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Abstrakt: Malé proteinové domény jsou zdkladnimi stavebnimi jednotkami v pfirod¢ se
vyskytujicich proteini. Mnohé z téchto domén vynikaji svou stabilitou a absenci disulfidickych
vazeb, a proto se jejich struktury stavaji atraktivnimi nastroji pro tvorbu uméle vytvairenych
vazebnych molekul. Prvnim krokem k vytvotfeni novych typti vazebnych proteind je nalezeni
zakladni nosné a neménné struktury dané¢ domény, tzv. scaffoldu, kterd se ur¢i pocitacovym
modelovanim s naslednou identifikaci vyménitelnych aminokyselinovych zbytkt. Tim je
definovan sekven¢ni rdmec pro konstrukci vysoce komplexni kombinatorialni knihovny, ktera
slouzi jako vychozi nastroj k cilené selekci poZadovanych vazebnych variant. V zavislosti na
pouzité selek¢ni technice jsou jednotlivé varianty proteinu testovany na schopnost vazat
zvolenou cilovou molekulu s vysokou specifitou a afinitou. Malé proteinové molekuly
postradaji posttranslaéni modifikace, jsou teplotné stabilni, odolné proti fadé¢ organickych
¢inidel a mohou byt produkovany ve velkém mnoZstvi v bakteriich. Jejich vyhodou je snadna
modifikovatelnost, a diky malé velikosti 1 vysoka pronikavost tkdnémi. Pro tyto vlastnosti jsou
malé vazebné proteiny uziteCnym nastrojem pro nové biotechnologie a perspektivni
alternativou k monoklondlnim protilatkdm. Cilem pifedlozené bakalaiské prace je shrnout
poznatky o malych vazebnych proteinech a poskytnout piehled o hlavnich scaffoldech

odvozenych od proteinovych domén.

Klicova slova: protilatka, proteinova doména, vazebny protein, kombinatoridlni knihovna,

selekéni metody



Abstract: Small protein domains represent basic building blocks of naturally occurring
proteins. Many of them exhibit excellent stability, lack disulfide bonds and their structures,
therefore, represent attractive tools for generation of artificial binding molecules. First step in
the production of novel binding proteins is the definition of a basic domain structure, called
“scaffold”, which is identified using in silico approaches, resulting in discovery of mutable
amino acid residues. Then, randomization of such residues leads to design of a highly complex
combinatorial library as a key tool for targeted selection of protein variants. Based on chosen
selection approach, the particular protein variants can be tested for their ability to recognize the
target molecule with high specificity and binding affinity. Small binding proteins lack post-
translation modifications, exhibit thermal stability, are resistant to many organic solvents and
can be produced on a mass scale in bacterial host cells. In addition, they can be easily modified
and used in vivo with excellent tissue penetration. Due to these beneficial properties, small
artificial binding proteins are extraordinary useful biotechnological tools and represent a
promising alternative to monoclonal antibodies. The aim of this work is to summarize our
knowledge on small binding proteins and provide an overview of basic types of protein

scaffolds.
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approaches



Seznam pouzitych zkratek:

ABD

AR

BC, DE, FG
CD28
cDNA

albumin vazajici doména

z angl. Ankyrin repeat

smy¢ky '"FN3 domény

z angl. Cluster od Differentiation 28

komplementarni DNA syntetizovana reverzni transkripci podle RNA

CDRI1, CDR2, CDR3 komplementaritu urcujici oblasti protilatek

c-MET
DARPin
DNA

E. coli
ED-B
EDTA
EGFR
ELISA
ErbB3
Fab fragment
FACS
Fc fragment
GA modul
GDF-11
GDF-8
gpl20
Grb2
HER 3
HRP
ILP
INK2
LDL
mRNA
NIR

OB fold
PAB
PCR
PEG
REX
RNA
SUMO
tRNA
VEGF
VH

tyrozin proteinkindza MET

z angl. Designed ankyrin repeat proteins
deoxyribonukleova kyselina

Escherichia coli

extradoména B fibronektinu

kyselina ethylendiamintetraoctova a jeji soli

receptor pro epidermalni rastovy faktor

z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

receptor pro epidermalni riistovy faktor 3

antigen vazajici fragment protilatek

prutokova cytometrie z angl. Fluorescence-Activated Cell Sorting
z angl. Fragment crystallizable region

z angl. Protein G-related albumin-binding module

rustovy diferenciacni faktor 11

rustovy diferenciacni faktor 8

glykoprotein 120, obalovy protein viru HIV

z angl. Growth factor receptor-bound protein 2

receptor 3 pro lidsky epidermalni ristovy faktor

kienova peroxidaza

vazebny protein odvozeny od ABD domény vazajici IL-23
z angl. C-Jun N-terminal kinase 2

nizkodenzitni lipoprotein

mediatorova ribonukleova kyselina

z angl. Near-infrared spectroscopy
oligonukleotidy/oligosacharidy vazajici fold

vazebny protein odvozeny od ABD domény vézajici PSP94
polymerazova fetézova reakce

polyethylenglykol

vazebny protein odvozeny od ABD domény vézajici [L-23R
ribonukleova kyselina

z angl. Small ubiquitin-like modifier

transferova ribonukleova kyselina

vaskularni endotelialni ristovy faktor

variabilni oblast tézkého fetézce imunoglobulinii



VOt 1
Design kombinatoridlnich knihoven a selekéni metody ............coeecveeeviiiiniiiiiniiiiieeeee, 2
2.1 Metody randOmUZACE ........cvvvieeeriiieeeeiiiie e e et eeeeeiaeeeeeseaeeeeesetbeeeeeeaseeeesensseeeeennnnes 3
2.2 RibOZOMAINT AiSPIE]...uvriiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt et e e e e e 4
2.3 MRNA QISPIE] evriiiiiiiiiieeiiiee ettt e e e e et e e e e e e e neaes 5
2.4 KvasinKOVY AISPIET .eeeeiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e et e e e e e e 7
2.5 FAGOVY QISPIE] euiriiiiieieieitee e e e e e e et aaeeeeaas 8
2.6 Bakterialni diSPIe] ....cceeeeeeiiiiiieieeeee e e e 9
Albumin vazebnd doména (ABD) ......cc.uuviiiiiiiieiiiee e 10
3.1 CharakteriStiKa .....oouueiiiiiiiiee e 10
3.2 ABD jako Scaffold......cccuviiiiiiiiiii e 11
3.2.1  Vazebné molekuly proti lidskému interferonu gama (hIFNY)..........ccccceeennnns 11
3.2.2  Tvorba bispecifickych ABD moleKul...........ccccoooviiiiiiiiiiiiieeieeeee e, 11
3.2.3  Vazebné proteiny cilené na molekuly IL-23R a IL-23........ccooiiiiiiiniieeeees 12
ATFIDOAY MOIEKULY ....ooiiiiieeee e e e e e e e 14
4.1 CharaKteriStIKa ......coouuiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e 14
4.2 ChemiCKA SYNTEZA......ccceiiiiiiiiiiiieee e e eeeiiiee e e e e e e e et e e e e e e e e e esaaasaeaeeeeeeessnnsnsneeeens 15
4.3 Optické zobrazovaci MEtOAY........ccceeiiiiiiiiiiiiiee et 15
4.4 SYNEEZA & VYUZILT .evveiiieiiieiiiiiiiie e e e ettt e e e e ettt e e e e e e e e aatraeeeeeeeeessnnnnsneeeens 15
DARPIN MOIEKULY ...eeiiiiiiiiiiee et e e e 16
5.1 CharakteriStiKa ........eeeiiiiiiiie e e e e 16
5.2  DARPiny jako scaffold.........cooouiiiiiiiiiiii e 17
5.3 VWUZIE ittt et et e ettt e e et ee e e aaneas 17
5.3.1 DARPiny vazajici molekuly VEGF-A ........cccocoiiiiiiiiiiiiiccecce 17
5.3.2  DARPiny blokujici HGF a VEGF.........ccooiiiiiiiiiiiicceecn 18



6 ANtICAliNy (ATTIINY) .ooeiieiiiiiiiiiie et et e e et e e e itae e e e e 19

6.1 CharakteriStIKa .........eeiiuiiiiiiie et s 19
6.2  Selekce BBP vazebnych variant...........cccoooeeiiiiiiiiiiiiieiniiieeceiieee e 19
6.3  Selekce hemoglobin vazebnych molekul............ccooeiiiiiiiiiiiiiii e, 19
LR VA 13 V4 L5 SRR 21

6.4.1  Anticaliny cilené proti ED-B domén¢ onkofetalniho fibronektinu.................... 21

6.4.2  Selekce Anticalinl s afinitami viict PMSA (prostaticky specificky membranovy

antigen) 21
6.5  Anticaliny v klinickych testech..........cccoviiiiiiiiii e 22
A N« 1151151 TS PRR P 22
7.1 CharakteriStiKa .....oo.ueiiiiiiiiie e 22
7.2 lIzolace FN3 mutantli vazicich noveé ligandy...........ccccceeeeiiiiiiiiiiiieeeieeeieeeee e 23
7.3 Adnectiny jako vazebné molekuly ............cccooeiiiiiiiiiiiiiii e 23
7.3.1  Adnectiny cilené na molekuly myostatinu .............ccccvvvieieeeeiiiiiiiiiiieee e 23
7.3.2  Inhibitor VEGFR-2 ...ccoiiiiiiiiee et 24
7.3.3  Dalsi ptiklady cilovych molekul Adnectin .............ccceveeeeeeeiiiiciiiiiiieee e, 24
8 FYIOMIETY . s 25
8.1  Design lidské Fyn SH3 fagové knihovny a selekce ED-B vazebnych proteind......... 25
8.2  Fynomery a cilové moleKuly ...........cooviiiiiiiiiiiiiiiiee e 26
O NOVE SCATOIAY ...t e e e e a e e e e e aaaaaeeas 27
0.1 ARITON i ettt e e et e e e 27
0.2 AIPhaDOAY ... e 28
L2 T 0157113, & 11 PSPPI 29
0.4 ReEPEDOAY .t e e e 29
0.5 OBOAY ..ttt et e e et e e et e e e e eannas 30
10 DalSitypy SCAfOIAM ...oeeiiiiiiie e 31



12

Reference



1 Uvod

Monoklonalni protilatky (mAbs) neboli imunoglobuliny (Igs), jako je imunoglobulin A, E a G
(IgA, IgE a IgG), jsou velké multidoménové heterodimerni molekuly o velikosti 150 kDa
sestavajici z tézkého a lehkého fetézce a Sesti riznych domén (Vu, Vi, Cul, Cu2, Cu3 a Cp),
schopné aktivovat imunitni reakce systému. mAbs jsou bivalentni vazebné struktury, které
velmi specificky vazi svijj cil s vysokou afinitou, maji ptivod v lidském organismu a vynikaji

dlouhym polocasem zivota. Diky svym vlastnostem se jednd o skupinu rychle se rozvijejicich

terapeutik.
Antigen vazajici oblasti
CDR
Fab
Lehky J  Lehi regwon
Fetézec Fetdzec
F.C komplementu a Fe
region receptoru

Obrazek 1 (upraveno) — Struktura monoklonadlni protilatky. Imunoglobuliny sestavaji ze dvou lehkych a dvou
tezkych retezcii spojenych disulfidickymi mustky. Tezky retezec obsahuje variabilni doménu VH a t7i, nebo ctyri
konstantni domény CHI, CH2, CH3 a CH4. Lehky retezec obsahuje pouze jednu variabilni doménu VL a jednu
konstantni doménu CL.V Fab oblasti tvori VH doména s VL doménou vazebné misto pro antigen. Vazebnd oblast
je wurcena pomoci CDR komplementaritu urcujicich oblasti. Fc oblast protilatky zajistuje interakce
s komplementem a Fc receptorem (Flego et al., 2013).

