripce T7 RNA polymerasou

Jamky podprocesu: Spi¢ka: #1 normalni Gsti

desticka

zasobni desticka (pozice 6)
zéasobni desticka (pozice 6)
zasobni desticka (pozice 6)
PCR desticka (pozice 9 » 10)

pozice obsah

b1 vstupni fragment DNA (100 ng/ul)
al smés 1 (pufr, NTP)

a2 AmpliScribe T7 RNA polymerasa
pl transkripéni jamka

Z jamky b1 bylo pfeneseno 6,3 ul roztoku vstupniho DNA fragmentu do jamky al
a obsah jamky byl 3% promichan (rozsah 6 pl). Z jamky al bylo pfeneseno 20 pl smési
do jamky a2 a obsah byl 3x promichan (10 pl). Témito kroky byl zkombinovan templat,
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enzym a pufr sprekurzory. Zjamky a2 bylo pfeneseno 30 pl smési do jamky pl
PCR desticky, kterd byla posléze ptesunuta z pozice 9 na pozici 10 (PCR cykler). Obsah
desticky byl nakonec inkubovan 3 hodiny pii 42 °C k provedeni transkripce s naslednym

rychlym zchlazenim na 25 °C.

3.8.2.2. Odstranéni templatu DNAsou |

Jamky podprocesu: Spi¢ka: #2 normalni Gsti
pozice obsah desticka
pl transkripéni jamka PCR desticka (pozice 10 » 9 » 10)

al8 DNasa I (bez RNas, NEB, 2 U/ul)  zdsobni desti¢ka (pozice 6)

Po skonceni inkubace byla desticka piesunuta zpét na pozici 9 a nésledné byla k reakci
v jamce p1l pfidana DNAsa I k odstranéni DNA templatu. Toho bylo docileno odebranim
15 pl z jamky p1 do jamky al8, jejiz obsah byl dale 6% promichén (10 pl). Z promichané
jamky al8 bylo posléze pteneseno 25 pl smési zpét do jamky pl PCR desticky a obsah
jamky p1 byl 3% promichan (15 pl). Desticka byla opét pfesunuta z pozice 9 na pozici 10
a obsah desticky byl posléze inkubovan 15 minut pii 37 °C k rozs$tépeni DNA a dale
10 minut pii 80 °C k inaktivaci DNAsy I. Po skonceni inkubace byla desticka zchlazena

na 25 °C a presunuta zpét na pozici 9.

3.8.2.3. Hybridizace mRNA-DNA

Jamky podprocesu: Spi¢ka: #3 normalni Gisti
pozice obsah desticka

al4 voda zasobni desticka (pozice 6)
pl transkrip¢ni jamka PCR desticka (pozice 9 » 10)
b2 vystup — mRNA transkript zé4sobni desticka (pozice 6)
a3 smés 2 (pufr, ATP, puromycin oligo) zésobni desticka (pozice 6)
p2 hybridiza¢ni/liga¢ni jamka PCR desticka (pozice 9 » 10)

Nejprve byla transkripéni reakce zbavend DNA templétu nafedéna a po odebrani vzorku
byla jeji ¢ast pfidana ke smési 2 obsahujici DNA-puromycin oligonukleotid k hybridizaci
s mRNA. Zjamky al4 bylo pfeneseno 50 pl vody do jamky pl a obsah jamky
byl 2% promichan (40 pl). Z promichané jamky p1 bylo posléze odebrano 40 ul do jamky
b2 jako vzorek transkriptu. Z jamky p1 byly déle odebrany 2 pl do jamky a3, jejiz obsah
byl poté 3% promichan (40 pl). Z promichané jamky a3 bylo posléze pteneseno 2x27,5 ul
smesi do jamky p2 PCR desticky, ktera byla poté presunuta z pozice 9 na pozici 10. Obsah
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desticky byl posléze inkubovan 10 minut pii 80 °C s naslednym kontrolovanym zchlazenim

na 25 °C béhem 5 minut k denaturaci, resp. hybridizaci nukleovych kyselin.
3.8.2.4. Y ligace T4 RNA ligasou 1

Jamky podprocesu: Spicka: #4 normalni usti

desticka
PCR desticka (pozice 9 » 10 » 9)
zéasobni desticka (pozice 6)

pozice obsah
p2 hybridizac¢ni/ligacni jamka
a4 smés 3 (T4 RNA ligasa 1)

V tomto kroku byla k hybridiza¢ni smési pfidana T4 RNA ligasa 1. Po skonceni inkubace
byla desti¢ka pfesunuta zpét na pozici 9 a z jamky p2 bylo odebrano 35 pl do jamky a4.
Obsah jamky a4 byl 6x promichan (25 pl) a byl pfenesen v objemu 45 pl zpét do jamky p2
PCR desticky, ktera byla nésledné¢ piesunuta zpozice 9 na pozici 10.
Desticka byla inkubovana 30 minut pii 25 °C k provedeni Y-ligace, dale 15 minut pii 65 °C
k inaktivaci ligasy, a nakonec byla desticka kratce zchlazena na 25 °C a pfesunuta zpét

na pozici 9.
3.8.2.5. In vitro translace

Jamky podprocesu: Spi¢ka: #5 normalni Gisti

desticka
PCR desticka (pozice 9 » 10 » 9)

zasobni desticka (pozice 6)

pozice obsah
p2 hybridiza¢ni/liga¢ni jamka
b3 vystup — ligace DNA-mRNA

as PUREfrex 2.1 roztok I (pufr aj.) zé4sobni desticka (pozice 6)
a6 PUREfrex 2.1 roztok II (proteiny)  zasobni desti¢ka (pozice 6)
a7 PUREfrex 2.1 roztok III (ribosomy) zé4sobni destika (pozice 6)
p3 translacni jamka PCR desticka (pozice 9 » 10 » 9)

Z jamky p2 bylo odebrano 35 pl do jamky b3 jako vzorek ligovaného mRNA-DNA
hybridu. Nasledujicimi kroky byla ligacni smés sekvencné kombinovana s roztoky I-III
PUREfrex 2.1. Z téze jamky p2 bylo odebrano 7 pl do jamky aS$, jejiz obsah byl nasledné
3x promichan (10 pl). Obsah jamky aS byl pfenesen do jamky a6 v objemu 20 pl a obsah
cilové jamky byl 3x promichan (11 pl). Nésledné byl obsah jamky a6 pfenesen do jamky a7
v objemu 25 pl a obsah cilové jamky byl opét 3% promichan (13 pl). Na zavér byl obsah
jamky a7 pienesen v objemu 30 ul do jamky p3 PCR desticky, ktera byla nasledn¢ pfesunuta
z pozice 9 na pozici 10. Desticka byla inkubovana 20 minut pii 37 °C k provedeni translace

a poté byla pfesunuta zpét na pozici 9.
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3.8.2.6. Fuze peptidu a nukleové kyseliny

Jamky podprocesu: Spi¢ka: #6 normalni Gsti

pozice obsah desticka

a8 3x konjugaéni roztok (Mg**/K" soli) zésobni desti¢ka (pozice 6)

p3 translacni jamka PCR desticka (pozice 9 » 10 » 9)

Obsah jamky a8 byl pfenesen v objemu 15 pl do jamky p3, jejiz obsah byl nésledné
3x promichan (27 pl). Timto krokem byl pfidan koncentrat Mg** a K soli k podpote
konjugace peptidu s nukleovou kyselinou. PCR desticka byla nasledné pfesunuta z pozice 9
na pozici 10 a byla inkubovana 1 hodinu pii 37 °C a poté 1 hodinu pii 2 °C k provedeni

konjugace. Posléze byla desticka pfesunuta zpét na pozici 9.

3.8.2.7. Chelatace

Jamky podprocesu: Spi¢ka: #7 normalni Gisti
pozice obsah desticka

al4 voda zasobni desticka (pozice 6)
p3 translacni jamka PCR desticka (pozice 9)
a9 6% chelata¢ni roztok (EDTA) zasobni desticka (pozice 6)

b4 vystup — fuze peptid-DNA-mRNA  zasobni desticka (pozice 6)

Z jamky al4 bylo pteneseno 20 pl vody do jamky p3, jejiZz obsah byl nésledné pfenesen
v objemu 2x27,5 ul do jamky a9. Obsah jamky a9 byl pot¢ 6% promichan (40 pl).
Obsah jamky a9 byl nakonec pfenesen do jamky b4 v objemu 2x35 pl, jejiz obsah
byl inkubovan 10 minut pfi 4 °C. Témito kroky byla konjugacni reakce nafedéna
a zkombinovana s EDTA k chelataci Mg?" vedouci k uvolnéni produktli z ribosomi

a stabilizaci RNA.

3.8.2.8. Ultrafiltrace konjugatu

Jamky podprocesu: Spi¢ka: #8 normalni Gisti

pozice obsah desticka

all TBST zasobni desticka (pozice 6)

b4 vystup — fize peptid-DNA-mRNA  zasobni desti¢ka (pozice 6)

ppl purifikacni jamka — fize PCR purifikaéni desti¢ka (pozice 3 » S » 1)

PCR purifikaéni desticka byla pfesunuta z pozice 3 na pozici 5. Z jamky al0 bylo
pteneseno 50 pul TBST do jamky b4, jejiz obsah byl poté 6x promichan (40 pl). Z jamky b4
bylo nésledné¢ pireneseno 50 pl do jamky ppl purifikacni desticky, ktera byla

nakonec presunuta napozicil svakuovym adaptérem. Néasledné¢ byla provedena
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ultrafiltrace obsahu desticky pfi podtlaku —0,7 bar po dobu 35 minut. K purifikaci byla
pouzita pouze Cast reakéni smési, ¢imz byl v jamce b4 ve zbytkovém objemu zachovan
vzorek k analyze a zarovenn bylo zamezeno kontaktu mineralniho oleje s membranou

purifikacni desticky.

3.8.2.9. Vazba na pryskyfici

Jamky podprocesu: Spicka: #9 Siroké Gsti

pozice obsah desticka

all TBST zasobni desticka (pozice 6)

ppl purifikacni jamka — konjugat PCR purifikacni desti¢ka (pozice 1 » 5 » 3)

all suspenze pryskyfice (aFLAG / aHA) zasobni desticka (pozice 6)

Purifikacni desticka byla navracena na pozici 5. Z jamky al0 bylo pfeneseno 50 ul TBST
do jamky ppl, jejiz obsah byl poté 60x promichan (40 ul) k uvolnéni retenatu z povrchu
membrany. Z jamky ppl bylo nasledné pteneseno 45 pul do jamky all, kterd byla poté
20% promichéna (40 pl). Suspenze byla nakonec inkubovana pti 4 °C po dobu 1 hodiny.
Béhem této doby probihala vazba konjugatu na cil imobilizovany na pryskyfici. Purifikacni

desticka byla posléze navracena na pozici 3.

3.8.2.10. Filtrace pryskyfice

Jamky podprocesu: Spicka: #10 Siroké usti

pozice obsah desticka

all suspenze pryskyfice (aFLAG / aHA) zéasobni desti¢ka (pozice 6)

f1 promyvaci jamka filtracni desticka (pozice 4 » 5» 1 » 5)

Filtracni desticka byla pfesunuta z pozice 4 na pozici 5. Obsah jamky all byl 20x
promichan (30 pl) k vytvofeni homogenni suspenze, kterd byla poté pfenesena v objemu
2x32,5 ul do jamky f1. Filtracni desticka byla posléze pfesunuta na pozici 1 s vakuovym
adaptérem, kde byl obsah jamek desticky odsdn béhem 1 minuty. Filtra¢ni desti¢ka byla

nakonec navracena na pozici 5.
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3.8.2.11. Promyti pryskyfice

Jamky podprocest: Spi¢ka: #11 az #19 normalni usti

pozice obsah desticka

al2 TBST (pouzito pro opakovani 1-3)  zasobni destika (pozice 6)

al3 TBST (pouzito pro opakovani 4—6) zasobni desticka (pozice 6)

al9 TBST (pouzito pro opakovani 7-9)  zasobni desticka (pozice 6)

f1 promyvaci jamka filtracni desticka (pozice 5 » 1 » 5)

Pryskyfice byla celkem 9% promyta. Kvili omezenému objemu jamek zasobni desticky
byly pro jednotlivd opakovani pouzity rizné zdrojové jamky s TBST. Nasleduje popis
jednoho opakovani promyvaciho cyklu.