Monoklonalni protilatky ovSem vzhledem ke své stavbé Celi mnoha prekazkdm a limitim
v jejich produkci a vyuZziti. Spravné sloZzeni mAbs a jejich celkova stabilita vyzaduje pfitomnost
disulfidickych mustkd, které se ovSem vytvaieji pouze v oxidativnim prostiedi a v redukcnich
podminkach jsou velmi vzacné. Mezi dal$i nevyhodné aspekty monoklonalnich protilatek patii
jejich znaéna velikost, zavislost na posttranslacni glykosylaci tézkého ftetézce a nizka
termodynamické stabilita. Produkce mAbs je velmi komplikovana a finanén€ néarocna
(Vazquez-Lombardi et al., 2015). V disledku toho zacaly byt izolovany a vyuzivany k vazbé
antigenu fragmenty protilatek, jako je Fab fragment. Pozdé&ji se vyzkum zaméfil na vyvoj
neimunoglobulinovych proteini vyznacujicich se vlastnostmi podobnymi vlastnostem

protilatek.



Vazebné proteiny zalozené na struktute scaffoldu predstavuji atraktivni molekuly s novymi
funkcemi nachazejici Siroké uplatnéni ve vyzkumu, zobrazovacich metodach a klinickych
aplikacich jako potencialni alternativy k rekombinantnim protilaitkdim. Diky pokrokim
v tvorbé rozsdhlych kombinatoridlnich knihoven variant proteinti a pokrocilych selekénich
technologii byly ziskany velmi specifické a vysoce afinni vazebné molekuly vic¢i konkrétnim
cilovym strukturdm vyuzitelné k diagnostice ¢i terapii riiznych onemocnéni. Hlavnim cilem
vyvoje novych scaffoldi k selekci vysoce specifickych vazebnych struktur je tvorba molekul
schopnych narusit ptivodni interakce mezi proteiny vytvarenim novych vazeb. Vazebné
proteiny jsou zpravidla malé jednodoménové monomerni struktury vyznacujici se vysokou
stabilitou v Sirokém spektru pH a teplot, postrddaji disulfidick¢é mustky, nevyzaduji
posttranslaéni modifikace a mohou byt produkovany ve velkém mnozstvi v bakteriich

(Gebauer and Skerra, 2009).

2 Design kombinatorialnich knihoven a selekéni metody

Rizena evoluce molekul a kombinatorialni metody predstavuji vyznamné techniky
proteinového inZenyrstvi umoznujici vytvaret molekuly s optimalizovanymi vlastnostmi,
funkcemi a strukturami. Aplikaci metod proteinového inzenyrstvi jsou vytvareny proteiny s
pozadovanymi aktivitami, jako je zvySena vazebna afinita, stabilita proteinu ¢i specifita
enzymu. V procesu fizené evoluce proteinii jsou jednotlivé varianty molekul vytvaieny pomoci
nahodnych nebo cilenych mutaci a specifické molekuly jsou nasledné ziskavany selekénimi
metodami z rozsahlych knihoven. Selekéni metody, tzv. displeje, jsou zaloZeny na pfimém
spojeni mezi molekulou proteinu a jeji DNA sekvenci. DNA sekvence dané proteinové varianty

umoziuje urcit, ktera aminokyselinova ziména zptsobila pozorovany fenotyp (Neylon, 2004).

Vysoce komplexni kombinatoridlni knihovny proteinovych variant se vytvateji z vybranych
struktur malych proteinovych domén, scaffoldt. Pozice aminokyselin v polypeptidovém fetézci
proteinu vhodné k randomizaci se urcuji pomoci analyzy in silico, ktera na principu vypoctu
volné energie nahrazuje kazdy analyzovany aminokyselinovy zbytek v sekvenci scaffoldu za
alanin (tzv. alanine scanning) nebo jinou zvolenou aminokyselinu. Tato metoda umoznuje
lokalizovat pozice zajiSt'ujici stabilitu proteinu a pozice, které mohou byt randomizovany, aniz

by doSlo k naruseni celkové topologie molekuly. Timto postupem se také ur¢i maximalné



ptipustny pocet vyménitelnych aminokyselinovych pozic, a tim i celkova teoreticka komplexita

vzniklé knihovny (Weiss et al., 2000).

Randomizovand knihovna mutantni klonti je vytvofena syntézou genu de novo a jeho
amplifikaci pomoci PCR. Alternativni nukleotidy jsou zabudovavany do specifickych pozic v
DNA sekvenci v pribéhu syntézy genu. Vysledkem je velké mnozstvi dvouretézcovych DNA
molekul, znichz kazda ptredstavuje odliSnou variantu pivodniho genu. Smés sekvenci

ptedstavuje DNA knihovnu dan¢ho proteinu (Wang et al., 2006).

2.1 Metody randomizace

Nejprve je vytvoiena pocatecni knihovna tvotfena Sirokym spektrem rtiznych variant sekvenci
nukleovych kyselin odpovidajicich konkrétnimu proteinu. Protein kédujici DNA knihovna
riznych variant miZe byt konstruovana na zékladé vytvofeni diverzity mezi jednotlivymi
sekvencemi pomoci bodovych mutaci, inzerci a deleci. Tyto mutace mohou byt zplisobeny
nahodné v ramci celého genu (nejcastéji ptisobenim chemickych a fyzikalnich mutagenti) nebo
dochazi k randomizaci na specifickych pozicich v sekvenci genu. Na zaklad¢ téchto metod
vznikaji smési DNA molekul. K dosazeni diverzity mezi DNA molekulami tvoticimi knihovnu
neni vzdy nutno vytvaiet nové protein kédujici sekvence, ale mizeme pouzit kombinace jiz
existujicich sekvenci. Nasledn¢€ jsou v kazdém selekénim kole konstruovany dalsi knihovny v

zéavislosti na vybrané technologii (Neylon, 2004).
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Obrazek 2 (upraveno) — Prehled metod randomizace DNA sekvenci. 1. Metoda nahodné mutageneze probiha
v ramci celého genu. 2. Rizend metoda umoZije randomizovat konkrétni pozice. 3. U rekombinantni metody
dochazi k randomizaci nejen pusobenim nahodnych mutaci, ale i rekombinaci s jinou DNA sekvenci (Neylon,
2004).



2.2 Ribozomalni displej

Syntetické DNA knihovny uchovavaji informaci o sekven¢ni diverzité¢ konkrétniho proteinu.
Pro ziskani této informace je potieba knihovnu vpravit do bakteridlnich nebo eukaryotickych
bunék tak, aby mohlo dochazet k jejich replikaci a amplifikaci. Nasledné lze z hostitelskych
bunék izolovat slibné proteinové varianty se specifitami vii¢i pozadovanym ciliim. Tato metoda
vyzaduje opakovani procesu in vitro diverzifikace a in vivo skrininku. Ribozomalni disple;j
predstavuje idedlni metodu pro fizenou evoluci proteini skrze velké mnozstvi generaci bez
nutnosti provadet slozity proces prechodu mezi in vitro a in vivo systémem. V piipadé
ribozomalniho displeje je replikace 1 amplifikace provadéna pomoci polymerazoveé reakce PCR
in vitro. Molekula proteinu se dokéaze spravné sbalit do své nativni struktury az poté, co je
kompletné nasyntetizovana. Translace tudiz musi dosdhnout az samotného konce mRNA
molekuly. mRNA sekvence u ribozomdlniho displeje postradaji stop kodony. Diky tomu
vznikaji ternarni komplexy (mRNA-protein-ribozom) tvofené mRNA nekovalentné spojenou
se spravné sbalenym proteinem skrze ribozom. Nativni DNA knihovna sekvenci daného
proteinu je amplifikovana pomoci PCR a transkribovdna do RNA. Po nasledné purifikaci je
vznikla mRNA translatovana in vitro, translace je zastavena ochlazenim systému na ledu a
zvysenim koncentrace Mg?" dochazi ke stabilizaci ribozomalniho komplexu. Cilova molekula
proteinu je imobilizovana a vyuzita pro selekci pozitivnich ribozomalnich komplext specificky
vazicich svij ligand, ostatni komplexy ribozomil jsou odmyty. Ribozomalni komplexy mohou
byt eluovany spolu s ligandy, piipadné v disociované¢ formé¢ s vyuzitim EDTA. RNA
pozitivnich klonl je izolovana, transkribovana do ¢cDNA metodou reverzni transkripce a
amplifikovana s vyuzitim PCR. Ziskand DNA mutze byt pouzita pro dalsi kolo ribozomalniho
displeje, ptipadné¢ analyzovana klonovanim a sekvenaci, nebo metodou ELISA (Hanes and

Pluckthun, 1997).
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Obrazek 3 — Schématické znazorneni ribozomalniho displeje.

1. DNA knihovna sekvenci proteinu je transkribovana do mRNA. 2. Translace na ribozomu je po nasyntetizovani
kompletniho proteinu zastavena ochlazenim na ledu a vznika ribozomalni komplex mRNA, ribozomu a spravné
sbaleného proteinu stabilizovany pridanim Mg’*. 3. Imobilizovana cilova molekula je vyuzita k selekci pozitivnich
vazebnych variant. Nespecifické komplexy jsou odymyty. 4a. Ribozomalni komplexy jsou eluovany spolecné
s cilovymi molekulami. 4b. Ribozomalni komplexy jsou disociovany pomoci EDTA a eluovany. 5. mRNA
pozitivnich vazebnych molekul je izolovana. 6. Reverzni transkripci mRNA je ziskdana cDNA kolekce sekvenci,
ktera miize byt nasledné analyzovana pomoci klonovani a sekvenace, ¢i ELISA, nebo miize byt pouzita k dalsimu
kolu ribozomalniho displeje (Hanes and Pluckthun, 1997).

2.3 mRNA displej

Rizena evoluce proteintl vyZzaduje pro dalsi analyzu po translaci moznost ziskat molekuly spolu
s jejich DNA sekvencemi. V ptipad¢ selekéni metody mRNA displeje byl vytvoien jednoduchy
systém zajiStujici stabilni kovalentni spojeni proteinu ¢i peptidu s vlastni mRNA. RNA
molekula nema v tomto ptipad€ jen medidtorovou funkci, ale ptedstavuje chimérni strukturu,
ktera zarovenn funguje jako adaptorovd molekula. Na konci translace proteinu ¢i peptidu
adaptorova molekula vstoupi do ribozomu (na jeho A misto) a dochazi k vytvoteni kovalentni
vazby mezi mRNA a proteinem. K vytvoteni takové chimérni struktury se pouzivd mRNA, na
jejimz 3’konci se nachazi puromycin. Puromycin je antibiotikum mimikujici aminoacylovy
konec tRNA, v ramci peptidyl transferdzové aktivity ribozomu se vaze na nascentni peptid a
funguje jako inhibitor translace. Produktem translace je tedy fizni molekula, vysoce stabilni
selekéni Castice, vyuzitelnd pfi in vitro selekci probihajici v podminkach, které nejsou vhodné

pro ribozomalni disple;.



Vyhodou této metody je, ze na rozdil od naptiklad fagového displeje zavislého na procesech
provadénych in vivo, transkripce i translace probihaji zcela in vitro. In vitro metody, jako je
pravé mRNA nebo ribozomalni displej, maji potencidl vytvaret komplexnéjsi DNA knihovny

(Roberts and Szostak, 1997).

I prestoze ma mRNA displej Siroky potencial vyuziti v proteinovém inzenyrstvi a poskytuje
vysoce komplexni knihovny (&itajici na 10'* ¢lenti), je pro svou technickou naro¢nost malo
dostupnou metodou. Zjednoduseni této technologie bylo docileno na zékladé¢ né€kolika
modifikaci (viz Obrazek 4). Clenové DNA knihovny pro mRNA displej jsou vytvofeni
syntézou de novo a amplifikaci pomoci PCR. Po transkripci a purifikaci je mRNA pomoci DNA
ligazy spojena s DNA linkerem obsahujicim na svém 3 ’konci puromycin. Po translaci proteinu
nasleduje selek¢ni proces. Nékteré varianty proteinti se vazi na vybrané imobilizované cilové
molekuly. Selektované proteiny jsou skrze svou mRNA sekvenci reverzni transkripci
pievedeny do sekvence cDNA a amplifikovany pomoci PCR reakce. ZjednoduSeny protokol
pro mRNA displej umoZnuje provést jedno kolo selekce za dva dny, namisto piivodnich ¢tyt az
sedmi dni. Provedeni reverzni transkripce az po selekci brani polypeptidy pfed denaturaci

vysokou teplotou (Barendt et al., 2013).
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Obrazek 4 — Zjednoduseni standardniho protokolu pro mRNA displej. Modifikace jsou zndzornéeny cervené.

a) 5 'konec DNA konstruktu byl upravena tak, aby obsahoval T7 promotor a Shine-Dalgarno vazebnou oblast pro
ribozom (RBS). b) mRNA je namisto purifikace s vyuzitim zdlouhavé denaturacni PAGE metody purifikovana
pomoci chloridu lithného (LiCl). c) Purifikace komplexu mRNA-DNA-puromycin probiha pomoct ultrafiltrace
namisto PAGE purifikace. d) In vitro translace pomoci PURExpress ™ umoZituje ziskat knihovnu s vétsi diverzitou
a snizit nukledzovou a protedzovou aktivitu. e) Pouziti PURExpress ™ sniZuje nutnost provedeni purifikacniho
kroku. f) Reverzni transkripce selekcnich castic je provadena az po selekénim kroku. Zdarovern je mozné se vyhnout
dalsimu kroku purifikace a inkubace za vysoké teploty, kterda je nutna pro reverzni transkripci. Po reverzni
transkripci do ¢cDNA dochazi k amplifikaci ¢cDNA pomoci PCR reakce. Vznikla knihovna muze byt pouZita
k dalsimu kolu mRNA displeje (Barendt et al., 2013).

2.4 Kvasinkovy displej

Kvasinkovy displej (YSD, z angl. Yeast surface display) pfedstavuje technologii, jejiz vyznam
spociva v produkci peptidit nebo proteinil a jejich vystaveni na bunééném povrchu kvasinek,
jako je napiiklad Saccharomyces cerevisiae (Andreu and Del Olmo, 2017). Kvasinky jsou
jednobunééné eukaryotické organismy, které Ize snadno péstovat, a jejichz proteinova sekre¢ni
draha je podobna sekre¢ni draze u sav¢ich bunék (Boder and Wittrup, 1997). Vnéjsi vrstva
bunécné stény je tvofena prevazné proteiny, z nichZ nékteré jsou navazany kovalentni vazbou
pies glykosylfosfatidylinositol (GPI) vytvarejici hydrofobni membranovou kotvu. Vytvofeni
fuzni molekuly genetickym spojenim DNA sekvence pozadovaného proteinu/peptidu s DNA
sekvenci pro protein ukotveny v bunééné sténé kvasinky umoznuje vystavit dany protein/peptid
na povrchu buiky. Kotvici protein navic obvykle obsahuje epitop usnadiujici detekci
poZadované castice. I ve formé fiizni molekuly si vystaveny protein zachovava své vlastnosti,

jako je naptiklad schopnost vytvéret interakce s dalSimi proteiny ¢i molekulami. Exprese



proteinu na eukaryotickém bunééném povrchu muize byt detekovana pomoci fluorescencni
mikroskopie nebo FACS umoziujici analyzovat vlastnosti vazebné molekuly bez nutnosti
produkce solubilniho proteinu a jeho purifikace (Andreu and Del Olmo, 2017). Vyhodou
kvasinkového displeje je moznost produkce savcich proteind, které pro svou spravnou funkci a
aktivitu vyzaduji specifické posttranslacni upravy v endoplasmatickém retikulu. Mezi takové
proteiny patii naptiklad protilatky, receptorové proteiny nebo cytokiny (Boder and Wittrup,
1997).

2.5 Fagovy displej

Technologie fagového displeje spociva v expresi cizich peptidli nebo proteinti tvoficich soucast
rekombinantnich proteint vystavovanych na povrchu faga. Gen kddujici konkrétni cizi protein
je vlozen do fagového genu pro protein vyskytujici se jako soucast fagové kapsidy. Vysledkem
je produkce ciziho proteinu a jeho vystaveni na povrchu faga (Smith, 1985). Vzhledem k tomu,
ze kapsida tvotena proteiny a jejich kodujici sekvence jsou soucasti faga, dochazi k pfimému
spojeni proteinu s jeho DNA sekvenci. Pokud je randomizovand DNA knihovna proteinu
vloZena do fagovych c¢astic tak, aby kazdy fag obsahoval presné jednu DNA sekvenci proteinu,
vznikd fagova peptidova, nebo proteinova knihovna obsahujici Siroké spektrumriznych variant
daného proteinu. Fagové ¢astice mohou byt testovany pro svou schopnost vazat vybrané cilové
molekuly. Selekce pozitivnich fagovych cCastic, a tudiz pozitivnich variant daného vazebného
proteinu vystaveného na povrchu faga probiha in vitro. Nejprve je cilova molekula
imobilizovana na pevny povrch a k ni je piidana fagova knihovna. Castice bakteriofagti schopné
vazat cilovou molekulu zGstanou pfipojeny k povrchu, ostatni ¢astice jsou odstranény. Po eluci
nasleduje infekce bun€k E. coli navazanymi bakteriofagy a vznika knihovna variant proteinu.
Tato knihovna mutze byt pouzita k dalSimu kolu selekce, nebo k analyze jednotlivych klont.
Fagovy displej je tedy provadén v podminkach in vitro a in vivo. Mezi nej€astéji pouzivané
fagové Castice patii A fag, T4 a T7 fag, M13 a filament6zni bakteriofdg (Kuzmicheva and
Belyavskaya, 2016).
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Obrazek 5 (upraveno) - Schéma afinitni selekce bakteriofagii vazajicich se na imobilizované cilové molekuly
(Kuzmicheva and Belyavskaya, 2016).

2.6 Bakterialni disple;j

Bakteridlni displej piredstavuje in vitro technologii fizené evoluce molekul. Metoda
zjednodusSuje a urychluje proces selekce malych vazebnych proteinii z kombinatorialnich
knihoven. Jeji princip spociva ve vystavovani proteini na povrchu bakterialni bunky, jako je
napt. E. coli. Randomizované varianty polypeptidu vystavené na povrchu bakteridlnich bunék
predstavuji knihovnu, ktera mtze byt pouzita k selekci konkrétnich klonti. Protein musi pii
cest¢ zbunky na bakteridlni povrch ptekonat plazmatickou membranu, v pfipadé
Gramnegativni bakterie navic 1 Siroky periplasmaticky prostor. Vystavovany protein je
exprimovan a zakotven v membrané bunky ve formé fizni molekuly s jinym povrchovym
proteinem bakterie a je spojen se svou kodujici DNA sekvenci uvnitt buiiky. Pti selekci variant
vazebnych proteinil se pozitivni bakteridlni klony vazi na vybranou cilovou molekulu, zatimco
ostatni varianty jsou odstranény. Navazané klony jsou izolovany a ziskané DNA sekvence
predstavuji knihovnu, kterd mize byt opét vloZzena do bun€k E. coli a produkované proteiny
pouzity k dalSimu kolu selekce, tentokrdt za pfisn¢jSich podminek. Selekce pomoci
bakteridlniho displeje miize probihat spolu s MACS (z angl. Magnetic-activated cell sorting) a
FACS (z angl. Fluorescence-activated cell sorting) metodami zajiStujicimi rychlejsi a presnéjsi
selekci vazebnych a odstranéni negativnich klonti. Izolované vazebné molekuly vykazuji

vysokou afinitu k akceptorovym molekuldm (Christmann et al., 1999).



3 Albumin vazebna doména (ABD)

3.1 Charakteristika

Albumin vazebna doména (ABD) je mald proteinovd doména tvofend strukturou tii
levotocivych a-helixt. Je velmi stabilni v Sirokém spektru pH a teplot (Johansson et al., 1995).
Spolu s dalsimi proteinovymi doménami, které se vyznacuji specifitami vici riznym sérovym
proteiniim, se vyskytuje jako soucdast proteinti na povrchu Grampozitivnich bakterii, umoziuje
vazat sérovy albumin a ma vyznam pro bakteridlni patogenezi. Bakterialni druhy nesouci na
svém povrchu albumin vazebnou doménu jsou oportunistickymi patogeny a obvykle Ziji jako
soucast ptirozené lidské bakteridlni flory. Vazbou sérovych proteint na specifické domény
bakterialniho povrchu dochazi k maskovani bakterie, coZ ji umoziuje unik pfed imunitnim

systémem (Nilvebrant and Hober, 2013) urychluje jeji riist a zvySuje virulenci (de Chateau

et al., 1996).

Obrazek 6 (upraveno) Struktura (pdb id 1gjt) ABD scaffoldu. Cervené tycky predstavuji 11 aminokyselinovych
pozic urcenych k randomizaci (Krizova et al., 2017).

Streptokokovy protein G, sérologické skupiny C a G, o molekulové hmotnosti 63 kDa
pfedstavuje I1gG vazebny receptor. Testovanim zkraceného rekombinantniho proteinu G o
hmotnosti 23 kDa bylo zjiSténo, Ze protein G je bifunkénim receptorem, protoze kromé vazby
IgG umoznuje vazat lidsky sérovy albumin (HSA). Na zékladé produkce riznych casti
receptoru v E. coli a nasledné afinitni chromatografie na Sefardze bylo zjisténo, Ze vazebna
oblast pro HSA je tvofena 64 aminokyselinovymi zbytky a je strukturné odlisné od IgG vazebné

¢asti molekuly (Nygren et al., 1988).
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Neékteré bakterialni kmeny Peptostreptococcus magnus (od roku 1999 znamé jako Finegoldia
magna (Murdoch and Shah, 1999)), vyskytujici se jako lidSti anaerobni komenzalové nebo
patogenni organismy, maji na svém povrchu albumin vazebny protein zvany PAB o délce 387
aminokyselin. Jin¢ druhy P. magnus exprimuji na svém povrchu protein L, ktery vaze lehky
fetézec imunoglobulind. Oblast proteinu G se specifitou vii¢i HSA o délce 135 part bazi je
sekvencné podobna s HSA vazebnou oblasti PAB. HSA vazebna oblast byla identifikovana
jako soucast povrchovych proteinti mnoha bakterialnich druhti. Analyzou genu pro GA modul
(albumin vazebna oblast PAB proteinu podobnd HSA vazebné oblasti proteinu G) bylo zjiSténo,
ze albumin vazebna doména je ptivodné odvozena od HSA vazebné oblasti proteinu G a je
produktem mezidruhové rekombinace, kdy doSlo ktomu, Ze do sekvence
peptostreptokokového povrchového proteinu byla vnesena genova sekvence funkéni vazebné

domény pro albumin skrze konjugacni plazmid (de Chateau and Bjorck, 1994).