Do jamky fl bylo pfeneseno 50 ul TBST zjamky al2 (opakovani 1-3), al3
(opakovani 4-6), nebo al9 (opakovani 7-9) a obsah cilové jamky byl 9% promichan (30 pl).
Filtraéni desticka byla ndsledné€ pfesunuta na pozici 1 s vakuovym adaptérem, kde byl obsah
jamek desticky odsan béhem 1 minuty. Filtraéni desticka byla posléze navracena

na pozici 5.

3.8.2.12. Uvolnéni konjugatu a nasednuti primeru

Jamky podprocesu: Spicka: #20 Siroké usti

pozice obsah desticka

al4 voda zasobni desticka (pozice 6)

f1 promyvaci jamka filtra¢ni desticka (pozice 5 » 4)
als smés 4 (RT PCR pufr, primery) zasobni destic¢ka (pozice 6)

p4 RT PCR jamka PCR desticka (pozice 9 » 10)
al7 mineralni olej zasobni desticka (pozice 6)

Do jamky f1 bylo pfeneseno 30 pl vody zjamky al4 a obsah cilové jamky byl
10x promichan (20 pl). Suspenze zjamky fl byla nasledné pfenesena do jamky alS$
v objemu 17 pl. Jamka al5 byla 2x promichdna (35 pl) a nasledné byl jeji obsah pienesen
v objemu 2x27,5 ul do jamky p4. Nakonec bylo z jamky al7 pfeneseno do jamky p4 20 ul
mineralniho oleje, PCR destic¢ka byla pfesunuta z pozice 9 na pozici 10 a filtrani desticka
byla navracena na vychozi pozici 4. Obsah PCR desticky byl inkubovan 15 minut pii 80 °C
s naslednym kontrolovanym zchlazenim na 25°C béhem 5 minut k uvolnéni konjugatu

tepelnou denaturaci cile na pryskyfici a nasednuti primerd.
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3.8.2.13. Reverzni transkripce a sestavovaci PCR

Jamky podprocesu: Spi¢ka: #21 normalni Gsti

pozice obsah desticka

alé 25x OneTaq One-Step Enzyme Mix zasobni desti¢ka (pozice 6)

p4 RT PCR jamka PCR desticka (pozice 10 » 9 » 10 » 9)

Po skonceni inkubace byla PCR desticka pfesunuta zpét na pozici 9. Do jamky al6 bylo
pieneseno 30 ul reakéni smési z jamky p4 a obsah cilové jamky byl 5x promichan (20 ul).
Obsah jamky al16 byl nasledné pfenesen v objemu 35 ul zpét do jamky p4, ktera byla poté
2x promichana (30 pl). PCR desticka byla posléze pfesunuta z pozice 9 na pozici 10.
Nakonec byl spustén RT PCR program popsany v Tabulce 8 a Obrazku 25 a po jeho skonceni

byla desti¢ka navracena na pozici 9.

Tabulka 8. Shrnuti sestavovaciho RT PCR programu (Biometra T-Gradient).

teplota cas rychlost zmény
reverzni transkripce 42 °C 15 minut 4°Cs’!
uvodni denaturace 94 °C 1 minuta 4°Cg!
denaturace 94 °C 15 sekund 4°Cs!
nasednuti 61 °C 30 sekund 3°Cs! 40x
elongace 68 °C 30 sekund 4°Cs’!
zaverecna elongace 68 °C 1 minuta 4°Cs’!
zchlazeni 25°C 30 sekund 3°Cs!
5' GGGACACCARUAGAGAAAGAGGAGARAUACUAGAL AGCGGAUCAGGUGARRAR . . .
== CCGTCGCCTAGTCCACTTTTT 5’
H [+]
. T.56,5°C * reverzni transkripce primer 5 (T, 65,4°C)
primer 11, ,
5' GACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGG mumlim.
prlmer 4 . CCCTCTGGTTATCTCTTTCTCCTCTTTATGATC TAC CCTCGCCTAGTCCACTTTTT 5
5' ABAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGG mumlin. N
= CGGACATTATGCTGAGTGATATCCCTGTGGT 5' 1
L g v formace templatu (1)
R primer 10 !
T.62,4°C \ 4
5" ABAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCH mumlite.
e CTGAGTGATATCCCTCTGGTTATCTCTTTC TCCTCTTTATGATCTAC CGTCGCCTAGTCCACTTTTT 5/
S .
T,54,5°C % formace templatu (2) primer 5 (T, 65,4°C)
b5 vystupni dsDNA fragment (129 bp) e T o
5' ABAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGGAGARATACTAGA' AGCGGATCAGGTGAARAA 3'
3' TTTTTCACCGGACATTATGCTGAGTGATATCCCTGTGGTTATCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTAC CGTCGCCTAGTCCACTTTTT 5
5' ARAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGG ™
primer 4 (T 68,1°C) pravidelna | f
amplifikace

Obrazek 25. Diagram reverzni transkripce a sestavovaci PCR jejiz produktem byl vystupni dsDNA
fragment b5 (po purifikaci, viz dale). Znazornény jsou predikované hodnoty T zohlednujici rizné

koncentrace primer!%. Pro pfehlednost je uvedena pouze RNA &ast amplifikované fize (nahofie).
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3.8.2.14. Ultrafiltrace vystupniho fragmentu

Jamky podprocesu: Spicka: #22 normalni Gsti

pozice obsah desticka

al4 voda zasobni desticka (pozice 6)

pp2 purifikacni jamka — amplikon PCR purifikacni desticka (pozice 3 » 5 » 1)
p4 RT PCR jamka PCR desticka (pozice 9)

PCR purifikacni desticka byla pfesunuta z pozice 3 na pozici 5. Z jamky al4 bylo
preneseno 30 pl vody do jamky pp2 purifikacni desticky. Do téze jamky pp2 bylo dale
preneseno 20 pl reakéni smési z jamky p4, obsah cilové jamky byl 3x promichan (20 pl)
a purifikacni desticka byla poté pfesunuta na pozici 1 s vakuovym adaptérem. Nasledn¢ byla
provedena ultrafiltrace obsahu destic¢ky pti podtlaku —0,7 bar po dobu 35 minut. K purifikaci
byla pouzita pouze ¢ast reakéni smési k vylouceni preneseni sedimentované pryskyfice

a mineralniho oleje.

3.8.2.15. Eluce vystupniho fragmentu

Jamky podprocesu: Spi¢ka: #23 normalni Gisti

pozice obsah desticka

al4 voda zasobni desticka (pozice 6)

pp2 purifika¢ni jamka — amplikon PCR purifikacni desti¢ka (pozice 1 » 5 » 3)
b5 vystupni fragment DNA zé4sobni desticka (pozice 6)

Desticka byla po skonceni ultrafiltrace navracena na pozici 5. Z jamky al4 bylo
pteneseno 50 pl vody do jamky pp2, jejiZz obsah byl poté 60x promichan (40 pl) k uvolnéni
retenatu z povrchu membrany. Z jamky pp2 bylo nasledné pfeneseno 45 ul do jamky b5
jako roztok vystupniho DNA fragmentu selekéniho cyklu. Purifika¢ni desticka byla nakonec

navracena na vychozi pozici 3.

3.9. Sestaveni vstupnich DNA fragmentu

Vstupni dsDNA fragmenty pro mRNA display byly sestaveny nasednutim a doplnénim
primert Pfu DNA polymerasou (Obrazek 26 na nasledujici stran¢). Nejprve bylo provedeno
sestaveni s niz8i teplotou nasedani 58 °C odpovidajici pouze komplementarnimu tseku
primer 1-3 s naslednou pravidelnou PCR amplifikaci vzniklého fragmentu primery 4 a §

pti vyssi teploté nasedani 70°C.
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T, 56,7°C

primer 1 . .
5' ABAAAGTGGCCTGTARTACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGGAGARATACTAGATS muliee.
T TCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTACAGAAGTCTACTAATATTTCTACTGCTACTGTTTAGAAGTCCGTCGCCTAGTCCACTTITTT 5
5 Cyk|0¢ primer 2
o H o
(58°C) primer 5 (T, 68,7°C)

FLAG dsDNA fragment (129 bp) e CCETCOCOTANTCCACTITTT 5

5' ABRAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCARTAGAGAARRGAGGAGARATACTAGATGTCTTCAGATGATTATAAAGATGACGATGACARATCTTCAGGCAGCGGATCAGGTGARRAR 3

" TTTTTCACCGGACATTATGCTGAGTGATATCCCTGTGGTTATCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTACAGAAGT CTACTAATATTTCTACTGCTACTGTTTAGAAGTCCGTCGCCTAGTCCACTTITTT 5
' AAARAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGE =P

v ow

primer 4 (T, 70,5°C) 30 cyklu | f
(70°C)
, T,.56,7°C
primer 1 , ,
5' ARRAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGGAGARATACTAGATG muli
== TCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTACAGAAGTATAGGAATGCTACAAGGCCTGATGCGTAGAAGTCCGTCGCCTAGTCCACTITTT 51
5 cyklil¢ primer 3
(58°C) primer 5 (T, 68,7°C)

HA dsDNA fragment (129 bp) s CCGTCGCCTAGTCCACTTITTT 5

5' ARAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGACAAAGAGGAGARRTACTAGATGTCITCAGATGATIATARAGATCACGATGACARATCTICAGGCAGCGEATCAGCTGAARAR 3

' TTTITCACCGGACATTATGCIGAGIGATATCCCTGIGGTTATCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTIACAGARGTCTACTAATATTTCTACTGCTACTGTT AGTCCGTCGCCTAGTCCACTITTT 5°
5' ABRAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGG ==

i ° 30 cykld
primer 4 (T, 70,5°C) 70°C) | f

w

Obrazek 26. Diagram sestavovaci PCR, jejiz produkty byly FLAG a HA vstupni dsDNA fragmenty.

6

Znazornény jsou predikované hodnoty T zohlediujici riizné koncentrace primerti'® a zvolené

teploty nasednuti.

Reakce o celkovém objemu 50 pl v 1x pufru Pfu DNA polymerasy (vysledné¢ 20mM
Tris.HCl, 10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 100 pg/ml BSA, 0,1% Triton
X-100, pH 8,8) s2 U Pfu DNA polymerasy obsahovala 200 uM dNTP, 5 nM primer 1
a 5 nM primer 2 (pro FLAG fragment), nebo primer 3 (pro HA fragment), 500 nM primer 4
a 500 nM primer 5.

Reakce byla sestavovana na ledu a polymerasa byla pfidavana bezprostredné pred
spusténim PCR programu popsan¢ho v Tabulce 9. Po skonceni programu byly fragmenty

1zolovany pomoci purifikacni soupravy QIAquick PCR.

Tabulka 9. Shrnuti PCR programu (Biometra TRIO 48) pro sestaveni vstupnich DNA fragmentt.

teplota cas rychlost zmény
ivodni denaturace 95 °C 2 minuty 5,0 °C s’
denaturace 95 °C 45 sekund 5,0°C s’ -«
nasednuti 58 °C 45 sekund 42°Cs! 5x
elongace 72 °C 50 sekund 5,0 °C s’ —
denaturace 95 °C 45 sekund 5,0°Cs! D
nasednuti 70 °C 30 sekund 42°Cs’! 30x%
elongace 72 °C 50 sekund 5,0°Cs’! —
zavérecnd elongace 72 °C 2 minuty 5,0°Cs!
pausa 16 °C 0 42°Cs’!

57



3.10. Stanoveni DNA fragmentt gPCR
e 4x primer mix FLAG: 2 uM primer 6, 2 uM primer 7
e 4x primer mix HA: 2 uM primer 6, 2 uM primer 8

Béhem tohoto protokolu byla pouzivana voda, kterd byla soucasti LightCycler 480 SYBR
Green I Master soupravy. Roztok analyzované DNA byl piedbézné kvantifikovan pomoci
absorbance pii 260 nm (ew = 0,025 ml pg' cm™) a jeho koncentrace byla pfidanim vody
upravena na 100 ng/ml. Byl pfipraven pracovni roztok reakénich komponent smichdnim 5 pl
4x primer mixu (FLAG, ¢i HA) a 10 pl 2x SYBR Green I Master mixu. Pro kazdy vzorek
byly pfipraveny dv¢ varianty pracovniho roztoku pro stanoveni FLAG a HA sekvence
separatnimi reakcemi (Obrazek 27) v triplikatu a pti zpracovani vice vzorka byl pracovni

roztok pfipraven dohromady.

5' ARAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGARAGAGGAGARATACTAGATGTCTTCAGATGATTATARAGATGACGATGACAAATCTTCAGGCAGCGGATCAGGTGAARAA 3

3' TTTTTCACCGGACATTATGCTGAGTGATATCCCTGTGGTTATCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTACAGARGTCTACTA, TTCTACTGCTACTGTT AGTCCGTCGCCTAGTCCACTTTTT 57
5' AGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGTCTITCA ™=

primer 6 (T, 65,0°C) ¢

H 5" AGAGARAGAGGAGRAAATACTAGATGTCTTCAGATGATTATARAGATGACGATGACAAATCTTCAGGCAG 3
am pll kon FLAG (69 bp) 3" TCTCTITCTCCTCTTTATGATCTACAGARGTCTACTAATATTTCTACTGCTACTGTTTAGRAGICCGTC 5

H o
primer 8 (T, 66,3°C)
HA dS D NA frag ment (1 29 bp) e = AGGAATGCTACAArgGCCTGATGC 57
5' ARAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGARAGAGCAGARATACTAGATGTCTTCATATCCTTACGATGTTCCGGACTACGCATCTTCAGGCAGCGGATCAGGTGARAAA 3

3' TTTTTCACCGGACATTATGCTGAGTGATATCCCTGTGGTTATCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTACAGAAGTATAGGARTGCTACAAGGCCTGATGCGTAGARGTCCGTCGCCTAGTCCACTTTTT 57
5' AGAGARAGAGGAGAAARTACTAGATGTCTITCA ™=y

primer 6 (T, 65,0°C) ¢

H 5' AGAGARL AAATACTAGAT TATCCTTACGATGITCCGGACTACG 3°
ampllkon HA (56 bp) 3 TCTCTTTCTCCTCTTTATGATCTA:.;&LG‘-‘;ATAGGAATG—CTACMGGZ:TGATGC 5
Obrazek 27. Diagram qPCR pro stanoveni FLAG a HA fragmentl s vypoctenymi T pouzitych

primerd (pfi pfedpokladanych koncentracich 500 nM primeru, 50 mM soli a 1,5 mM Mg>")
a vyslednymi amplikony detekovanymi SYBR Green 1.

Do kazdé pracovni jamky desticky (Roche, 04729692001) bylo ptidano 15 pl pracovniho
roztoku a posléze 5 pl pfipraveného roztoku DNA. Pro stanoveni poctu kopii jednotlivych
fragmentli byla pfipravena sada reakci s 5-ndsobnou koncentra¢ni fadou FLAG a HA
dsDNA standardu k sestrojeni kalibracni kiivky. Desticka byla uzaviena folii (Roche,
04729757001), centrifugovana 2 minuty pii 1 500 x g a analyzovéana na LightCycler 480
dle PCR programu je popsaného v Tabulce 10 na nésledujici strané. Hodnoty piechodovych
bodl Cp byly stanoveny pomoci maxima druhé derivace zavislosti fluorescen¢niho signélu
kanalu FAM (Ex 465 nm Em 510 nm) na ¢isle cyklu pfimo pomoci LightCycler 480
SW 1.5.1.62 SP3 v rezimu ,,high confidence.
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Tabulka 10. Shrnuti PCR programu (LightCycler 480) pro kvantifikaci vzorkti DNA.

teplota cas rychlost zmény
uvodni denaturace 95 °C 10 minut 4.4°Cs!
denaturace 95 °C 10 sekund 4.4°Cs!
nasednuti 63 °C 5 sekund 22°Cs’! ] 35x%
elongace, Steni 72 °C 15 sekund 4.4°Cs!
zchlazeni 25°C 1 sekunda 22°Cs’!

3.11. Agarosova elektroforéza a imunoblot

e 1xTBE: 90 mM Tris, 90 mM kyselina boritd, 2 mM EDTA, pH 8,3

e 6x Nanaseci pufr: 60 % v/v glycerol, 20 mM Tris, 60 mM EDTA, 0,5 % w/v SDS,
pH 8,0

e TBS: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6

e TBST: TBS s 0,5 %o v/v Tween-20

Jestlize byl pozorovan signalu fluoresceinu, byla aparatura a veSkeré sdilené nadobi
opakovan¢ promyto — v ptipad¢ skla vrouci vodou — k odstranéni residuélnich interkalator.
Navazka 2,4 g agarosy byla rozpusténa v 60 ml 1x TBE zahtatim v mikrovlnné troubé
600 W po dobu pfiblizn¢ 5 minut s pribéZznym michéanim. K roztoku bylo ptfiddno 1,8 ml
FungiSPRAY (2 % chlornan sodny, k inaktivaci nukleas'*!) a roztok byl kratce promichan.
V piipadé, Ze nebyl pozorovan signal fluoresceinu, byly téZ pfidany 3 pl GelRed 10 000%
koncentratu (0,5% vysledn¢). Roztok byl nésledné nalit do formy, byl umistén jamkovy
hieben a Spickou byly odstranény bubliny.

Gel byl po ptiblizn€ 20 minutach tuhnuti prenesen do elektroforetické aparatury, byl zalit
po rysku 1x TBE a do jeho jamek byly naneseny vzorky v 1x nandsecim pufru. K nanéSeni
byl pouzit pufr bez barviv k vylou€eni vyskytu stinti. Nasledné byla spusténa elektroforéza
pti 120 V po dobu 60 minut. Pro pozorovani na transluminatoru byla pro signal fluoresceinu
pouzita lampa 365 nm, pro signal GelRed interkalatoru 312 nm.

Elektropfenos na nitrocelulosovou membranu byl proveden v mokrém uspotradani
v 0,5% TBE pti 70 V po dobu 1 hodiny. Napéti bylo odpojeno bezprostiedné pied rozebranim
aparatury, membrana byla rychle vyjmuta a ihned osusena horkovzdusnou pistoli (nejnizsi
vykon s teplotou proudu vzduchu piiblizné 40 °C). Nasledujici odstavce popisuji té€z postup
zpracovani te¢kového blotu po nateckovani.

Membréna byla fixovana pii teplot¢ 80 °C po dobu 4 hodin. Nésledujici kroky byly

provadény pii laboratorni teploté. Blokace byla provedena béhem 1 hodiny pomoci 3 %
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kaseinu v TBS. Membréana byla poté jednou kratce promyta TBS a nasledné inkubovana
1 hodinu s primarni protilatkou — 0,5 pg/ml mysi IgGove anti-HA 12CAS, nebo 3 pg/ml mysi
IgGi« anti-FLAG M2 v TBS s 3 % kaseinem. Membrana byla dvakrat promyta TBS a poté
byla ptfidana sekundarni IRDye 800CW anti-mysi IgG protilatka fedéna 1:20 000 v TBS
s 3 % kaseinem s inkubaci téz o délce 1 hodiny.

Na zavér byly provedeny béhem 20 minut ¢tyii promyti TBST, membrana byla usuSena
ponechanim na vzduchu mimo dosah svétla po dobu 1 hodiny a nasledn¢ byla analyzovana
pomoci fluorescencniho skeneru (LI-COR Odyssey CLx ,,800 kanal“, Ex 785 nm

LP 810 nm, 21 pm/px, maximalni kvalita, automatické korekce signalu).

3.12. Stanoveni uc¢innosti ultrafiltrace destickami MultiScreen

Utinnost izolace nukleovych kyselin PCR purifikaénimi destitkami MultiScreen
PCR384 byla stanovena densitometricky agarosovou elektroforézou (4 % agarosa, TBE
s GelRed, Ex 315 nm, dle sekce 3.11.) v duplikatu pro kazdy vyneseny bod.

Odstranovani oligonukleotidtl probihalo z nanasky 50 ul 10 uM roztoku ve vod¢ (vysoka
koncentrace byla zvolena ke spolehlivé detekci residudlnich oligonukleotidil), izolace
meziproduktl byla provadéna z 50 pl 50 ng/pl roztoku ve vod¢. Ultrafiltrace obsahu desticky
byla provedena pti podtlaku —0,7 bar po dobu 35 minut.

Densitogramy drah byly sestrojeny pomoci doplitku Gel Analyzer v Image] 1.51j8'%.
Vytézek izolace byl vypocten jako pomé&r priméru ploch pikll v izolatu a priméru ploch pikt

Vv nanasce.
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4. Vysledky

4.1. Priprava peptidovych knihoven

Jako prvni byl pfipraven panel 29 linearnich peptidd o délce 4-13 aminokyselin
nevyzadujici po SPPS zadné dalsi chemické modifikace k zakladnimu posouzeni funk¢nosti
syntetizatoru a navazujiciho izolacniho postupu. Déle byly porovnany dva postupy cyklizace
pomoci disulfidového mustku provadéné ruéné na modelovém peptidu oxytocinu. SPPS byla
provedena s acylaénimi &asy An= 12 x 1,06"! min, kde n je ¢&islo cyklu (1 az 13),
a deprotekénimi ¢asy D = 7 min. Charakterizace ptipravenych peptidi pomoci LC-MS
(stejné jako dale) je shrnuta v Tabulce 11. V rdmci panelu bylo dosazeno primérné Cistoty

preparaci 63 + 20 % (N =31, R =92,8-21,9 %).

Tabulka 11. Charakterizace panelu linearnich peptidii a dvou preparaci oxytocinu.

tr Cistota ESI m/z (nizké rozliSeni)
min % vzorec vypocteno nalezeno
oxytocin Cys(STmp)/NCS H-CYIONCPLG-NH. 5,08 92,8 CsHeNi2012S2* 1007,44 100745
oxytocin Cys(Trt)/DMSO H-CYIONCPLG-NH. 5,06 75,6 CsHeNi2012S2* 1007,44 100745

nazev peptidu sekvence

CCK-4 H-WMDF-NH> 5,46 90,7 CxH3NeOsS* 597,25 597,25

C. albicans SAP-9 (149-156) H-KIHNKLFG-NH: 4,12 90,1 CasHrsN14aOo" 955,58 955,58
neuromedin N H-KIPYIL-NH> 5,17 86,9 CssHesNsO7"* 745,50 745,50
Leu-enkefalin H-YGGFL-NH: 5,21 83,0 CasH:oNeOs" 555,29 555,30
myc-tag H-EQKLISEEDL-NH. 4,71 824 CsiHssNi3O2" 1202,63 1202,63

Ty tag H-EVHTNQDPLD-NH> 4,34 80,5 CasH7NisO" 1166,54 1166,55

kallidin H-KRPPGFSPFR-NH. 4,34 79,9 CsHsNisOu:®  1187,68 1187,68
proinsulin C (1-13) H-HEAEDLQVGQVEL-NH24,96 79,5 CosHi0iN1sO23"  1465,73  1465,74
G-LHRH H-GHWSYGLRPG-NH: 4,49 74,1 CsHwuNi-O* 112857 112857
H. sapiens B-amyloid (1-13) H-HHDAEFRHDSGYEV-NH: 4,16 74,0 Ces7HoaN21023"  1560,68  1560,69
bradykinin H-RPPGFSPFR-NH> 4,58 72,6 CsoH7sNisO1o" 1059,58 1059,59
angiotensin II H-DRVYIHPF-NH. 4,84 70,2 CsoH»NiOu*  1045,56 1045,56

H. sapiens AKT-1 (116-123) H-EEMDFRSG-NH: 4,35 68,4 CsHeiNi2O1sS* 969,41 969,41
H. sapiens LCAP (151-158) H-IQPFATNG-NH> 4,75 66,7 CssHeoNuOu* 846,45 846,45

VSV-tag H-YTDIEMNRLGK-NH> 4,45 63,9 Cs:HosNi7O1sS* 1338,68 1338,69
angiotensin 1 H-DRVYIHPFHL-NH> 4,88 60,5 Ce2Ho1N13O13* 1 295,70 1 295,71

SRV-1 Pol (756-765) H-SSDIYWVQPI-NH. 549 60,1 Cs:HsaN1:O1s®  1206,62  1206,62
M. musculus MOG (91-103) H-MEVGWYRSPFSRV-NH: 5,13 56,4 C7.aHi10N2101sS* 1612,81 1612,81
metorfamid H-YGGFMRRV-NH: 4,40 55,4 CaH7oNisOoS* 984,52 984,52

ACP (65-74) H-VQAAIDYING-NH. 5,01 52,5 CaHwNisO1s* 1062,56 1062,56
Snoop-tag H-KLGDIEFIKVNK-NH: 4,78 50,8 CesHi112N17017* ]402,84 1402,85
o-neoendorfin H-YGGFLRKYPK-NH: 4,26 44,5 CeoHoi1N16012" ]227,70 1227,70
HiS9LyS H-HHHHHHHHHK-NH- 0,62 41 ,4 CeoH79N30010" 1 379,66 13 79,69

Hiso H-HHHHHHHHH-NH. 0,60 39,3 CssHe7N2sOot  1251,56  1251,59

Influenza A PB1 (1-10) H-DVNPTLLFLK-NH. 5,52 373 CssHooNi3O1s"  1158,69 1158,69
Softag 1 H-SLAELLNAGLGGS-NH: 5,60 324 CsiHeoNisO1s*  1200,66 1200,66

B. taurus BMP H-KGDESLA-NH: 1,59 28,1 CoHsNoO12* 718,37 718,37

H. sapiens amylin (25-37) H-AILSSTNVGSNTY-NH: 4,85 27,5 CssHosNisO2i®  1325,67 1325,67
dynorﬁn B H-YGGFLRRQFKVVT-NHz 4,7 1 21 ,9 C7aH117N22016" 1 569,90 1 569,9 1

61



Oxytocin oxidovany pouze pomoci cyklizaéniho rozpoustédla'?® (50 % v/v DMSO,
100 mM (NH4)>COs, pH ~7,8) byl izolovan v 75,6 % Ccistoté. Naproti tomu oxytocin,
jehoz Cys byly odchranény a cyklizovany na pryskyfici pomoci NCS'?!, byl izolovan
v 92,8 % Cistote.

Vsech 31 peptidi podstoupilo po ptipravé srdzeni diethyletherem. Toto opatieni mélo
pozitivni vliv na Cistotu, ale zpiisobilo téz nekonzistentni vytézky, které¢ byly stanoveny

pomoci absorbance pii 280 nm (pramérné 48 + 22 %, N = 17; Tabulka 12).

Tabulka 12. Kvantifikace vybranych peptidli linedrniho panelu pomoci absorbance pii 280 nm.

Tucné jsou znazornény absorbujici aminokyseliny.

nazev peptidu sekvence vytézek nazev peptidu sekvence vytézek
oxytocin NCS CYIONCPLG 506 pg (81%) angiotensin [ DRVYIHPFHL 392 pug (49%)
oxytocin DMSO CYIONCPLG 445 pg (71%) SRV-1 Pol (756-765)  SSDIYWVQPI 124 ug (17%)
CCK-4 WMDF 77 ug (21%) r™MOG (35-47) MEVGWYRSPFSRV 135 pg (13%)
neuromedin N KIPYIL 312 pg (67%) metorfamid YGGFMRRV 325 pg (53%)
Leu-enkefalin YGGFL 225 pg (66%) ACP (65-74) VQAAIDYING 345 pg (52%)
G-LHRH GHWSYGLRPG 68 pg (10%) a-neoendorfin YGGFLRKYPK 345 pg (45%)
B-amyloid (1-13) HDAEFRHDSGYEV 688 pg (71%) amylin (25-37) AILSSTNVGSNTY 280 pg (34%)
angiotensin II DRVYIHPF 315 pug (49%) dynorfin B YGGFLRRQFKVVT 600 pg (62%)

VSV-tag YTDIEMNRLGK 581 pg (70%)

Pro porovnéani obou zpisobu kvantifikace byla na vybraném vzorku peptidi provedena
aminokyselinova analyza (vytézek priméme 44 + 23 %, N = 3; Tabulka 13). Jelikoz neni
mozno u vSech peptidii spoléhat na dostatecné vysoky extinkéni koeficient pfi 280 nm
a provadéni aminokyselinovych analyz pro kazdy preparat je neredlné, sraZeni bylo

pfi ptipraveé nasledujicich knihoven vypusténo za G€elem dosazeni konzistentnich vytézki.

Tabulka 13. Aminokyselinova analyza vybranych peptidi linearniho panelu.

stechiometrie o

DINEtQ F G H I K L M P Y vytezek

oxytocin vypoéteno 1 1 - 1 - 1 -1 =1 1 72+£9 %
Cys(STmp)/NCS nalezeno 0,90 0,94 - 1,07 086 — 094 — 124 1,05 450+53png

vypofteno 1 — 1 e 17+£2 %

CCK-4 nalezeno 107 — 107 - - - - — 086 - -  63=6pg

C. albicans vypofteno 1 — 1 1 1 1 2 1 - - = 44 £ 8 %
SAP-9(149-156) nalezeno 1,09 - 1,13 1,28 0,78 098 1,39 1,04 - - - 262 +49 ug

4.1.1. Varianty peptidu Fc-ll

Jelikoz syntetizator se ukazal byt schopen pfipravy peptidi v Cistotach slucitelnych
s vysokopropustnostnim testovanim, bylo pfikroceno k pfipravé skenovaci knihovny

peptidll zaloZzenych na parentalnim tridekapeptidu Fc-111*2 H-DCAWHLGELVWCT-NH,
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s disulfidovym mustkem. Knihovna pokryvala vSechny bodové zamény pozic 1, 3—11 a 13
za proteinogenni aminokyseliny s vyjimkou Cys (tj. 11x18=198 variant a parentalni Fc-III).

K cyklizaci byla na zakladé ptedchoziho piikladu zvolena NCS/STmp strategie'?!.
Acylaéni ¢asy byly na zéklad¢ optimalizace zvoleny jako A = [46, 36, 37,37, 41, 42, 56, 58,
59, 53, 77,47, 62 min] od prvniho k 13. cyklu. Deprotekéni ¢asy byly nastaveny na D =[11,
12,12,12,12, 14,11, 12, 11, 17, 13, 11, 0 min]. N-terminalni Asp se ukézal jako nachylny

k formaci aspartimidii'*?

, jeho odchrafiovaci Cas byl tedy zkracen na absolutni minimum
nutné k nadédvkovani odchranovaci smési (formaln¢ 0, s dadvkovanim pftiblizné 140 s,
ihned nasledovano odsanim). Timto opatienim nebylo nutné pouzit k syntéze vSech 180
N-koncovych Asp odolngjsi, ale drazsi blok s OBno?® chranénim, ktery byl ve vysledku
pouzit pouze pro 10 vnasenych zdmén za Asp.

Vzhledem k tomu, Ze cyklizace se projevuje pouze malym hmotnostnim posunem, byly
k jednozna¢nému ovéieni identity latek v rdmci charakterizace téz stanoveny piesné hmoty

(Tabulka 14) s variaénim rozpétim absolutni hodnoty chyby R = 1,271-0,126 ppm. Nahodné
vybrany vzorek vykazoval primérnou Cistotu 73 £ 12 % (N =41, R =94,5-42,5 %).

Tabulka 14. Charakterizace panelu variant peptidu Fc-1II H-DCAWHIL.GELVWCT-NH,. Varianty
peptidu jsou oznaCovany ve formatu: plGvodni aminokyselina, pozice (N—C), zavedena
aminokyselina. Radky oznadené Cernou tetkou piedstavuji preparaty vybrané k porovnani

s postupem SPPS bez pulsacniho michani popsanym dale.

peptid tg  Cistota ESI m/z (vysoké rozliseni) peptid tr  Cistota ESI m/z (vysoké rozliSeni)
min % vzorec vypocteno  nalezeno min % vzorec vypocteno nalezeno
DIF 578 79,8 CnuHioNisOisS2?*  781,3576  781,3578 » G7D 5,69 86,2 C7Hi0oN1s5020822" 794,3396  794,3406
DIH 536 72,9 CnHiooN20016S2>*  776,3528  776,3533 G7H 531 68,5 C7Hi2N2001sS:** 805,3556  805,3560
DIR 535 54,0 CnHiosN2iOisS2?*  785,8739  785,8745 G7R 5,53 54,4 Cs;HiosN2101sS2>* 814,8767  814,8775

DIS 5,71 82,6 CesHosNisO17S2**  751,3394  751,3396 ¢ o EBF 6,22 77,0 C:sHioNisO16S2?* 774,3498  774,3500
A3M 5,64 86,5 C7nHieaNisO1sSs**  795,3385  795,3395 e E8G 5,86 71,3 CesHoaNisOi6S2>" 729,3263  729,3266
A3S 587 74,8 CeHosNisO19S22"  773,3343  773,3346 E8M 5,86 53,8 CeoHiooN1sO16S:2" 766,3358  766,3364
A3W 575 62,6 Cs7HiesN1oOwsS2>* 822,8579  822,8590 o I9A 559 78,0 CesHoNisO1sS2>* 744,3134 7443138
W4D 541 52,9 CeHoNizO20S822"  729,8107  729,8112 e 19G 5,63 82,6 CesHooNi1sO1sS2>* 737,3055 737,3062
WA4E 5,55 71,1 CeHosNi7O20S22*  736,8185  736,8186 o LO9R 5,11 67,9 CeHwN2uO1sS22t 786,8454  786,8456
W4R 5,17 70,6 CesHi00N2001sS2>"  750,3477  750,3484 VI10I 5,69 69,1 CroHi0oNisO1sS2*" 772,3447  772,3451
W4S 551 85,5 CeaiHosNi7OwS2?*  715,8132 7158133 o VION 5,64 79,9 CesHosNisO10S2**  772,8241  772,8245
H5A 6,27 94,5 CecHosNisO1sS2"  1463,6446 1463,6452 ¢  VIOW 5,79 78,5 CssHooN1sO1sS:*"  808,8423  808,8427
HSE 6,15 80,8 CesHoNisO20S2"  1521,6501  1521,6487 ¢ WIIL 5,73 89,4 CeHooNizO1sS220 728,8392  728,8397
H5F 6,57 82,1 C7HoNisOsS2"  1539,6759 1539,6768 ¢  WIIP 5,59 42,5 CeHosNisO1sS22  720,8236  720,8241
H5K 585 69,2 CeoHiosN1701sS2>*  760,8549  760,8552 ¢  WI11Q 540 56,5 CesHosN1sO1sS2>*  736,3265 736,3270
L6E 547 80,5 CesHoaNisO20S:*" 7733161  773,3165 «  WIIT 550 70,6 CeHosNi7O10S22" 722,8210 722,8215
L6F 596 78,6 Cr2HosNi1sO1sS2>*  782,3290  782,3294 o T13A 5,87 85,7 CesHosNisO17S22*  750,3316  750,3319
L6G 541 66,0 CesHooNisO1sS2>*  737,3055  737,3061 o T13G 5,86 80,7 CeHoaNisO17S2?*  743,3237  743,3241
L6S 5,46 59,9 CeHoaNisO10S22"  752,3108 7523112 o T13V 5,87 84,9 CrHiooN1sO17S:2" 764,3472  764,3477
G7A 595 77,1 CrHioNisO1sS2>* 7723447 7723451 e T13Y 5,83 71,0 C7aHiooN1sO1sS:2"  796,3447  796,3449

parentdlni peptid: e Fc-IIl 5,79 56,0 CeHosNisO1sS2>*  765,3368  765,3374
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Na hmotnostnich spektrech preparatti nebyly nalezeny necyklizované peptidy — distribuce
hmot ptiblizné odpovidala teoretickému rozlozeni bez naristu intenzity tfetiho piku (M+2).
U vybranych peptidi byla provedena aminokyselinova analyza (Tabulka 15).
Diky vypusténi precipitace bylo dosazeno konzistentnéjSich vytézka (primér 58 £+ 10 %,

N = 8) ve srovnani s linedrnim panelem.