3.2 ABD jako scaffold

3.2.1 Vazebné molekuly proti lidskému interferonu gama (hIFNy)

ABD doména proteinu G bakterie Streptococcus G148 (SpG), neboli GA modul, o délce 46
aminokyselin mize byt vyuzita v proteinovém inzenyrstvi k modifikacim umoziujicim vazbu
jinych ligandt nez HSA. Struktura ABD byla podrobena pocitacové analyze, na jejimz zéklade
byly in silico ureny pozice aminokyselin vhodnych pro randomizaci tak, aby pfi nasobnych
substitucich nedoslo k naruSeni celkové struktury a stability domény a byla omezena specifita
ABD pro HSA. 11 aminokyselinovych zbytka bylo urceno k randomizaci a nasledné¢ byla
vytvofena ABD kombinatoridlni knihovna o teoretické komplexité 2 . 10'* variant proteint.
Jako cilova molekula ABD scaffoldu byl pouzit lidsky interferon gama (hIFNy), prozanétlivy
cytokin. S vyuzitim in vitro ribozomalniho displeje byly identifikovany pozitivni klony, jejichz
vazebné schopnosti byly nasledné analyzovany pomoci ELISA a dosaZené afinity se
pohybovaly vrozmezi 0,2 — 10 nM (Ahmad et al., 2012). Vyhodou uvedené¢ho navrhu
kombinatorialni knihovny je rozruSeni T a B bunécnych epitopl nesenych piirozenou ABD

doménou (Krizova et al., 2017).

3.2.2  Tvorba bispecifickych ABD molekul
Randomizaci 11 aminokyselinovych zbytkil ve struktufe ABD byly vytvotfeny i nové vazebné
proteiny s dualnimi afinitami, a to tak, Ze randomizace prob¢hla na opacné strané¢ molekuly nez

ve vazebné oblasti pro HSA. S vyuzitim metody fagového displeje byly z vytvorené knihovny
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klona selektovany bispecifické varianty s afinitami vi¢i HSA a Z, doméné A, tzv. ABDz1

vazebné molekuly (Alm et al., 2010).

Diverzifikaci ve struktufe trojhelikdlni domény mimo albumin vazebnou oblast byla
generovana knihovna variant klontl, z niz byly in vitro metodou fAgového displeje selektovany
klony pozitivni vi¢i nové cilové molekule, tumor nekrotizujicimu faktoru (TNF-a). Tyto
jednodoménové vazebné struktury predstavuji velmi malé bispecifické molekuly zachovavajici
si specifitu viici HSA. OvSem varianty schopné vazat TNF-a s nejvyssi detekovanou afinitou
vykazovaly snizenou schopnost vazat albumin. Ke zvySeni afinity byla na zékladé sekvenci
ziskanych selekei pozitivnich klont vytvofena knihovna druhé generace, z niz byly metodou
stafylokokového displeje v kombinaci s prutokovou cytometrii (FACS), umoziujici
monitorovat vice parametrd najednou, izolovany vysoce specifické struktury vazici jak TNF-a,
tak albumin s vysokymi afinitami (pro TNF-a méné€ nez 5 nM a 40 nM pro HSA). Tato metoda
piedstavuje moznost vytvaret bispecifické vazebné struktury s vysokymi afinitami vii¢i mnoha
cilovym molekulam, které mimo jiné velmi dobte prostupuji tkdnémi a diky vazbé¢ na albumin

vynikaji in vivo dlouhym polo€asem Zivota (Nilvebrant et al., 2011).

Dalsi z cilovych struktur bispecifické ABD molekuly je napiiklad receptor pro epidermalni
rustovy faktor 3 (ErbB3) vyskytujici se v nddorovych tkénich. Bispecificka molekula ABD,
vynikajici svou vysokou termostabilitou a afinitou k ErbB3 v nanomolarni oblasti, ma potencial

blokovat vazbu Neuregulinu-1, ptirozeného ligandu receptoru, a tudiz branit proliferaci nadoru

(Nilvebrant et al., 2013).

3.2.3 Vazebné proteiny cilené¢ na molekuly IL-23R a IL-23

IL-23R neboli receptor pro lidsky interleukin 23, prozéanétlivy cytokin produkovany
dendritickymi bunkami, hraje dilezitou roli v bunééné signalizaci. Molekula 1L-23 sestava
z podjednotek pl9 a p40, pomoci kterych interaguje s prisluSnymi receptory na povrchu
lymfocytt (p19 interaguje s IL-23R) a spousti signalni kaskadu vedouci k sekreci zanétlivych
modulatortt uplatiujicich se v tadé autoimunitnich onemocnéni, jako je psoridza nebo

Crohnova nemoc (Oppmann et al., 2000).

Nové vazebné molekuly schopné blokovat interakce mezi IL-23 p19 podjednotkami a jejich

receptory predstavuji potencidlni prosttedky k terapii nékterych autoimunitnich onemocnéni.
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K selekci specifickych vazebnych variant z vysoce komplexni ABD kombinatorialni knihovny
byl sestaven rekombinantni protein odvozeny od extracelularni domény IL-23R, ktery byl
nasledné produkovéan a purifikovan z E. coli a pouzit k selekci pozitivnich variant klont
a ELISA stanoveni vazebnych schopnosti izolovanych proteind. Vybrané vysoce afinni
varianty vici IL-23R byly nazvany REX proteiny. Ke studiu interakci mezi IL-23 a IL-23R
byla vytvofena rekombinantni varianta podjednotky p19. REX proteiny inhibuji interakce mezi
IL-23R a pl9 podjednotkou IL-23 cytokinu a piedstavuji slibné receptorové antagonisty

schopné regulovat funkce imunitniho systému ex vivo (Kuchar et al., 2014).

Na zéklad¢ této studie byly ndsledné produkovéany ILP vazebné molekuly odvozené od ABD
scaffoldu ptedstavujici proteiny cilené na a podjednotku (p19) lidského cytokinu IL-23 schopné
inhibovat interakce mezi p19 proteinem (IL-23) a IL-23R receptorem a branit ex vivo expanzi
primarnich lidskych T bunék produkujicich IL-17. ILP byly selektovany z vysoce komplexni
ABD knihovny ¢&itajici na 10' klonfi, vytvofené randomizaci 11 aminokyselin, metodou
ribozomalniho displeje. Jako cilova molekula byla vytvofena rekombinantni fizni varianta p19
podjednotky o velikosti 69 kDa, produkovana v E. coli a purifikovana. 1zolované ILP vysoce
afinni varianty postradaji funkci vazat HSA, kvili randomizaci ur¢itych aminokyselinovych
zbytkli, ovSem vykazuji vysokou specifitu pro IL-23, blokuji vazbu p19 na IL-23R a mohou
slouzit jako specifické imunomodulatory. Diky svym unikatnim vlastnostem, jako je mala
velikost a schopnost opétovné se samovoln¢ skladat, maji potencial vytvaiet 1éCiva prostupujici

ktzi vyuzitelné naptiklad k 1é¢bé psoriazy (Krizova et al., 2017).

Obrazek 7 (upraveno) Krystalova struktura lidského IL-23 (pdb id 3duh) slozena z proteinu p19 (Cervend, o-
podjednotka) vazaného na protein p40 (oranzova, f-podjednotka) (Krizova et al., 2017).
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Od ABD domény lze odvodit vysoce specifické vazebné varianty vyuzitelné jako kotvici
proteiny pro nové diagnostické nastroje, napiiklad mikrogipy nebo ELISA soupravy (Sipova et
al., 2012). Dalsim piikladem mohou byt PAB proteiny rozpoznavajici a vazajici PSP94 protein
(prostaticky sekretoricky protein 94), biomarker rakoviny prostaty, které mohou slouzit k

diagnostice a detekci karcinomu prostaty u muzi (Mareckova et al., 2015).

4 Affibody molekuly

4.1 Charakteristika

Receptor nachazejici se na bakterialnim povrchu, stafylokokovy protein A (SPA), je tvofen
repetitivni strukturou slozenou z pétkrat se opakujici domény o 58 aminokyselinach, kterd se
ucastni vazby IgG, a dvanactkrat se opakujici domény o 8 aminokyselinach zodpovédné
pravdépodobné za vazbu receptoru k bunécné sténé bakterie Staphylococcus aureus (Uhlen et
al., 1984). B doména tvoiend 58 aminokyselinami neobsahuje cysteiny, jeji struktura tedy neni
zavisla na tvorbé disulfidickych mustkii a miZe byt pii produkci vystavena redukénim
podminkdm. Doména je vysoce solubilni, proteolyticky a teplotné stabilni (Nord et al., 1997)
a patfi mezi jedny z nejrychleji se skladajicich proteinovych struktur (Arora et al., 2004).
Analogem B domény je Z doména vytvofena mutacemi ke zvySeni chemické stability molekuly
(Nilsson et al., 1987). Z doména je zaloZena na struktute tfi a-helixti a je schopna tolerovat
nasobné substituce aminokyselin v oblastech Gc¢astnicich se vazby ligandu. Kombinatoridlni
knihovny affibody molekul byly konstruovany na zéklad¢ randomizace 13 aminokyselinovych
zbytkl lokalizovanych na dvou ze tfi a-helixi zodpovédnych za vazbu Fc fragmentu protilatek

(Nord et al., 1997).

Obrazek 8 (upraveno) — Struktura affibody molekuly (PDB: 2B88). Variabilni oblast vyznacena cervenou barvou,
strukturadlni oblast vyznacena Sedou barvou (Stern et al., 2013).
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4.2 Chemicka syntéza

Jednou z moznosti vedoucich k produkci troj-helikdInich vazebnych molekul je vyuziti metody
chemické syntézy, pifi které vznikaji fluorescencné znacené Z domény Siroce vyuZzitelné
naptiklad v imunologii ¢i biochemickém vyzkumu. Molekula si zachovava svou vazebnou
specifitu a dochazi ke spravnému sbaleni proteinu. Fluorescencné znacenou affibody molekulu
Ize biotinylovat a nésledné ji, diky interakci mezi streptavidinem a biotinem, imobilizovat na
povrch Cipu potazeného streptavidinem bez ztraty aktivity. Vyhodou je moznost vytvoieni
fluorescencné znaCené vazebné domény slouZici 1 jako biosenzor pii detekei imunoglobulinti

IgG a IgA (Engfeldt et al., 2005).

4.3 Optické zobrazovaci metody

Affibody molekuly nachdzeji vyuziti 1 pfi in vivo optickych zobrazovacich metodach. Tato
metoda umoziuje studovat stejné znacenou sondu in vivo 1 in vitro pomoci mikroskopie a
prutokové cytometrie. Piikladem mize byt NIR fluorescence. Z doména specificky vazajici
EGFR a fluorogen aktiva¢ni protein (FAP) spole¢né tvoii tumor vazebnou sondu affiFAP, ktera
reverzibilné vaze a aktivuje fluorescenci jinak nefluorescen¢nich barviv a umoziuje vizualizaci
nadorové tkané. Vyhodou této techniky je vysoky kontrast, rychlé odbouravani vazebné

molekuly a dobré prostupnost tkani (Wang et al., 2017).