Tabulka 15. Aminokyselinova analyza vybranych variant peptidu Fc-III.

stechiometrie

A DN FFQ F G H L S T V vitezek

DIS vypoéteno 1 - 1 — 1 1 2 1 1 1 55+7%
nalezeno 1,02 — 0,95 — 1,17 084 195 120 1,01 083 517£65 ug

w4s vypocteno 1 1 1 — 1 1 2 1 1 1 54+6%
nalezeno 1,03 1,01 0,92 - LI5S 094 192 1,19 097 0,83 476 + 50 ug

H5A vypocteno 2 1 1 - 1 - 2 - 1 1 68+7%
nalezeno 1,85 1,09 0,96 - 1,14 - 1,94 - 1,08 0,83 613 +62 ug

HSE vypocteno 1 1 2 — 1 - 2 — 1 1 677 %
nalezeno 1,08 1,02 1,74 - 1,14 — 1,92 - 1,10 0,84 636 + 68 ug

H5F vypocteno 1 1 1 1 1 - 2 - 1 1 67+6%
nalezeno 1,03 1,07 095 1,07 1,10 — 1,89 - 1,03 0,81 644 £ 57 ug

L6E vypoéteno 1 1 2 — 1 1 1 — 1 1 62+8%
nalezeno 1,05 1,01 1,66 - 1,22 0,90 1,06 - 1,12 0,80 596 + 81 ug

L9G vypocteno 1 1 1 — 2 1 1 — 1 1 36£3%
nalezeno 1,03 1,10 1,00 - 1,99 095 1,01 - 1,09 0,82 326+ 27 ug

TI3A vypocteno 2 1 1 - 1 1 2 - - 1 516 %
nalezeno 1,80 1,09 1,07 - 1,23 0,96 1,86 - - 0,83 477 £ 60 ug

Knihovna variant peptidu Fc-III byla déale pfipravena ve shodném usporadani
bez pulsa¢niho michani pro porovnani obou postupu syntézy s primérnou Cistotou preparatti
37 £ 23 % (N = 21). K porovnani byly vybrany pary preparatli oznaené Cernou teckou

v Tabulce 14 na ptedchozi strané.

4.1.2. Fragmenty proteini SARS-CoV-2

Déle byla pfipravena epitopova knihovna peptidovych fragmenti S glykoproteinu
SARS-CoV-2 dle referencni sekvence Uniprot PODTC2 (délka 1273 aminokyselin).
Knihovna sestavala z 253 peptidd o délce 15 aminokyselin pokryvajicich celou sekvenci
glykoproteinu se vzajemnym pirekryvem 10 aminokyselin (tj. n-ty fragment pokryva
uzavieny usek sekvence 5n—4 aZz 10+5n). Posledni C-koncovy fragment mél délku
13 aminokyselin. VSechny Cys vyskytujici se v plivodni sekvenci byly zaménény za Ser.

K ptipravé knihovny bylo pfistoupeno bez ptedchozi optimalizace. JelikoZz fragmenty
postradaly jakékoli intuitivné odvoditelné spole¢né vlastnosti ve vztahu k jednotlivym
syntetickym cykliim, acyla¢ni ¢as byl zvolen jako A, = 20 x 1,09™! min k alespoi hrubé
podpoie acylace ke konci programu (1. cyklus A1 = 20 minut, posledni Ajs=1 h 7 min).

Deprotek¢ni Casy byly nastaveny na D = 4 min. K ovéfeni Cistoty a identity bylo vybrano
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N =22 nédhodnych preparaci peptidi (Tabulka 16 na nasledujici stran€) vykazujicich
pramérnou Cistotu 50 = 20 % (R = 77,2-3,5 %).

Tabulka 16. Charakterizace panelu peptidovych fragmentd S glykoproteinu SARS-CoV-2.

, R Cistota ESI m/z (nizké rozliSeni)
usek sekvence . ~

min % vzorec vypocteno nalezeno
1-15 H-MFVFLVLLPLVSSQS-NH. 7,00 40,2  CsiHis2NizO1sS*  1678,96  1678,99

101-115 H-IRGWIFGTTLDSKTQ-NH- 5,48 27,0 CssHi26N22022?" 861,47 861,50
236-250 H-TRFQTLLALHRSYLT-NH: 5,26 67,9 Cs3H136N25021" 1819,03 1819,08
256-270 H-SGWTAGAAAYYVGYL-NH: 6,11 77,2 C7aH102N17020" 1548,75 1548,78
296-310 H-LSETKSTLKSFTVEK-NH: 4,59 56,9 C75H130N19025" 1696,95 1696,99
371-385 H-SASFSTFKSYGVSPT-NH: 5,20 57,0 C71H106N17023" 1564,76  1564,80
506-520 H-QPYRVVVLSFELLHA-NH: 5,99 44,1 CsaH133N22020" 1770,01 1770,05
516-530 H-ELLHAPATVSGPKKS-NH: 4,46 56,6 CesH117N20020" 1533,87 1533,91
681-695 H-PRRARSVASQSIIAY-NH: 4,64 44,7  Cs2H126N26020** 837,48 837,51
721-735 H-SVTTEILPVSMTKTS-NH: 5,36 49,6  CesHi22N17024S*  1592,86 1592,90
781-795 H-VFAQVKQIYKTPPIK-NH: 4,85 38,6 CssH140N21016" 1759,06 1759,11
871-885 H-AQYTSALLAGTITSG-NH: 5,60 74,0 Ce3H106N17022" 1452,77 145281
891-905 H-GAALQIPFAMQMAYR-NH: 5,88 55,4 C75Hi20N21018S2" 1666,86 1666,90
996-1010 H-LITGRLQSLQTYVTQ-NH: 5,43 374  Cs6H132N22023%* 860,49 860,52
1006-1020 H-TYVTQQLIRAAEIRA-NH: 5,42 52,9  Cs6H132N24022%* 866,50 866,53
1026-1040 H-ATKMSESVLGQSKRV-NH: 4,41 66,5 Ce7Hi2aN2202S*  1619,89 1619,94
1046-1060 H-GYHLMSFPQSAPHGV-NH: 5,17 56,9  C74Hi0eN2101S*  1626,78  1626,83
1056-1070 H-APHGVVFLHVTYVPA-NH: 5,37 66,3 C8H117N20017" 1605,89 1605,94
1201-1215 H-QELGKYEQYIKWPWY-NH: 5,79 56,2  CiooH137N22024"  2030,02  2030,08
1221-1235 H-IAGLIAIVMVTIMLS-NH: 7,69 3,5 CanHuiiNisOrS2" 1543,93  1543,98
1241-1255 H-SSSLKGSSSSGSSSK-NH2 1,38 5,2 Cs2HosN18Oas™ 1371,67 1371,70
1261-1273 H-SEPVLKGVKLHYT-NH: 4,75 72,5 CesH113N18015" 1469,85 1469,89

Na vzorku vybranych preparaci byla provedena aminokyselinové analyza (Tabulka 17).

Primérny vytézek byl 60 + 12 % (N = 3).

Tabulka 17. Aminokyselinova analyza vybranych fragmentt S glykoproteinu.

stechiometrie

ADNEQ F G I K L M P R S T v y ek

256-270 vypoéteno — - 2 1 - - 3 2 - - - 3 3 1 —  48+£6%
nalezeno — - 2,06 1,11 -— - 223 2,15 - — — 343 292 092 - 456+58 g

371885 vypoéteno 4 - 2 1 1 1 — 1 2 1 1 - = = 1 58+8%
nalezeno 3,07 - 191 1,04 1,12 0,83 — 1,02 1,74 1,14 1,01 - — — 1,24 522 +£73 pg

1261-1273 vypoéteno  — 1 1 1 2 2 1 1 — — 1 1 3 - - 76+£9%
nalezeno - 0,87 1,07 1,10 2,20 1,92 0,86 1,10 — - 098 LI5 245 — - 691+79pg

Jako dalS§i byla pfipravena knihovna peptidovych fragmenti koronavirového
nukleoproteinu dle referencni sekvence Uniprot PODTC9, sestavajici z 208 peptida o délce
15 aminokyselin pokryvajicich celou sekvenci nukleoproteinu se vzajemnym piekryvem
13 aminokyselin. Men$i posun mezi fragmenty mohl byt zvolen kvuli kratsi délce
nukleoproteinu 419 aminokyselin. Poslednich 5 C-koncovych fragmenti meélo délku

5-13 aminokyselin. VSechny Cys byly opét zaménény za Ser.
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Acyla¢ni ¢as byl zvolen jako A, = 23 x 1,04™! min, coZ piedstavuje mirné delsi acylaci

zpocatku a vyrazné kratsi acylaci ke konci programu nez v ptipadé SPPS S glykoproteinu

(1. cyklus A1 = 23 minut, posledni Ais=39 min 50 s). Deprotekéni Casy byly nastaveny

na D = 5 min, tedy o 25% delsi nez u pfedchozi knihovny. K ovéfeni ¢istoty a identity bylo

opét vybrano N = 22 nahodnych preparaci peptidi (Tabulka 18) vykazujicich primérnou
¢istotu 62 + 25 % (R =90,5-2,0 %).

Tabulka 18. Charakterizace panelu peptidovych fragment nukleoproteinu SARS-CoV-2.

tr distota

ESI m/z (nizké rozliSeni)

usek sekvence ) o —
min % vzorec vypoéteno nalezeno
5-19 H-GPQNQRNAPRITFGG-NH: 4,68 69,6 CessHi11N26020" 1611,85 1611,87
31-45 H-ERSGARSKQRRPQGL-NH: 1,24 2,0 CeoHi27N31021%* 862,99 862,99
59-73 H-HGKEDLKFPRGQGVP-NH: 4.45 69,7 C74H11oN24020" 1663,90 1663,94
83-97 H-QIGYYRRATRRIRGG-NH: 421 62,8  CssHi3aN32010** 911,52 911,54
105-119 H-SPRWYFYYLGTGPEA-NH: 5,82 82,5 CssHi117N20022" 1805,86  1805,89
111-125 H-YYLGTGPEAGLPYGA-NH: 5,62 78,7 C722H103N16021" 1527,75 1527,77
129-143 H-GIIWVATEGALNTPK-NH: 5,66 65,1 C72H118N19020" 1568,88 1568,90
155-169 H-AAIVLQLPQGTTLPK-NH: 5,54 85,5 C71H126N19016" 1548,95 1548,97
163-177 H-QGTTLPKGFYAEGSR-NH: 4,83 47,7  CnHiisN210222* 805,92 805,93
171-185 H-FYAEGSRGGSQASSR-NH: 4,15 82,0 Ces4H100N23023* 1558,74 155875
195-209 H-RNSTPGSSRGTSPAR-NH: 0,83 24,1 CsoH106N26022%* 765,40 765,40
235-249 H-SGKGQQQQGQTVTKK-NH: 0,70 86,1 CessHi117N24023" 1601,87 1601,88
241-255 H-QQGQTVTKKSAAEAS-NH: 1,15 5,7 Ce2H110N21024" 1532,80 1532,82
253-267 H-EASKKPRQKRTATKA-NH2 0,60 73,3 C71H132N27021" 1699,01 1699,02
269-283 H-NVTQAFGRRGPEQTQ-NH: 4,49 82,2 Cr0H115N26023" 1687,86 1687,88
287-301 H-GDQELIRQGTDYKHW-NH: 4,92 75,0 CsiH123N25025%" 922,96 922,97
299-313 H-KHWPQIAQFAPSASA-NH: 5,22 59,6 C76H113N22010" 1637,85 1637,87
323-337 H-EVTPSGTWLTYTGAI-NH: 5,93 62,7 C73Hi112N17023* 1594,81 1594,83
355-369 H-KHIDAYKTFPPTEPK-NH: 441 50,8  CssHi2oN2102%* 885,98 885,99
379-393 H-TQALPQRQKKQQTVT-NH: 1,87 32,8 C74Hi34N26023%* 877,51 877,52
383-397 H-PQRQKKQQTVTLLPA-NH: 4,67 90,5 Cr6H136N25021" 1735,03 1735,05
415-419 H-DSTQA-NH: 0,91 67,1 C19H3aN7O010" 520,24 520,24

Na vzorku vybranych preparaci byla provedena aminokyselinové analyza (Tabulka 19).

Primérny vytézek byl 57 +2 % (N = 3).

Tabulka 19. Aminokyselinova analyza vybranych fragmentt nukleoproteinu.

stechiometrie

A BQ G 1 K L P R s T v vk
155-169 vypoteno 2 2 1 1 1 3 2 - — 2 1 58+5%
nalezeno 1,99 2,01 1,20 098 0,88 2,79 2,17 - - 2,03 0,90 558+52ug
235249 vypoéteno  — 5 3 — 3 — - - 1 2 1 58+12%
nalezeno — 425 348 — 209 - — - 1,31 1,94 1,01 579+115png
383.397 vypoéteno 1 4 — — 2 2 2 1 — 2 1 53+7%
nalezeno 1,07 349 — - 1,54 2,17 234 1,12 - 209 0,87 572+77ug
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4.1.3. Statinové inhibitory proteas

Ve spolupraci s Ivanou Klikarovou byla pfipravena maticova knihovna inhibitori
aspartatovych proteas obsahujicich fenylstatin (Pst) jako mimetikum ptechodového stavu,
jehoz N-konec byl maskovan 3-fenylpropionylem (Hc, Obrazek 28). Knihovna sestava
z19%x19=361 peptidomimetik pokryvajicich vSechny variace proteinogennich

aminokyselin s vyjimkou Cys na dvou C-terminalnich pozicich.