4.4 Syntéza a vyuziti

Affibody proteiny, které vazi urCitou cilovou molekulu, 1ze ziskat s vyuzitim riznych metod.
Jednou z nich je metoda fagového displeje, kterou byly vytvoieny molekuly schopné vazat IgA
s vysokou afinitou (Cao et al., 2012), nebo CD28 specifické vazebné proteiny (Sandstrom et
al., 2003). Dale vyuziti ribozomalniho displeje vedlo k selekci vazebnych molekul pro mysi
IgG Fab. Afinni molekuly schopné rozpoznavat a vazat protilatky jsou hojné vyuzivany v
imunologii pfi afinitni purifikaci imunoglobulinli a k jejich detekci (Grimm et al., 2011).
V proteinovém inzenyrstvi se vyuziva i stafylokokovy displej, s jehoz pomoci byly ziskany
dimerni A beta specifické vazebné molekuly (Lindberg et al., 2013). Mezi dalsi cile affibody
molekul patii naptiklad gp120 (Wikman et al., 2006) a transferin (Gronwall et al., 2007).
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Aftibody molekuly proti HER2 receptorim slouzi k detekci a vizualizaci nadora s vyuzitim
malych radioaktivné znacenych vazebnych proteint zajistujicich vysoky kontrast zobrazované
tkan¢ (Orlova et al., 2006). Nadorové buiiky exprimuji na svém povrchu EGFR a HER2
receptory rozpoznavané bispecifickymi affibody molekulami, coz umoziuje zvyseni vazebné

specifity téchto proteinti (Friedman et al., 2009).

5 DARPin molekuly

5.1 Charakteristika

Proteiny sloZené z repetitivnich sekvenci se v pfirod¢ uplatiuji v fad€ interakci mezi proteiny
a jsou zakladem mnoha biologickych procest. Jejich stavba zaloZzend na opakujicich se
homolognich strukturnich podjednotkach (tzv. modularni struktura) tvoficich proteinovou
doménu umoznuje adaptaci jejich velikosti, zvySuje variabilitu, nejen na zédkladé bodovych
mutaci, ale 1 inzerci ¢i deleci opakujicich se podjednotek. Struktura repetitivnich proteinii mize
byt upravovana k zajisténi specifickych funkci, aniz by doSlo k naruseni celkové topologie
molekuly. Mezi proteiny s moduldrni strukturou patii tzv. AR proteiny, jejichz stavba je
zalozZena na opakujicim se ankyrinovém motivu (Binz et al., 2004). AR repetitivni proteiny se
vyskytuji napti¢ vSemi kmeny (Bork, 1993), sestavaji z podjednotek o 33 aminokyselinach,
které tvoti B-otoCku, po niz nasleduji dva antiparalelni a-helixy a smycka navazujici na B-
otocku nasledujici podjednotky. Vazebny povrch AR proteini se nachazi v oblasti B-otocky a

prvniho a-helixu (Binz et al., 2004).

Obrazek 9 (upraveno) — Nahore: Struktura DARPin molekul je tvorena N-terminalni AR (zelena), riiznym poctem
ankyrinovych opakovani uprostred (tmavé modra) a pripojenim C-terminalni AR (svétle modra).
Randomizovatelné postranni retézce jsou zndzorneny cervene. Zndzorneni tvorby DARPin knihovny na urovni
proteinti je pouze schématicke, vytvareni knihovny probiha ve skutecnosti na urovni DNA. Dole: Priklad struktury
DARPin molekuly skladajici se ze tii AR modulii. Konkrétne se jednd o MBP vazebny protein zvany off7 (Binz et
al., 2004).
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5.2 DARPiny jako scaffold

AR molekuly predstavuji idedlni scaffold pro tvorbu alternativnich vazebnych proteini diky
své variabilni struktufe. S pouzitim rizného poctu podjednotek a randomizaci 6 aminokyselin
ve vazebné oblasti molekuly (oblast B-ohybu a prvniho o-helixu) a 27 aminokyselin ve
struktufe proteinu mimo interakéni oblast byly generovany kombinatoridlni knihovny klonti
zvané N2C a N3C (o dvou a tfech opakovanich) o teoretické komplexité 10'* individualnich
kloni riznych velikosti. Klony se vyznacovaly snadnou produkci ve velkém mnozstvi
v Escherichia coli jako solubilni a termodynamicky stabilni proteiny postradajici cysteiny.
S vyuzitim selekéni metody byly izolovany specifické varianty vii¢i cilovym molekuldam MBP
(vazebnému proteinu pro maltozu) a dvéma MAPK (eukaryotickym mitogenem aktivovanym
protein kindzdm). Vazebné proteiny cilené na molekuly MBP a MAPK (JNK2 vazebné
molekuly a p38 vazebné molekuly) byly selektovany z obou knihoven pomoci ribozomalniho
displeje a purifikované pozitivni varianty byly analyzovany pomoci ELISA s naméfenymi
afinitami v nanomolarnich oblastech. Krystalova struktura komplexu cilové a vazebné
molekuly potvrdila, Ze interakéni povrch se nachazi v mistech randomizovanych aminokyselin.
Ziskané AR proteiny jsou stabilnimi strukturami tvofenymi velkym mnoZstvim potencialnich
interak¢nich povrchil vyuzitelné v terapeutickych aplikacich jako alternativa k rekombinantnim

protilatkam (Binz et al., 2004).

5.3 Vyuziti

5.3.1 DARPiny vazajici molekuly VEGF-A

Z kombinatoridlni knihovny klonit DARPin molekul byly metodou ribozomalniho displeje
selektovany pozitivni varianty vi¢i VEGF-A. Vazebna schopnost jednotlivych izolovanych
kloni byla nasledn¢ testovana pomoci ELISA a varianty se silnym ELISA signidlem byly
produkovany v E. coli, purifikovany a opét analyzovany pomoci ELISA. Selektované varianty
vykazovaly afinity viici VEGF-A121 a VEGF-A165, ale postradaly schopnost vazat VEGF-C.
DARPiny proti VEGF-A, vazici svou cilovou molekulu s afinitami v pikomolarnich oblastech,
blokuji vazbu VEGF-A na receptor VEGFR-2 a potlacuji neovaskularizaci rohovky in vitro a
in vivo. DARPiny ptedstavuji proteinovy scaffold potencidlné vyuZzitelny k vyvoji novych léciv
inhibujicich angiogenezi spojenou s ocnim onemocnénim. MP0112/AGN-150998, DARPin
inhibujici VEGF-A, je zkouman v klinickych testech jako potencialni prostfedek k 1é¢bé vékem
podminéné makularni degenerace (AMD) a diabetického makularniho edému (DME) (Stahl et
al., 2013).
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5.3.2 DARPiny blokujici HGF a VEGF

VEGF a HGF faktory se vazbou na své receptory uplatiiuji v bunéénych signalizacich
spojenych s ristem nadoril, angiogenezi, invazivitou nadorovych bunék a tvorbou metastaz.
MPO0250 predstavuje trispecificky DARPin, ktery vaze a inhibuje aktivitu vaskularniho
endotelidlniho faktoru (VEGF) a rtstového faktoru hepatocytt (HGF) a zaroven vaze lidsky
sérovy albumin (HSA), ktery zvysSuje polocCas zivota molekuly a ma potencidl zvySovat
prostupnost molekuly nddorovou tkani. MP0250 je nyni ve fazi I klinického testovani (Rodon

et al., 2015).

5.3.3 DARPiny s aktivitou proti HER receptoru

In vitro selekci DARPin vazebnych variant se specifitami vici receptoru 2 pro epidermalni
rustovy faktor (HER2) byly metodou ribozomalniho displeje z kombinatoridlnich knihoven
DARPin molekul (N2C a N3C knihoven) izolovany pozitivni klony vazajici se na extracelularni
doménu HER2 in vitro v nddorovych bunikach a in situ v tkdnich karcinomu prsu. Analyzou
pomoci FACS bylo zjiSténo, Ze zkoumané pozitivni klony jsou navic schopny vazat HER2
extracelularni doménu in vivo. Selektované varianty jsou vysoce afinni, stabilni a specifické
viaci HER2 a mohou byt snadno produkovany v E. coli. Diky svym vlastnostem jsou vhodné
jako nastroje k diagnostickym aplikacim in vivo a in vitro, napiiklad ve form¢ faznich proteint,

a maji terapeuticky potencial (Zahnd et al., 2006).

Dalsi z variant DARPin molekul (MP0274) vaze receptor 2 pro lidsky epidermalni rastovy
faktor (HER2), onkogen, jehoz nadprodukce vede k transformaci bunék a nddorovému bujeni
(Hudziak et al., 1987). MP0274 inhibuje bunécnou signalizaci receptori HER2 a HER3,
blokuje HER2 homodimerizaci a HER3 heterodimerizaci, indukuje HER2 internalizaci do
buiiky a navozuje potlaceni nadorové tkané. Vazba na lidsky sérovy albumin umoziuje
prodlouzeni polocasu Zivota proteinu. Molekula pfedstavujici potencidlni 1é¢ebnou alternativu
u nadorovych bun€k exprimujicich HER2 se nyni nachazi ve fazi preklinického vyvoje

(MOLECULAR PARTNERS).
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6 Anticaliny (Affiliny)

6.1 Charakteristika

Anticaliny neboli Affiliny piedstavuji proteinové fragmenty odvozené od struktury lipokalinti.
Lipokaliny jsou malé¢ kompaktni monomerni proteiny, tvofeny jednim polypeptidovym
fetézcem (Beste et al., 1999), vyskytujici se v mnoha organismech, jejichz funkce spociva
v ukladani a transportu fyziologicky diilezitych biomolekularnich struktur, jako jsou vitaminy,
hormony a sekundarni metabolity (Vogt and Skerra, 2004). Jsou tvofeny B-barelem z osmi
antiparalelnich B-listi. Na jednom z koncii B-barelu se nachdzeji ¢tyfi smycky, které vytvaieji
vstup do vazebné kapsy pro ligand. Tyto Ctyfi smycky se zna¢né 1181 konformacemi a velikostmi
mezi jednotlivymi lipokaliny, coz jim umoziuje vazat Siroké spektrum ligadii (Beste et al.,

1999).

6.2 Selekce BBP vazebnych variant

Vazebna oblast lipokalinu z Pieris brassicae, bilin vazebného proteinu (BBP), byla ndhodné
mutovana s vyuzitim PCR. Pozice 16 aminokyselin ur¢enych k randomizaci byly vybrany tak,
aby byly schopny tolerovat malé i velké substituce na postrannim fetézci a na jejich zaklad¢
byla generoviana kombinatoridlni knihovna. Pomoci bakterialniho fagového displeje byly
selektovany BBP vazebné varianty s nanomolarnimi afinitami k prvnimu modelovému
haptenu fluoresceinu, ktery predstavuje chemicky odlisnou strukturu od BBP pfirozeného
ligandu biliverdinu IX,. Tyto malé receptorové proteiny schopné véazat odliSné hapteny
s vysokou afinitou byly nazvany Anticaliny. Nasledné byly vytvofeny Anticaliny se specifitami

pro dalsi ligandy (Beste et al., 1999).

6.3 Selekce hemoglobin vazebnych molekul
Lidské lipokaliny ptfedstavuji vhodné struktury pro selekci vazebnych molekul vyuZzitelnych
k terapeutickym aplikacim, protoze autologni proteiny maji nizkou imunogenicitu, tedy

schopnost vyvolat humoralni nebo buné¢nou imunitni odpovéd'.

Lidsky apolipoprotein D (ApoD) vaze Siroké spektrum malych ligandl v zavislosti na tom,
z jaké tkané pochazi. SlouZzi naptiklad k transportu arachidonové kyseliny a progesteronu (které
vaze s mikromolarnimi afinitami) v télnich tekutindch. ApoD byl vybran jako struktura vhodna

pro tvorbu kombinatoridlnich knihoven a selekci umélych vazebnych proteinti Anticalind.

19



Randomizaci 24 aminokyselin lokalizovanych v oblasti variabilnich smyc¢ek byly s vyuzitim
fagového displeje a skrininku kolonii izolovany varianty ApoD s afinitami k hemoglobinu,
ktery ptredstavuje biochemicky dobie prostudovanou modelovou cilovou molekulu. V ptipadé
bilin vazebného proteinu byly generovany molekuly s afinitami vii¢i hapteniim, tedy latkam o
nizké molekulové hmotnosti. Selektované vazebné molekuly proti hemoglobinu tedy
predstavuji prvni lipokaliny schopné rozpoznavat proteinovou strukturu (Vogt and Skerra,

2004).

loop 1

Obrazek 10 — 3D struktura apolipoproteinu D s vyznacenymi randomizovatelnymi pozicemi. Nahore: Zndzornéni
kapsy pro ligand. Dole: Pohled z boku. Struktura tvorici p-barel zndzornéna Sede. 4 smycky obsahuji 24
randomizovatelnych aminokyselinovych zbytkit znazornenych cerné a oznacenych cislem (Vogt and Skerra, 2004).

Anticaliny mohou byt produkovany v Escherichia coli jako vysoce stabilni molekuly. Fuzi s
enzymy, jako je naptiklad alkalicka fosfatdza, mohou byt vytvoteny fizni proteiny vyuzitelné
k diagnostickym aplikacim. Spojenim dvou Anticalinl, které rozpoznavaji odlisné ligandy

vznikaji bispecifické vazebné molekuly zvané Duocaliny (Schlehuber and Skerra, 2001).
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6.4 Vyuziti

6.4.1 Anticaliny cilené proti ED-B doméné onkofetalniho fibronektinu

Alternativni vazebné molekuly jsou vyuzivany k diagnostickym ucelim v histologickych a
zobrazovacich metodéach. Anticaliny N7A, N7E a N9B jsou charakteristické vysokou specifitou
a afinitou vi¢i ED-B domén¢ onkofetalniho fibronektinu. Rozpoznéavaji a vazi tuto strukturu
ve tkani primarniho glioblastomu, v perivaskularnich oblastech bohatych na fibronektin, které
souviseji s angiogenezi. S vyuzitim cytofluorometrie bylo zjisténo, ze Anticaliny vazi ED-B
nejen ve fixovanych vzorcich tkang, ale i v Zivych buiikach. Vazbou y-emitter'?*I byla pomoci
in vitro autoradiografie potvrzena specificka vazba ED-B vazebnych Anticalini k vzorkiim
tkdn¢ glioblastomu. Anticaliny nachazeji vyuziti v zobrazovacich metodach k detekci
primarniho glioblastomu a pfilehlych oblasti, kde dochazi k angiogenezi (Albrecht et al.,
2016).

6.4.2 Selekce Anticalinii s afinitami vi¢i PMSA (prostaticky specificky membranovy
antigen)
Dalsimi ze selektovanych Anticalinli jsou molekuly schopné vazat lidsky PMSA antigen
vyuzitelné v biomedicinskych aplikacich a in vivo zobrazovacich metodach. PMSA mitize
slouzit jako cilova molekula k detekci karcinomu prostaty, ptipadné i k detekci zhoubnych
nadort obecné. Z kombinatorialni knihovny zalozené na struktuie lidského lipokalinu 2 (Lcn
2) byly s vyuzitim fagového displeje a ELISA selektovany PMSA specifické varianty a
nasledn¢ produkovéany v Escherichia coli jako rozpustné proteiny. Ke zlepSeni vazebnych
schopnosti téchto molekul piispéla afinitni maturace, po které nasledovala selekce pomoci
fagového displeje a bakterialniho displeje za ptisnéjSich podminek. Vznikly tak struktury, které
vazi své cile s pikomolarnimi afinitami. Imunofluorescencni mikroskopie umoznila pozorovat
specificky zabarvené PMSA pozitivni nddorové bunécné linie a pritokova cytometrie potvrdila

schopnost Anticalintl detekovat PMSA v Zivych buiikédch (Barinka et al., 2016).

Déle byly izolovany naptiklad vysokoafinni Anticaliny specifické pro Amyloid beta (AB)
peptid, jehoz nadprodukce vede k ukladani v mozku, a ktery ptedstavuje biomolekuldrni cil pro
lécbu Alzheimerovy choroby (Rauth et al., 2016). Anticaliny se specifitami vii¢i receptoru pro
vaskularni endotelidlni rastovy faktor 3 (VEGFR-3) s afinitami v pikomolarni oblasti
predstavuji slibné struktury pro in vivo zobrazovani a detekci a terapii nadorové tkané. VEGF

receptory se uplatiiuji pfi angiogenezi a lymfangiogenezi a jsou dulezité pro rlst nadoru a
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tvorbu metastdz (Richter and Skerra, 2017). Vazebné molekuly Anticaliny nachdzeji dale
vyuziti v radioimunologickych terapeutickych metodach a in vivo zobrazovani (Eggenstein et

al., 2014).
6.5 Anticaliny v klinickych testech

PRS-050 (Angiocal) je novy uméle vytvofeny vazebny protein odvozeny od struktury
Anticalinu zaloZeném na lipokalinu nachazeném v lidskych slzdch. PRS-050 byl selektovan
metodou fagového displeje proti vaskularnimu endotelidlnimu ristovému faktoru A (VEGF-
A), ktery spolu se svym receptorem (VEGFR) hraje dalezitou roli v bunééné signalizaci
ubézné, ale i patologické angiogeneze podporujici vyzivu a rozristani nadorové tkané.
PEGylovany PRS-050 Anticalin, potencialni terapeutikum u pacienti se zhoubnymi nadory,
vaze VEGF-A s vysokou afinitou a ve fazi I klinickych testd byl dobie tolerovan

(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01141257) (Mross et al., 2013).

PRS-080 je Anticalin vazebny protein cileny na molekulu hepcidinu, negativni reguldtor
metabolismu Zeleza. PRS-080 odstranuje hepcidin a umoznuje mobilizaci zeleza uloZzeného
v bunkach. Protein nachézejici se ve fazi I klinickych testd ma potencidlni vyuziti jako

terapeutikum pro pacienty trpici anémii (Pharmaceuticals, 2015).

7 Adnectiny

7.1 Charakteristika

Desatd doména fibronektinu typu 3 (neboli '°FN3) je mald monomerni doména o 94
aminokyselinovych zbytcich, vyskytujici se v mnoha zvitecich proteinech ti€astnicich se vazby
ligandu. Je tvofena B-sendvicem (Main et al., 1992), strukturné¢ se podoba variabilnim
doménam protilatek. Na kazdém z koncl polypeptidového fetézce domény se nachazeji ti
smycky zvané BC, DE a FG, jejichZ pozice odpovidaji pozicim smy¢ek na VH doméné CDR1,
CDR2 a CDR3 zodpovédné za specifickou vazbu imunoglobulini ke svym cilovym
molekulam. BC, DE a FG jsou variabilni v rdmeci FN3 domén, coz jim umoZiuje tolerovat
uméle navozené zmeény v jejich sekvenci, aniz by doslo k velkému naruSeni struktury a stability
molekul (Parker et al., 2005). V piirodé se vyskytujici '°FN3 je velmi stabilni, neobsahuje

zadné cysteiny, tudiz zadné disulfidické miistky a mlize byt produkovana v Escherichia coli.
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Ptitomnost FN3 domén v lidském séru je vyhodou pro tvorbu proteinovych 1é¢iv, protoze

selektované varianty maji potencidl byt malo imunogenni (Koide et al., 1998).

Randomizaci CDR podobnych smyéek lidské '°FN3 domény byly vytvoteny kombinatoridlni
knihovny a selekei pomoci naptiklad fagového displeje (Koide et al., 1998), mRNA displeje
(Mamluk et al., 2010) nebo kvasinkového dvouhybridového displeje (Koide et al., 2002) byly

izolovany vazebné molekuly s afinitami vii¢i konkrétnim cilim.

7.2 1zolace FN3 mutantii vazicich nové ligandy

Jako jedny z prvnich byly selektovany varianty struktur véazicich ubiquitin, maly protein
ucastnici se degradacni drahy u eukaryot. V ptirode se vyskytujici FN3 ptitom nemaji zddnou
afinitu vi¢i ubiquitinu. Na z4kladé aminokyselinové struktury byl konstruovan gen pro '°FN3.
Randomizaci celkem 10 aminokyselinovych zbytkii v BC a FG smyckach a deleci 3 zbytkl
na FG smyéce byla vytvofena kombinatorialni knihovna zahrnujici 10% klond. Pomoci
fagového displeje byly selektovany vazebné varianty, mira afinity byla charakterizovana
s pouzitim fagové ELISA techniky. Nasledné byly vazebné proteiny exprimovany
v Escherichia coli a puritfikovany. [zolované varianty nevykazovaly vysokou specifitu a afinitu
vuci cilové molekule, ovSem podafilo se na FN3 strukturu aplikovat velké mnozstvi mutaci,
aniz by doslo k zdvaznému naruSeni stability a struktury domény, a byly spesné selektovany

FN3 mutanty s novymi vazebnymi funkcemi (Koide et al., 1998).

7.3 Adnectiny jako vazebné molekuly

7.3.1 Adnectiny cilené¢ na molekuly myostatinu

Myostatin (GDF-8) je protein fungujici jako negativni regulator ristu a diferenciace bunck
kosterniho svalstva. Byly selektovany vazebné molekuly s vysokymi afinitami vii¢i myostatinu
a GDF-11, konkrétné lidsky BMS-986089. K prodlouZeni polo¢asu Zivota BMS-986089 byla
vyuzita fize s Fc fragmentem protilatek. Tyto vazebné molekuly funguji jako inhibitory svych
cilovych molekul a brani jejich bunécné signalizaci, coz vede ke zvétSovani objemu svalové
hmoty a zvySovani té€lesné vahy. Adnectiny cilené na molekuly myostatinu jsou vyuZivany k
vyvoji terapeutik pro lé¢bu onemocnéni projevujicich se svalovou atrofii, jako je Duchennova
muskularni dystrofie (Jacobsen et al., 2016). BMS-986089 se nyni nachézi ve fazi klinického
testovani. (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02515669).
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7.3.2 Inhibitor VEGFR-2
VEGFR-2 je receptor pro vaskularni endotelialni ristovy faktor VEGF, jejichZ spolecné vazba
spousti signalni kaskadu regulujici vaskulogenezi, angiogenezi a lymfangiogenezi (Schiff et

al., 2015).

CT-322 ptedstavuje novou vazebnou molekulu vytvoienou na zaklad¢ struktury Adnectinu,
které ma funkci jako inhibitor receptoru pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor VEGFR-2.
Specifické vazebné varianty Adnectinu byly izolovany z kombinatoridlni knihovny pomoci
mRNA displeje a vykazovaly vysokou afinitu viici cilové molekule VEGFR-2 (Kp 11 nM),
zaroven nebyly schopny vazat dalsi z receptort VEGFR-1 a VEGFR-3 do koncentrace az 100
nM. K prodlouzeni polo¢asu zivota pozitivnich kloni byla vyuzita metoda PEGylace, vazba
polyethylenglykolu. CT-322 blokuje fosforylaci VEGFR-2 a MAP kinadzy zplsobenou vazbou
VEGEF v endotelidlnich buiikach lidské pupecni Zily (HUVECs). CT-322 umoznil inhibici ristu
nadort ve vzorcich tkané glioblastomu a karcinomu tlustého stiteva (Mamluk et al., 2010). 1
piestoze molekula vykazovala tolerovatelné vedlejsi i€inky a zna¢nou biologickou aktivitu,
terapeuticky ucinek CT-322 se ve fazi II klinického testovani ukazal byt mélo efektivni (Schiff
et al., 2015).