Obrazek 28. Vzorec ptipravenych Hc-Pst-P1’-P,’-NH; inhibitord s popisem sloZeni knihovny.

OH O Ry 0 Ala Gly Leu GIn Val

H\)J\ Asp His Met Arg Trp
A Ny, Ol lle Asn Ser Tyr

:

i N > Phe Lys Pro Thr Gys
0 < 0 Ry —_ S
3-fenylpropionova variabilni x variabilni
kyselina (Hc) I I zbytek P,’ ** zbytek P/
fenylstatin (Pst} ——» | |

Acylaéni ¢as byl zvolen konstantné jako A = 45 min, jelikoz k zavedeni vSech zbytkt
byly potieba pouze ctyti cykly SPPS. Deprotekéni ¢asy byly nastaveny na D = 5 min.
K ovéfeni Cistoty a identity bylo vybrdno N = 38 preparaci inhibitorti (Tabulka 20)
vykazujicich primérnou ¢istotu 79 + 9 % (R = 94,2-52,1 %).

Tabulka 20. Charakterizace panelu Hc-Pst-P'-P,’-NH,. K oznaceni peptidi jsou pouzity pouze

variabilni C-koncové aminokyseliny P;" a P,'".

., tr Cistota ESI m/z (nizké rozliSeni) ., R Cistota ESI m/z (nizké rozliSeni)
peptid . 0 — peptid . o -
min % vzorec vypoéteno nalezeno min % vzorec  vypocteno nalezeno
LA 6,97 86,9 CxpHaNsOs* 52531 525,33 RA 562 66,6 Cx»HeN-Os" 56832 568,34
LD 6,77 834  Cs3HaN.Os* 569,30 569,31 RD 555 69,2 CsHeN-O/ 61231 612,34
LE 6,81 90,8 CsHasN4Os7 583,31 583,33 RE 5,556 73,6  CsiHuN,Os% 626,33 626,35
LF 7,70 89,3  GCssHasN4Os* 601,34 601,36 RF 598 73,5 GCssHaN-Os™ 644,36 644,38
LG 6,84 729 CisH»N.Os* 511,29 511,31 RG 5,54 694  CxsHaoN-Os* 55431 554,33
LH 592 833 CsHsNeOs® 591,33 591,36 RH 5,08 73,9 C»HwuNoOs" 634,35 634,37
LI 7,51 71,8 Cs»HsN4Os* 567,35 567,38 RI 593 744  CsHasN/Os" 610,37 610,40
LK 598 84,6 CsHasNsOs® 582,36 582,40 RK 520 57,9 Cs»HwNsOs® 62538 625,41
LL 7,65 87,1 C»HsN4Os* 567,35 567,38 RL 6,01 839  CsHsN-Os" 610,37 610,40
LM 7,40 70,6 CsiHasN4OsS™ 58531 585,34 RM 5,84 52,1 CsiHaN/OsS* 628,33 628,35
LN 6,66 82,5 CsHaNsOs® 56831 568,34 RN 5,53 84,5 CsHasNsOs" 611,33 611,36
LP 6,99 856 CsuHasN.Os® 551,32 551,35 RP 5,69 84,8  CuHaN-Ost 59434 594,37
LQ 6,67 754 CsiHaNsOs® 582,33 582,35 RQ 5,53 832  CsiHasNsOst 62535 625,37
LR 6,02 81,6 C»HsN,Os" 610,37 610,41 RR 5,17 72,7  CsHwNiOs* 653,39 653,42
LS 6,77 942  Cx»HaNsOs"™ 541,30 541,33 RS 554 823  Cx»HaeN-Ost 584,32 584,34
LT 6,90 72,2  CsHasN4Os™ 55532 555,34 RT 5,59 825  CsHuN-Os* 598,34 598,36
LV 7,29 80,5 CsuHasN4Os™ 553,34 553,36 RV 581 81,9 CsiHaN/Os" 596,36 596,38
LW 7,53 77,9 CsHaNsOs* 640,35 640,38 RW 6,04 86,9 CsyH#NsOs* 683,37 683,39
LY 7,06 92,1 GCssHasNaOs™ 617,33 617,36 RY 5,77 832  GCssHaN-Ost 660,35 660,38
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Na vzorku vybranych inhibitorti byla provedena aminokyselinova analyza (Tabulka 21)
s prumérny nalezenym vytézkem 64 + 6 % (N = 3).

Tabulka 21. Aminokyselinova analyza vybranych statinovych inhibitorg.

stechiometrie

E+Q L S v vytézek
D T T E— A
¢ — — 0,
Hc-Pst-LS-NH» Vgg‘;;;%o - 0’196 1})4 - 2290 i é ;/fg
He-Pst-LY-NH: VXﬁZZZZT - 0,137 - 1,113 26639 i 395(y;g

4.2. Aplikace knihoven

Skenovaci knihovna variant Fc-III je urena k analyze sekven¢ni zavislosti interakce
tohoto peptidu s imunoglobuliny. Ke studiu této interakce s lidskym IgG byl pouzit
chemiluminiscen¢ni kompeti¢ni test zalozeny na vytésnovani navazaného proteinu G
zna¢en¢ho HRP Fc-vézajicimi peptidy. Parentalni Fc-III piipraveny pomoci SPENSER
vykazuje piiblizné shodnou inhibi¢ni konstantu K;= 30 £+ 4 nM oproti referencnimu Fc-II1
pfipravenému za pomoci komeréniho syntezatoru PS3 (I> oxidace, nasledovand CI18
preparativni HPLC) s Ki=27 £ 5 nM (Obrazek 29A na nasledujici stran¢).

K pfesnému stanoveni konstant byla koncentrace referen¢niho Fc-III ovéfena pomoci
aminokyselinové analyzy. Pro paralelné pfipraveny Fc-III byla pouzita normalizovana
koncentrace knihovny, kterd v tomto ptipadé dobie odpovidala koncentraci aktivniho
peptidu. Knihovna byla nasledné pouzita k vySetieni relativnich preferenci variaci peptidu
pii vazbé na lidské IgG (Obrazek 29B).

Ziskana data bohuzel nekoreluji s ptedchozimi experimenty s pouZzitim peptidovych poli
prezentujicich knihovnu se shodnym usporddinim (PEPperPRINT, Heidelberg, SRN)®,
coz muize byt vysvétleno odliSnym formatem detekce vazby (kompetice peptidil s proteinem
G ve vazbé€ k imobilizovanému IgG vs. detekce fluorescencné znaceného IgG vazajiciho
se na imobilizované peptidy). Dil¢i varianty Fc-III mohou téZ vykazovat rliznou miru
schopnosti kompetovat s proteinem G ve vazbé k IgG z divodu zmény topologie vazby.
K ovéfeni této hypotézy je nyni pfipravovdna nova knihovna s C-koncovou biotinylaci
umoznujici pfimou detekci bez pouziti kompeticniho reportéru.

Maticova knihovna statinovych inhibitori byla testovana proti sekretované aspartatové

protease May 1% oportunni kvasinky C. neoformans. Na tomto ptikladu je mozno ilustrovat
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moznost stanoveni optimalnich zbytkGi na obou C-termindlnich variabilnich pozicich

v jediném experimentu (Obrazek 30).
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Obrazek 29. Charakterizace interakce Fec-III s lidskym IgG kompeti€nimi testy se znacenym
proteinem G. (A) Porovnani inhibi¢nich konstant K; pro Fc-III pfipraven¢ho pomoci SPENSER
a PS3. (B) Relativni preference variaci peptidu Fc-III pii vazbé na IgG. Relativni preference >100 %
oznacuji varianty 1épe kompetujici s reportérem nez parentalni peptid, varianty s relativni preferenci
<100 % kompetuji htife. VSechny varianty mimo vyneseny rozsah kompetuji hife.

Ackoli tato knihovna pfedstavuje vhodny nastroj pro prvotni charakterizaci aspartatovych
proteas z hlediska inhibitorové specifity, k plné charakterizaci by bylo vhodné

mit k dispozici i substratové knihovny'3* 134, Substratové knihovny a knihovny inhibitort

cilicich dalsi tfidy proteas budou pfedmétem dalSich syntéz.
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Obrazek 30. Relativni aktivita Mayl proteasy v zavislosti na dvou variabilnich C-terminalnich
pozicich inhibitor He-Pst-P,’-P»’-NH, pfi koncentraci 800 nM. Analyza byla provedena na dvou
desti¢kach se Z' = 0,56 a 0,60'%.
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4.3. Validace protokolu ToRNAdo

Nejprve byly zhodnoceny cCistoty a pozorované molekulové hmoty vzorkit meziprodukti
protokolu TORNAdo s modelovym vstupnim fragmentem b1 kodujicim pouze FLAG epitop
(Obrazek 31).

&
A @ K
R
I - N MV, ) b1 vstup, b5 vystup (dsDNA, 77,9 kDa)
235 RNA ) !
dsDNA TRER b2 transkript (ssRNA, 31,3 kDa)
b e —
502_ b3 ligace (ssRNA-DNA, 45,6 kDa)
400 - 7
350 -
300 - b4 fuze (ssRNA-DNA-peptid, 47,8 kDa)
250 - dsDNA
126 bp (77,9 kDa) E
200 -
ssRNA-DNA-peptid Myca. = 47,8 kDa
150 = 147 eq.b (47 8 kDa) = 0,605 —A> M,... = 48,3 kDa
- < - < N aM, = +0,5 kDa (1,0%)
100~ ¥ 1 ssrra-onA T
> - 140 eq b (45,6 kDa) v 0,625 :
10, My, = —1,2418 . R, + 5,435
58 RNA ssRNA B
g 96 b (31,3 kDa) R =0.757
50- tRNA
GelRed Ex 312 nm

Obrazek 31. Agarosova elektroforéza (4 %, TBE) meziprodukti selekéniho cyklu se vstupnim
dsDNA fragmentem b1 kdodujicim pouze FLAG epitop. Znézornény jsou vypoctené molekulové

hmotnosti meziproduktd spolu s postupem odhadu pozorované molekulové hmoty peptidové fuze.

Pozorovana hmotnost peptidové fize vykazovala posun ptiblizné€ 2,7 kDa proti liga¢nimu
produktu. Vzhledem ktomu, Ze k analyze byla pouzita nativni elektroforéza, byly
k hrubému odhadu pozorované molekulové hmoty peptidové fuze pouzity pouze prouzky
transkriptu a ligace za ptredpokladu, Ze sdili podobnou sekundarni strukturu. Vypocteny
posun odpovidajici FLAG peptidu MSSDDYKDDDDKSSGSGSGEK ¢ini 2,2 kDa.

Z elektroforetogramu nebylo mozné spolehlivé odhadnout podil zastoupeni peptidové
fuze proti volné nukleové kyseliné. Jelikoz vSak pozorovany posun hmoty piiblizné
odpovidal vypoctenému, experiment byl opakovan se vstupnim fragmentem b1 kodujicim

HA epitop (MSSYPYDVPDYASSGSGSGEK). Ptitomnost epitopovych znacek v plné

fazni reakci bS byla nejprve predbézné prokazana teckovym blotem s odpovidajicimi
protilatkami (Obrazek 32A na nasledujici strané¢) a po optimalizaci postupu fixace
membrany byl Uspé$né proveden i imunoblot dokazujici pfitomnost epitopovych znacek

v predpokladanych fuznich prouzcich (Obrazek 32B).
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A HA FLAG B _HA FLAG HA FLAG

b4 b4 b3 b4 b3 bd b3 b4 b3 b4
G_H A a ) .::._..... H
- % anti-HA 785/810 nm
- ‘ ..’: ‘-'-.
a-FLAG ) ' -

fluorescein Ex 365 nm | anti-FLAG 785/810 nm

Obrazek 32. Imunologické stanoveni exprimovanych epitopovych znacek. (A) Teckovy blot
surovych fuznich reakci (b4) s templaty kodujicimi pouze HA, nebo FLAG peptid. (B) Agarosova
elektroforéza ligacnich (b3) a fuznich (b4) reakci pro HA, nebo FLAG peptid vizualizovand pomoci
fluoresceinu na ligovaném DNA oligonukleotidu (vlevo). Elektroforéza byla opakovana s ndslednym
elektropfenosem na nitrocelulosové membrany, jez byly vizualizovany anti-FLAG M2 a anti-HA
12CAS protilatkami (vpravo).