7.3.3 Dalsi priklady cilovych molekul Adnectinii

Dal$im z vyznamnych molekularnich cili v onkologii je receptor pro epidermalni rstovy
faktor (EGFR), ktery se diky vazb¢ epidermalniho rastového faktoru (EGF) na extracelularni
cast receptoru a nasledné fosforylaci ucastni regulace bunécnych procest, které mohou
podporovat rtst, proliferaci, invazi nadorovych bun¢k a tvorbu metastaz. Selekce vysoce
specifickych a afinnich variant Adnectinti vii¢i extracelularni oblasti EGFR umoziuje inhibovat
aktivitu receptoru, branit tak bunécné signalizaci a regulovat riist nddorové tkané (Iacob et al.,

2014).

Varianty Adnectini schopné vazat proprotein konvertazu subtilisin/kexin typu 9 (PCSK9), jejiz
inhibice vede ke snizovani LDL cholesterolu v plazmé, jsou vyznamnymi vazebnymi
molekulami. PCSK9 se podili na degradaci LDL receptoru a jeji inhibitory piedstavuji slibné
prostfedky pro 1é€bu kardiovaskularnich onemocnéni. Vazebnd varianta Adnectinu BMS-
962476 piedstavuje polypeptid o velikosti 11 kDa, PEGylovany ke zlepSeni jeho
farmakokinetickych vlastnosti. BMS-962476, potencidlni inhibitor PCSK9, snizuje hladinu
LDL a tidi metabolismus cholesterolu v jatrech (Mitchell et al., 2014). BMS-962476 byl
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testovan pro své inhibi¢ni ucinky ve fazi I klinického testovani (ClinicalTrials.gov Identifier:

NCT01587365).

8 Fynomery
8.1 Design lidské Fyn SH3 fagové knihovny a selekce ED-B vazebnych

proteinli
Fyn SH3 (Src homologicka oblast 3) doména pattici mezi Src tyrosin kinazy je velka 59 kDa a
jeji aminokyselinova sekvence je stejnd u lidi, mysi, krys a opic (gibonti). Je tvofena dvéma
antiparalelnimi B-listy se dvéma smyckami RT a n-Src, které umoznuji zprostfedkovavat
interakce s dal§imi proteiny. Fyn SH3 doména piedstavuje idedlni scaffold pro izolaci novych
vazebnych struktur z toho diivodu, zZe ji 1ze exprimovat v bakteriich jako rozpustny protein, je
monomerni, stabilni, neobsahuje Zadné cysteiny, tudiz netvoii disulfidické mustky. Dalsi
vyhodou je, Ze jak plivodni Fyn SH3, tak nov¢ izolované mutantni klony nevyvoldvaji imunitni
reakci, tedy nejsou imunogenni. Imunogenita je pfisné kontrolovana u vSech scaffold

potencialné vyuzitelnych k terapeutickym uceliim.

Prvni neimunoglobulinové vazebné proteiny (zvané D3 proteiny) odvozené od Fyn SH3
domény byly cileny na ED-B doménu fibronektinu, kterd predstavuje ptirozen¢ se vyskytujici
marker pro angiogenezi a vyskytuje se vyhradné ve tkani zhoubnych nadort ¢lovéka (Birchler
et al.,, 2003). PCR randomizaci aminokyselinovych pozic na RT a n-Src smyckach byla
vytvofena kombinatorialni knihovna, ktera ¢itala 1,2 . 10° Fyn SH3 mutantnich klont.. Kvalita
vytvofené knihovny, kterd zavisi nejen na biofyzikalnich vlastnostech vybraného proteinového
scaffoldu, ale 1 na velikosti dané knihovny, byla testovana pomoci PCR skrininku kolonii a
DNA sekvenace. K selekci pozitivnich klonti byl proveden fagovy displej. Izolované D3 klony
byly exprimovany jako monomery a homodimery vzniklé genetickou fuzi a nasledné
purifikovany. Biotinylovand doména ED-B byla zachycena na avidin, nebo na streptavidin na
povrchu Maxisorp desticky, a byly k ni ptfidany D3 dimery sestavené ze dvou fragment
pomoci PCR. K detekci vazby D3 proteini k ED-B doméné byla vyuZita metoda méfeni
aktivity HRP peroxidazy vazané na protilatku. Analyzou vazebnych vlastnosti ziskanych
proteinil byla naméfena disociaéni konstanta (Kp) pro monomerni D3 8,5 . 10® a pro dimerni
D3 4,5 . 10 varianty. Zatimco Fyn SH3 se v nadorovych tkanich neakumuluje, D3 dimery se

vazi na antigen ED-B a byly detekovany in vivo v nddorech u mysi (Grabulovski et al., 2007).
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8.2 Fynomery a cilové molekuly

Vazebné proteiny Fynomery odvozené od Fyn SH3 domény fibronektinu byly dale vyuzity ke
generovani novych vazebnych struktur vic¢i riiznym cilovym molekulam. Jednou z nich je
lidskéd chymaza, produkovana mastocyty, hrajici roli pfi alergickych reakcich. Selektované
Fynomery se vazi do jejiho aktivniho mista a navozuji inhibici enzymu, usnadnuji krystalizaci

a determinaci struktury molekuly (Schlatter et al., 2012).

Dalsi z cilovych molekul Fynomerti je HER2 receptor, vyskytujici se predev§im v rakovinnych
buiikdch u pacientll s karcinomem prsu, proti kterému byly vytvofeny bispecifické HER2
FynomAb fuzni proteiny vzniklé spojenim protilatky pertuzumab a 7 kDa velkého Fynomeru
C12 cileného na epitop nachéazejici se na doméné I proteinu HER2. Nejprve byly vytvoteny
¢tyfi FynomAbs piipojenim Fynomeru C12 na kazdy ze Etyt koncti protilatky. Tyto FynomAbs
proteiny byly nazvany COVA201, COVA202, COVA207 a COVA208. Molekula COVA208
vznikla ptipojenim Fynomeru C12 na N-konec lehkého fetézce protilatky vykazovala nejvyssi
ucinnost. COVA208 ma schopnost rychlé internalizace HER2 receptoru do buniky a spusténi
apoptozy in vitro. Redukci hladiny HER2, HER3 a EGFR v buiikach zarovei umoziuje inhibici
signalni kaskady spojené s HER2 receptorem in vitro a in vivo s vys§im u€inkem neZ samotné

protilatky pertuzumab nebo trastuzumab (Brack et al., 2014).

Fuzi s Fc fragmentem protilatek byly vytvofeny bivalentni Fynomery, konkrétné¢ 2C1-Fc
varianty, schopné s vysokou afinitou vazat a inhibovat homodimerni interleukin IL-17A in vitro
a in vivo. Tento cytokin pfedstavuje vyznamny prozanctlivy faktor u autoimunitnich
onemocnéni, jako je napiiklad revmatoidni artritida a psoriaza. K selekci kloni z Fyn SH3
kombinatorialni knihovny byl pouzit fagovy displej a po ném nasledovala afinitni maturace
ziskanych variant, vedouci ke zlepSeni jejich vazebnych schopnosti. Fuze s Fc fragmentem
napomohla ke zvySeni afinity a zlepSeni inhibi¢nich vlastnosti v disledku vysoké avidity
vazebné molekuly k ligandu. Spojeni Fc s SH3 doménou pomoci delsich linkert (10-15 AMK)
vedlo k vy$si aktivité¢ fuzniho proteinu diky zvySené flexibilité vazebné molekuly, ktera
umoznila Iépe vazat oba fetézce homodimerniho ligandu IL-17A, neZ tomu bylo u linkerQ
kratSich. Ziskané vazebné proteiny piedstavuji slibné molekuly k lé€bé autoimunitnich

zanétlivych onemocnéni (Silacci et al., 2014).
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Na zéklad¢ studie publikované v roce 2014 byla molekula Fynomeru vazajici IL-17A geneticky
spojena s lehkym fetézcem lidské protilatky adalimumab proti TNF za vzniku bispecifické
molekuly zvané TNF/IL-17A FynomAb COVA322. Molekula Fynomeru 11L5B06 byla
nejprve pomoci fagového displeje selektovana z kombinatoridlni knihovny kloni proti
rekombinantnimu cili IL-17A, produkovana v E.coli a Gispésné testovana pro svou schopnost
inhibovat IL-17A. Nasledn¢ byla vytvoiena COVA322 vpravenim DNA do bunék vajecnikti
¢inského kiecka (buiikky CHO) a purifikovana jako monomerni FynomAb. Analyzou na
BlAcore Cipu byly testovany vazebné afinity COVA322 vuci IL-17A a TNF pochazejicich
z Clov€ka a Macaca fascicularis. Molekula COVA322 vykazovala schopnost vazat oba cile
zaroven a zjiSténé afinity se pohybovaly v pikomolarnich oblastech. Navic bylo zjiSténo, ze
genetickou fuzi molekuly Fynomeru a protilatky adalimumad nebyla pozménéna schopnost
protilatky vazat TNF. Lécba umoZnénd molekulami inhibujicimi TNF a IL-17 zaroven by
mohla byt potencidlné vice U¢inna nez inhibice kazdé molekuly zvlast. Hlavnim rizikem
spojenym s inhibici dvou cytokini je pfili§ vysokd imunosuprese, ktera mize zpisobit mimo
jiné riziko infekce. Dale je také dulezité, aby nedochdzelo in vivo k odStépeni Fynomeru od
protilatky, a tudiz k degradaci molekuly. Bylo potvrzeno, ze COVA322 ziistava pIn¢ funkcni
in vivo v Macaca fascicularis po 10 dni. Bispecifickda FynomAb COVA322, kterd mize byt
potencialné vyuzitelna k 1é¢be zanétlivych onemocnéni, byla podrobena klinickym testim pro
pacienty trpici psoridzou (Silacci et al, 2016). Klinickd studie byla ukoncena

(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02243787).
9 Nove¢ scaffoldy

9.1 Adhiron

Noveé uméle vytvorené vazebné proteiny zvané Adhirony jsou zaloZeny na struktufe rostlinné¢ho
fytocystatinu. Fytocystatin je maly protein sloZzeny ze 100 aminokyselin patfici mezi inhibitory
cystein protedz. Je monomerni, vysoce rozpustny, termostabilni, neni glykosylovan a
neobsahuje disulfidické mistky. Mlze byt exprimovan v Escherichia coli ve velkém mnozstvi.
Inzerci dvou variabilnich peptidickych oblasti a randomizaci 9 aminokyselinovych zbytka ve
struktufe fytocystatinu byla vytvofena kombinatoridlni knihovna obsahujici 1,3 . 10'* klond.
Jako prvni cilova struktura pro testovani uc¢innosti knihovny byla pouzita SUMO molekula.
Byly uspésné izolovany vysoce specifické Adhirony s nanomolarnimi afinitami vi¢i SUMO.

Nasledné byly izolovany vazebné proteiny proti vice nez 100 cilim, naptiklad proti
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fibroblastovému riistovému faktoru (FGF1), nebo SH2 doméné Grb 2. Adhiron molekuly jsou
nyni dale zkoumany a je zjiStovano jejich potencidlni vyuziti jako vazebnych molekul pro cileni
riznych ligandl, k diagnostice, v zobrazovacich metodach a ktvorbé Ilécebnych a

terapeutickych prostfedkti (Tiede et al., 2014).

Insertion

site 2 i
Insertion

| s |
A site 1
_—

Obrazek 11— Krystalova struktura Adhiron92 scaffoldu (PDB ID no. 4N6T) v rozliseni 7.75 A predstavuje a-helix
a ctyri antiparalelni p-listy (bila) a inzercni oblasti urcené ke tvorbé knihovny (cerna) (Tiede et al., 2014).

9.2 Alphabody

Alphabody polypeptidy jsou de novo vytvotfené struktury sestavajici z jednoho fetézce
slozeného do tfi a-helixii v antiparalelni ,,coil coil* struktufe, piedstavujici uplné novy fold.
Jedna se o malé kompaktni proteiny, vysoce stabilni, snadno modifikovatelné, udrzujici si svou
strukturu 1 pfi pouziti ndsobnych substituci. Obsahuji az 25 variabilnich aminokyselinovych
pozic, které mohou byt randomizovany za ucelem ziskéani specifickych vazebnych molekul.
Alphabody scaffold je vyuzitelny ve vyvoji lécebnych ptipravkii, v analytickém vyzkumu,
diagnostice a v purifikacnich technologiich (Desmet et al., 2010).

Alphabody scaffold o molekulové hmotnosti 10 kDa byl vytvoten pfedevsim k terapeutickym
ucellim. Jedna z cilovych molekul Alphabody je lidsky interleukin IL-23, prozanétlivy cytokin,
vyskytujici se napfiklad u pacientd trpicich psoridzou. Randomizaci riznych
aminokyselinovych pozic ve strukture Alphabody byly vytvofeny tfi kombinatorialni knihovny
obsahujici od 1,0 — 1,7 . 10® samostatnych klont, k selekci pozitivnich klonii byl nasledné
pouzit fagovy displej. Jeden z kloni zvany C159 (neboli klon 59) byl purifikovan jako

specificky rozpustny protein v E. coli s nanomolarni afinitou vic¢i IL-23 a na zékladé jeho
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sekvence byla vytvofena knihovna ,matLib*“ urcend k afinitni maturaci klond, kterd dala
vzniknout vysoce afinnim vazebnym molekuldm se subnanomoldrnimi afinitami viici 1L-23.
Alphabody varianty potlacuji in vitro a in vivo zanétlivé reakce zavislé na IL-23, jako jsou
revmatoidni artritida nebo Crohnova nemoc. Alphabody scaffold ma potencial vazat velmi
siroké spektrum ligandt, vazebné schopnosti specifickych klontt mohou byt vylepSeny afinitni
maturaci, mize byt zvysena jejich rozpustnost, biospecifita, ¢i mohou byt PEGylovany vazbou
polyethylenglykolu umoznujici pomalejsi eliminaci proteinu a snizujici schopnost vyvolavat

antigenni odpovéd’ (Desmet et al., 2014).

9.3 Centyriny

Vazebné proteiny Centyriny jsou zaloZeny na struktufe Tenascin FN3 domény, Tencon.
Kombinatorialni knihovna zvand TCL14 byla vytvotfena randomizaci 13 aminokyselinovych
pozic v sekvenci FN3 domény. K rozsifeni generované knihovny FN3 byly k randomizaci
vyuzity i oblasti mimo CDR podobné smycky. Bylo zjisténo, Ze nékteré interakce mezi proteiny
a doménou nejsou zprostiedkovany aminokyselinovymi zbytky ve smyckach, ale na vlakné p-
listu. FN3 doména mtize byt tedy randomizovana 1 v oblasti vlakna B-listu. Nasobné mutace
byly pomoci PCR reakce provedeny na C vldkné, CD smycce, F vldkné a FC smycce, aniz by
doslo k naruSeni konformacni stability. Vysoce afinni Centyriny byly selektovany pomoci CIS
displeje. Mezi cilové molekuly patii napiiklad c-MET, myS$i IL-17A a krysi TNF-a, vii¢i kterym
byly izolovany specifické varianty s vysokymi afinitami az v pikomolarnich oblastech.
Kurceni specifity selektovanych klonii byla provedena ELISA a k dosazeni vyssi afinity
selektovanych variant byla pouzita metoda afinitni maturace. Centyriny vykazuji zna¢nou
biologickou aktivitu, jsou stabilni, mohou byt produkovéany v bakteriich a jejich biofyzikalni
vlastnosti z nich d¢€laji struktury vhodné k tvorb¢ vysoce afinnich vazebnych molekul (Diem et

al., 2014).

9.4 Repebody

Repebody patii mezi neimunoglobulinové struktury s unikatnimi biofyzikalnimi vlastnostmi.
Jsou zaloZeny na variabilnich receptorech lymfocyti (VLR) sestdvajicich z repetitivnich
modulii bohatych na leucin (LRR) u bezcelistnatych obratlovci, které ptedstavuji jedny
znejCastéji se vyskytujicich proteinovych strukturdlnich motivii v pfirodé. Spojenim
repetitivnich modulti (LRR) mezi N a C koncovymi motivy VLR byl sestaven proteinovy

scaffold, jehoz N termindlni doména byla pfetvoiena podle struktury internalinu B na zakladé¢
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pocitacové analyzy podobnosti mezi jednotlivymi repetitivnimi jednotkami. Repebody maji
modulérni strukturu, Siroky vazebny povrch, mohou byt produkovany v bakteriich ve velkém
mnozstvi jako solubilni proteiny, jsou vysoce teplotné a pH stabilni a snadno modifikovatelné.
Modifikace N termindlni domény podle internalinu B umoznila expresi Repebody v E. coli a
usnadnila upravy struktury molekuly a produkci vazebnych molekul vyuzitelnych
v biotechnologickych a biomedicinskych aplikacich. Repebody scaffold mize byt produkovan
v ruznych variantach liSicich se po¢tem LRR moduli, coz umoziuje jednoduse vytvaret
vazebné povrchy pro rizné cilové molekuly ptiddnim nebo odebranim LRR, bez naruSeni
celkové stability molekuly. Z vytvofené kombinatorialni knihovny byly pomoci fagového
displeje izolovany vysoce specifické vazebné varianty proti riznym cilim, naptiklad MD2
(lymfocytarni antigen 96) nebo IL-6 s afinitami v nanomolarnich oblastech. Repebody
predstavuje diky své modularni struktufe vhodny scaffold pro generovani vysoce specifickych
vazebnych molekul vii¢i riznym ciliim k terapeutickym a diagnostickym ucelim (Lee et al.,

2012).

9.5 OBody

Nové neimunoglobulinové alternativy protilatek vhodné pro tvorbu specifickych vazebnych
molekul zvané OBody jsou zalozeny na struktuie OB foldu. OB fold je maly proteinovy modul
tvofeny jednou B-barelovou doménou postradajici disulfidické mustky. Vyskytuje se v mnoha
organismech, jako jsou archea, bakterie, kvasinky a savci a slouzi k vazbé proteint,
oligonukleotid, oligosacharidii a malych ligandt. Struktura a topologie OB foldu umoziuji
provadét modifikace klicové pro specifickou vazbu raznych cilovych molekul, zaroven si
vazebnd molekula zachovava vysokou teplotni stabilitu, mize byt produkovéna a purifikovana
jako rozpustny protein z Escherichia coli ve velkém mnozstvi. Antikodon rozpoznavajici
doména z aspartyl tRNA syntetdzy izolované z termofilni Pyrocaculum aerophilum byla
vyuzita k tvorbé kombinatoridlni knihovny, z niZ byly pomoci fagového displeje a nasledné
afinitni maturace selektovany specifické monomerni varianty s nanomolarnimi afinitami vic¢i
modelové cilové molekule lysozymu ziskaného z vajecnych bilki. Kombinatorialni knihovna
¢itajici na 10® klondi byla generovana na zakladé randomizace 17 aminokyselinovych pozic na
povrchu OB foldu pomoci PCR metody. Vazebné molekuly zaloZené na OB foldu nachézeji
potencidlni vyuZiti v in vitro diagnostice, jako nastroje pro detekci a bioseparaci, pfipadné
lidsky €i deimunizovany bakterialni OB fold miZe slouZit k produkci terapeutik (Steemson et

al., 2014).
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10 Dalsi typy scaffoldti

Proteinové scaffoldy predstavuji rychle se rozvijejici skupinu terapeutickych a diagnostickych
molekul. Byly vytvoteny desitky scaffoldd, podle nichz byly odvozeny vazebné proteiny vici
vice nez stovce cilovych molekul. Nésledujici seznam zahrnuje dalsi ptiklady vyznamnych

proteinovych scaffoldi véetné prislusnych publikaci.

Armadillo repetitivni proteiny
Atrimery

Avimery

Bicyklické peptidy
Cyclotidy

Cys-knot proteiny
Karbohydrat vazajici modul
Kunitzova doména
Macrocycles

Microbodies

Nanobodies

Nanofitin

Pronectiny

Vazebné molekuly zaloZzené na CTLA-4
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(Parmeggiani et al., 2008)

(Allen et al., 2012)

(Silverman et al., 2005)

(Chen and Heinis, 2015)

(Troeira Henriques and Craik, 2017)
(Silverman et al., 2009)

(Cicortas Gunnarsson et al., 2004)
(Weidle et al., 2013)

(Beckmann et al., 2013)
(Schmoldt et al., 2009)

(Bruce et al., 2016)

(Huet et al., 2015)

(Skrlec et al., 2015)

(Nuttall et al., 1999)



11 Zavér

Neimunoglobulinové vazebné proteiny piedstavuji nové, rychle se rozvijejici terapeutické a
diagnostické nastroje, z nichz n€které se nachazeji v pokrocilych fazich klinickych testi a maji
potencial stat se soucasti novych Ié¢iv. Nicméné proteiny zalozené na struktuie scaffoldu jsou
stale v procesu vyvoje a vyzaduji mnoha vylepsSeni. Dalsi modifikace téchto molekul by mohly
vést k produkci proteinli s jest¢ mensi molekulovou hmotnosti, kterd by mohla umoznit
vytvaieni vazeb s intracelularnimi molekulami, dale by mohlo dojit ke zvySeni jejich stability,
specifity a afinity vlici mnoha novym cilovym strukturdm. Urychleni a usnadnéni produkce
vazebnych molekul by umoznilo snizit finan¢ni naklady spojené s jejich vyrobou a rozsifit
jejich vyuziti jako terapeutickych molekul nebo diagnostickych nastroji naptiklad

v zobrazovacich metodach.

Cilem mé bakalaiské prace je predstavit nové proteinové scaffoldy a molekuly od nich
odvozené, se zaméfenim na nejznaméjsi a nejvice pokrocilé typy struktur, za ucelem shrnuti
jejich stavby, vlastnosti a vyuziti jako vazebnych molekul. U konkrétnich struktur podava
informace ohledné jejich ucasti v klinickych testech a potencialnim vyuziti v praxi. Bakalarska
prace zahrnuje zakladni ptehled selek¢énich technologii (tzv. displeji) véetné metod tvorby
kombinatorialnich knihoven. Kapitola Nové scaffoldy je piehledem vybranych nejnovéjSich
struktur, kratce se zabyvajicim jejich charakteristikou a vyuzitim. Kapitola Dalsi typy scaffolda
zahrnuje abecedni seznam dalSich ptikladt scaffoldovych molekul, starSich 1 novéjSich, které

jsou vyznamnymi strukturami s velkym potencidlem.
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