Za nepiitomnosti interkalatoru bylo téZ mozné pozorovat samotné liga¢ni a flzni
produkty bez ostatnich nukleovych kyselin ptitomnych ve vzorku za pomoci fluoresceinu
na ligovaném DNA oligonukleotidu. Bohuzel ani tento zplsob vizualizace neumoznil
kvantitativni posouzeni efektivity fuze. Po prolozeni densitometrického vynosu drah
kiivkami normalniho rozdéleni byla pouze pozorovana o 12 % (FLAG), ¢i 33 % (HA) vyssi
regresné stanovena $ite kiivky o fiznich oproti ligacnim prouzkim.

S prokazanim pfitomnosti fuzich produktli bylo pfistoupeno k vyhodnoceni ucinnosti
selekce na smésnych vstupnich fragmentech FLAG a HA, pfedstavujicich zjednoduSeni
realné knihovny. K tomuto vyhodnoceni bylo nutné najit metodu stanoveni zastoupeni
jednotlivych fragmentli ve smésném vzorku. Pro kvantitativni posouzeni ucinnosti selekce
byly navrzeny dvé sady qPCR primeri pro selektivni amplifikaci vystupnich FLAG (primer
6 a7)aHA (6 a8) DNA fragmentt s detekci interkalatorem SYBR Green I. Pro sestrojeni
kalibra¢ni kiivky a posouzeni miry selektivity amplifikace bylo provedeno stanoveni fedici
fady izolovanych FLAG a HA fragmentii obéma sadami primerti (Obrazek 33 na nasledujici
stran¢).

Ackoli kalibraéni kiivky navrzenych metod stanoveni vykazuji mirné niz§i ucinnost

135, jejich koeficienty

E =87,7az789,0% oproti doporu¢ované¢ hodnoté alespont 90%
determinace lezi v doporu¢eném intervalu R? > 0,98'%, JelikoZ navrzen4 sada pro stanoveni
FLAG fragmentu dale vykazovala mirny pteslech pii vysSich koncentraci HA fragmentu,
bylo pro dalsi stanoveni pouZito nizsi vstupni mnozstvi DNA (500 pg), pfi kterém piipadny

preslech nemtize ovlivnit vyslednou hodnotu Cp, potazmo poctu kopii.
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Obrazek 33. Amplifikacni kiivky koncentracni fady FLAG a HA fragmentt detekovanych primery
6 a7, resp. 6 a 8 (nahote) a vynos zavislosti jejich pfechodového bodu Cp na poctu kopii fragmentu
v reakci (dole, plné Ctverce). Vedle téchto jsou vyneseny Cp nespecifické amplifikace druhého
fragmentu (pfeslech, prekfizené ctverce), regresni piimka sjeji rovnici a vypoctend ucinnost
E= 10 Ya— 1, kde a je smérnice regresni piimky.

Daéle byly provedeny dvé selekce protokolem ToRNAdo proti imobilizované anti-FLAG,
¢i anti-HA protilatce, jejichz vstupem b1 byla v obou piipadech stejna smés FLAG a HA
fragmentl o pfiblizném zastoupeni 1,5:1 (n:n). Uspotfaddani experimentu spolu

s amplifika¢nimi kfivkami vstupnich a vystupnich smési jsou zachyceny na Obrazku 34.

selekce a-FLAG selekce a-HA
v I v
vystupni smés b5 vstupni smés b1 vystupni smes b5
A WA A — A A WA
— FLAG — FLAG
=2 =2 =2
© e e
0 é 1l0 1I5 ZIO 2'5 3I0 3IS 0 5 10 1I5 2|0 2IS 3ID 3I5 0 &I'> 1I0 1I5 ZID 2I5 ?:0 3I5
cyklus cyklus cyklus

Obrazek 34. Amplifikacni kiivky vstupni smési FLAG a HA fragmentt (b1, uprostied) pro selekéni
protokol proti anti-FLAG, nebo anti-HA imobilizované protilatce, jejichZ vystupni smeési fragmenti
b5 byly podrobeny stejnému stanoveni (vlevo, resp. vpravo). Cervené jsou vyobrazeny amplifikaéni

kiivky sady HA-specifickych primert, zelené sady FLAG-specifickych primerd.
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Uspotadani experimentu se shodnou vstupni smési b1 bylo zvoleno k vylouceni vlivu
mozné kontaminace mezi paralelnimi reakcemi, jelikoz jakakoli pozorovand asymetrie
vysledku muze byt piisouzena pouze vlivu selekce.

Vystupni smési bS vykazovaly v obou piipadech posunuti poméru stanovenych pocti
kopii fragmentd odpovidajici protilatce, proti niz byla provadéna selekce (Tabulka 22).
V ptipadé selekce proti anti-FLAG protilatce bylo pozorovan vyssi pomér selektovaného
fragmentu 14,7:1 (n:n, FLAG:HA) nez v piipad¢ selekce proti anti-HA protilatce
(11,7:1 nm, HA:FLAG), coz muze byt vysvétleno piiblizn¢ odpovidajicim vySSim
zastoupenim FLAG fragmentu ve vstupni smési. Pokud toto zohlednime vypoctem poméru
podilti selektovanych fragmentd ve vstupni smési bl a ve vystupni smési b5 ziskame
hodnotu nabohaceni (angl. enrichment®’: '¥7) 1,56x (interval smérodatné odchylky

1,42—1,77%) pro selekci FLAG a 2,31x (1,95-2,71x%) pro selekci HA fragmentu.

Tabulka 22. Kvantifikace fragmenti FLAG a HA ve vystupu b5 jednoho selekéniho cyklu proti
imobilizované anti-FLAG, nebo anti-HA protilatce. Hodnoty Cp jsou primérem tii méteni
s uvedenou smérodatnou odchylkou. Ke stanoveni poctu kopii N byl pouzity regresni rovnice

na Obrazku 33 na ptedchozi strané.

stanoveni FLAG stanoveni HA pomér pocti

Cp N [x107] Cp N [x107] kopii N [
vstupni smés 12,04+0,32 163+35 12,70+0,08 108+5 1,51 (F:H, 1,13-1,92)
selekce a-FLAG 13,78+ 0,03 53 +1 18,18+ 0,08 3,6+0,2 14,7 (F:H, 13,7-15,8)

selekce a-HA 16,92+0,07 7,4+0,3 13,06+ 0,05 86+3 11,7 (H:F, 10,9-12,7)

[a] uveden je pomér vyssi hodnoty poctu kopii proti nizsi, v zavorkach je uveden interval hodnot

odpovidajici stanovenym smérodatnym odchylkam
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5. Diskuze

5.1. Paralelni syntéza peptidu

Na cesté¢ k funkénimu feSeni pro paralelni SPPS bylo prozkoumano nékolik prostiedkii
k obecné podpore ucinnosti dil¢ich syntetickych krokti popsanych v sekci 3.2.1.
Zatimco ultrazvukova agitace, zvySena teplota a zpétnovazebna kontrola prubéhu acylace
se ukazaly jako slepé ulicky, implementace pulsa¢niho michani pfinesla jasné zlepSeni,
které umoznilo syntézu popsanych knihoven.

Pro kvantitativni porovnani obou zplsobl provedeni syntézy, s pulzaénim michanim
a bez néj, byla pouZita knihovna peptidi odvozena od peptidu Fc-III (4.1.1.). Knihovna byla
pfipravena v obou podminkéach se shodnou disulfidovou cyklizaci pomoci NCS. Cistota

nahodné vybranych pari peptidli z obou knihoven byla nasledné porovnana (Obrazek 35).
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Obrazek 35. Srovnani shodnych syntetickych programi bez pulsa¢niho michani (nahote)
a s pulsa¢nim michanim (dole). Histogramy zachycuji podil zastoupeni tfid se $itkou 10 % Cistoty
dle LC-MS ve vzorku 21 nahodnych parti analyzovanych peptidi ze 199 peptidi v pfipravené
knihovné (bodové zamény Fe-111%2, disulfidova cyklizace NCS). Vynesena je té kiivka normélniho
rozdéleni odpovidajici vypoctenému priméru a smérodatné odchylce a regresn€ stanovené

amplitudé. K vyhodnoceni vyznamnosti efektu byl pouzit parovy dvouvyberovy T-test.

Vzorky pfipravené protokolem s pulsaénim michanim vykazovaly priamérné vice

nez dvojnasobnou Cistotu oproti vzorkl piipravenych bez michani. Cistota pfipravenych
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peptidu a jeji distribuce je vSak zavisla na usporadani zamyslené knihovny. Pokud peptidy

sdili spolecné motivy, jako napt. u skenovaci Fc-III knihovny, je mozné provést optimalizaci

vvvvvv

vlevo).

Tabulka 23. Statistické vyhodnoceni ¢istot analyzovanych vzorka pfipravenych knihoven.

. pocet Cistota pocet analyz
knihovna preparaci primér +£s.d. R (max.—min.) N (pokryti)
linearni panel 31 63 +20 % 92,8 21,9 % 31 (100,0 %)
Fc-111 199 73+ 12 % 94,5 -42,5% 41 (20,6 %)
S glykoprotein 253 50+ 19 % 77,2-35% 22 (8,7 %)
nukleoprotein 208 62 +25% 90,5 -2,0 % 22 (10,6 %)
Hc-Pst 361 79+9 % 94,2 - 52,1 % 38 (10,5 %)
celkem 1052 67+19 % 94,5-2,0% 154 (14,6 %)

Naproti tomu rGznorodé knihovny, jako napt. epitopové SARS-CoV-2 knihovny,
piedvidatelné'®8. Parametry popisovanych epitopovych knihoven je viak vhodné posuzovat
v kontextu skuteCnosti, Zze urovani epitopu protilitek je obvykle provadéno
na imobilizovanych peptidovych knihovnach bez jakékoli kontroly kvality!3® 140,
Na ptikladu knihovny statinovych inhibitord vSak lze ilustrovat, ze 1 velmi vyrazna
heterogenita knihovny nemusi pfedstavovat problém, pokud knihovna sestava z dostate¢né
kratkych peptidd, u kterych se obvykle nevyskytuji obtizné acylani nebo deprotekéni

kroky!'38,

linearni panel+ 1 |

Fe-lil I—I—I 1 |'—|—|
S glykoprotein- —— ] |—I+||—|

nukleoprotein 1 i

Hc-Pst- I—-I—'| : —1

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%100% 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Cistota vytézek

Obrazek 36. Srovnani distribuci Cistot (vlevo) a vytézkd (vpravo) ve vzorcich pfipravenych

knihoven. Vyneseny jsou jednotlivé datové body, primér a interval smérodatné odchylky.

Neméné dilezitym parametrem je vSak i vytézek, jelikoz pfipravené knihovny jsou

normalizovany na stejnou koncentraci (typicky 1 mM) pomoci jeho priméru. Konzistence
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vytézkl vyjadiend smeérodatnou odchylkou urcuje interval predpoklddanych koncentraci
latek, které se v knihovné vyskytuji (Tabulka 24 a Obrazek 36 vpravo). Testovani knihovny

muze poskytnout neuplné nebo nevérohodné vysledky, pokud je tento interval pfilis Siroky.

Tabulka 24. Statistické vyhodnoceni vytézku analyzovanych vzorkd pfipravenych knihoven.
V piipad¢é linearniho panelu jsou zahrnuty vysledky kvantifikace pomoci UV i aminokyselinové

analyzy. U oxytocinu pfipraveného NCS strategii a CCK-4 byl pouzit primér obou stanoveni.

knihovna pocet vytézek 95% interval  pocet analyz
preparaci primér +s.d. R (max.—min.) koncentrace® N (pokryti)

lineérni panel 31 48+21% 76,6 —9,7% 0,13 -1,87mM 18 (58,1 %)

Fe-1I1 199 58+10% 67,6-357% 0,64—136mM 8 (4,0 %)

S glykoprotein 253 60+£12%  759-475% 0,61-139mM 3 (1.2 %)

nukleoprotein 208 57£2% 58,3-532% 092-1,08mM 3 (1.4 %)

Hc-Pst 361 64+£6% 68,7-554% 0,80-1,20mM 3 (0,8 %)

celkem 1052 54+ 17% 76,6 —9,7% 0,35-1,65mM 35 (3,3 %)

[a] Interval g5 = 1ImM(1 — 2 G/H) — 1mM(1 + 2 G/H)’ kde o je smérodatna odchylka vytézku a p
je jeho prameér, plati pfi normalizaci koncentrace na 1 mM podle primérné koncentrace nafedénim
vsech preparatl knihovny stejnym objemem.

V ptipadé uvodniho linearniho panelu peptidii po normalizaci 95 % preparati vykazuje
koncentraci 0,13 az 1,87 mM, coz piedstavuje az 15-nasobny rozdil v koncentraci. Diivodem
této variability je etherova precipitace. Nasledujici knihovny jiz tento purifikani krok
nepodstoupily, diky ¢emuZ vykazuji uZsi intervaly koncentrace nepiesahujici 2,3-nasobny
rozdil jejich limitnich hodnot. Pokud by aplikace knihovny vyZadovala etherovou precipitaci
(napf. pfi pouziti v bunéénych testech), bylo by nutné normalizaci koncentrace provadét na
zaklad¢ koncentrace kazdého jednotlivého preparatu. Toto by bylo realisticky proveditelné
pouze zahrnutim UV-absorbujicich aminokyselin (Trp, Tyr, cystin) do kazdé syntetizované

sekvence.
5.2. Automatizace mRNA display

Béhem mRNA display provaddéného manudlné jsou v nékolika Usecich protokolu
zahrnuty purifikace, které by v automatizovaném provedeni ve zvoleném uspotadani byly
obtizné proveditelné (Obrazek 37 na nasledujici strané). Ke zjednoduseni protokolu tedy
byly purifikacni kroky vypuStény tam, kde to nevylucovalo funkénost metody jako celku.
V krocich, kde se purifikace ukazala jako nezbytné€ nutna — po translaci a na zavér protokolu
po RT PCR - byla vmanudlnim zpisobu provadénd gelova purifikace nahrazena

ultrafiltraci.
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Obrazek 37. Posloupnost reakcei protokolu TORNAdo se zamétenim na kroky vyzadujici purifikaci
produktu. Kurzivou jsou uvedeny ptiklady fadnych purifikac¢nich krokti pouzivanych pii manualnim

provadéni protokolu®® 67670 Cisla uvedena u krokt odpovidaji sekcim 3.8. Protokolu TORNAdo.

V ptipadé prechodl mezi transkripci, ligaci a translaci bylo s vyhodou vyuzito vzajemné
kompatibility slozeni reak¢énich smési (Tabulka 25) a moznosti inaktivovat vSechny jejich
enzymatické komponenty vysokou teplotou. Jelikoz zvoleny PUREfrex expresni systém
obsahuje i T7 RNA polymerasu’®, ukazalo se jako kli¢ové po transkripci provést alespoti

odstranéni DNA templatu pomoci DNAsy 1.

Tabulka 25. Orientacni slozeni reak¢énich smési T7 RNA polymerasy, T4 RNA ligasy a PUREfrex
(bez proteinti) dle dokumentace vyrobet’® 1. V piipad€ T7 nebylo dostupné slozeni od zvoleného

dodavatele (Lucigen) a bylo nahrazeno jinym dostupnym slozenim'+.

T7 RNA polymerasa T4 RNA ligasa PUREfrex

pH 7,9 pti 25 °C pH 7,5 pti 25 °C pH 7,3 pti 25 °C
Tris 45 mM Tris 50,4 mM aminokyseliny 19x0,1 mM
dithiothreitol 10 mM dithiothreitol 1mM  dithiothreitol 1 mM
glycerol 5% glycerol 2% glycerol 3%
spermidin 2 mM spermidin 1 mM
p-merkaptoethanol 2 mM putrescin 8 mM
Triton X-100 0,1 %o 10-CHO-THF 20 uM

kationty anionty kationty anionty kationty anionty

Na* 70 mM CI 67 mM Na* 2mM CIr 72mM  Na' 22mM CI 6 mM
Mg?* 6 mM EDTA* 0,1mM  Mg> 10mM EDTA* 4uM  Mg* 9mM ATP* 2 mM
___________________________________ ATP*  75mM  K* 2mM ATP*  1mM K 110mM CTP* 1 mM
Ca’t 0,5mM CTP* 7,5mM NH4* 5mM GTP* 2 mM
1 nutné pro aktiviu GTP* 7,5 mM Ca?* 0,5mM UTP* 1 mM
piidané DNAsy I UTP* 7,5 mM AcO” 9mM
PO4* 5 mM
zkratky: 10-CHO-THF: 10-formyl-tetrahydrofolova kyselina Glur 95 mM
kreatinP: kreatinfosfat kreatinP> 10 mM
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Purifikace mezi Y ligaci a translaci naproti tomu byla zcela vynechdna, jelikoz jiz pfi
mirném molarnim nadbytku puromycinového oligonukleotidu je volnd mRNA po
probéhnuti reakce funkéné nedetekovatelna (viz Obrazek 31 v sekci 4.3). K ilustraci celkové
stechiometrie v prub¢hu protokolu byla provedena izolace a kvantifikace mRNA transkriptu
b2 u obou selekcei. Vstupni dsDNA b1 (630 ng) byla piepsana do 89 ng izolovatelné mRNA
v ptipadé¢ FLAG selekce a 77 ng v ptipadé HA selekce. Na zékladé téchto vytézkl byl
vypocten molarni pomér puromycinového oligonukleotidu 9 k mRNA jako 2,1x a 2,5% pro
FLAG, resp. HA selekei.

Bez provedeni purifikace translacni reakce nebyla pozorovana selekce, coz je mozné
vysvétlit bud’® nekompatibilitou slozeni translaéni smési se selekéni protilatkou,
nebo pfitomnosti volnych peptidi kompetujicich s fuzemi o vazebnd mista na selekéni
matrici. Ultrafiltraci transla¢ni reakce obsahujici konjugat peptidu a nukleové kyseliny
predchazela chelatace nadbytku Mg?" iontd vedouci k destabilizaci ribosomd,
které do tohoto okamziku stile zadrzuji konjugaty postradajici terminac¢ni kodony
vyvolavajici spusténi fadného rozpadu komplexu®!. Sekvestrace dvojmocnych kationtd,
které by mj. téZ mohly destabilizovat cil, proti némuz je provadéna selekce, dile poméha
chranit RNA béhem nasledujicich dlouhych selekénich krokdi pred hydrolyzou’ 72,
Post-translacni ultrafiltrace je zaroven podprocesem, pied ktery je mozno v budoucnu
vmezefit derivatizaci prezentovanych peptidt (cyklizaci'*®, ¢&i piipojenim motivii
podporujicich vazbu'**) k rozsiteni zkoumaného konformaéniho prostoru.

Vyraznym omezenim protokolu je absence michani v priibéhu inkubace peptidovych fuzi
b4 s imobilizovanym cilem. Zatimco inkubace pii 4°C bez michani mize byt dostacujici
pro modelové knihovny s tésné se vazajicimi ligandy (M2-FLAG Kp = 6,5 nM'¥,
12CA5-HA Kp = 10 nM!#), pro realné knihovny bude pravdépodobné& nutné inkubaé¢ni
podminky upravit. Kontinualni michani Spickou je pii provadéni paralelnich reakci
nepraktické, michani tedy bude muset byt provadéno tfepanim ve vhodném plastiku
umoznujicim volny pohyb suspenze (maximalné 96-jamkova desticka).

Odstranéni ostatnich transla¢nich komponent, které by mohly interferovat s naslednym
RT PCR, bylo dosazeno samotnym promytim pryskyfice snavazanymi konjugaty.
Je predpokladéano, ze konjugéaty nasledné mohly byt uvolnény béhem hybridiza¢ni faze
RT PCR zahtatim na 80 °C po dobu 15 minut. Teplotni stabilita pouZzitych protilatek vSak

nebyla zkoumana. Je tedy mozné, ze reverzni transkripce, ¢i dokonce i nasledné amplifikace,
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probihd na imobilizovaném konjugatu a k uvolnéni dojde az pii denaturac¢nich inkubacich
pti 94 °C v pribéhu PCR amplifikace.

Primery pouzit¢ béhem RT PCR byly optimalizovany k dosazeni jejich efektivniho
odstranéni ultrafiltraci, jelikoz pouzité purifikacni desticky spolehlivé odstranuji primery
pouze do délky ptiblizn¢€ 37 bazi (Obrazek 38A). Vysledkem byla ¢tvefice primert 4, 5, 10
a 11 o délce 21 az 33 bazi, s nimiz je obnoven 5'-koncovy adapter s T7 promotorem v jediné
reakci, a jejichz produkt je mozno purifikovat v dostateném procentudlnim vytézku

(Obrazek 38B) i Cistoté (Obrazek 31 v sekci 4.3).
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126 bp (77,9 kDa 96 b (31,3 kDa) 140 eq.b (45,6 kDa
ssDNA Mu / Da P (77,9 kDa) (31,3 kDa) q.b (45,6 kDa)

Obrazek 38. Prehled ucinnosti izolace nukleovych kyselin PCR purifikacnimi destickami
MultiScreen PCR384 stanovované densitometricky agarosovou elektroforézou. (A) Analyza
efektivity odstranovani ssDNA oligonukleotidti riznych délek uvedenych kurzivou v bazich.
(B) Porovnani procentualnich vytézka riznych meziprodukti protokolu ToORNAdo. Ke stanoveni
byly pouzity izolované meziprodukty.

Vystupni roztoky dsDNA fragmentd bS vykazovaly dle absorbance pii 260 nm
koncentraci 141 ng/ul v ptipadé FLAG selekce a 85 ng/ul v ptipadé HA selekce. Rozptyl
v koncentraci vystupni smési mtize predstavovat problém, zejména pokud by smés méla byt
pfimym vstupem naésledujiciho selekéniho cyklu. Jiné vstupni mnozstvi DNA muize ovlivnit
vytéZzek transkripce, na ném zavislou stechiometrii ligace a dalSi nasledujici kroky
fetézovym zplsobem.

K teSeni tohoto problému mize byt pfistoupeno pasivné, pouzitim velmi vysokého
vstupniho mnozstvi DNA (pf. 5 pg), jelikoz vytézek transkripce T7 polymerasou
se vzriistajicim mnozstvim vstupni DNA konverguje k definovatelnému maximu'?’,
Vhodnéj$im feSenim by vSak mohla byt aktivni regulace pfidaného objemu vstupni smési
do transkripéni reakce na zdkladé koncentrace vystupni smési bS predchoziho cyklu
stanovené¢ spektrofotometricky nebo pomoci qPCR. Stanovena koncentrace by zéaroven

s vyhodou mohla byt vyuzita ke kontrole uspésného pribéhu selekéniho cyklu.
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6. Zavér

V této préci je popsan vyvoj paralelniho syntetizatoru peptidi SPENSER a jeho pouziti
k ptipravé n€kolika knihoven sestavajicich celkem z 1052 peptidii. Reprezentativni vzorek
154 preparaci, ptedstavujici 14,6 % analytické pokryti pfipravenych knihoven, vykazoval
dle LC-MS priimérnou ¢istotu 67 £ 19 %.

Na ptedlozenych knihovndch je ilustrovano, ze SPENSER je vhodnym nastrojem
pro paralelni syntézu linearnich i disulfidové cyklizovanych peptidi s omezenou
variabilitou, ¢i knihoven sestavajicich z kratkych peptidi. Jeho mensi méfitko reakce
ve srovnani s komeréné dostupnymi syntetizatory dale umoznuje hospodarngjsi ptipravu
knihoven z drahych stavebnich bloki.

Dale je ptedstaven protokol ToORNAdo jako automatizovana varianta popsané metody
mRNA display®" ¢ ¢ 7 g minimalizovanym poctem operaci, proveditelnych v plném
rozsahu popsanou sestavou pipetovaciho robota Agilent Bravo, PCR cykleru Biometra
T-Gradient a robotické ruky SCARA.

Validace protokolu byla provedena na modelové binarni knihovné sestavajici ze sekvenci
kodujicich FLAG a HA epitopové znacky. Obé modelové sekvence byly uspésné
selektovany odpovidajicimi protilatkami s faktory nabohaceni 1,56x az 2,31x pro FLAG,
resp. HA konstrukty. Diskutovany jsou nutné upravy protokolu pied jeho plnou vyuzitelnosti
mimo modelové knihovny.

Spojeni obou ptedstavenych metod bude po optimalizaci velmi uZite¢nym néstrojem

pro identifikaci, pfipravu a testovani peptidovych ligandi pomoci in vitro evoluce.
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