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Seznam zkratek

Ig
Fc

Fab
CDR
Ch, CL
Vi, VL
IgNAR
scFv
HRP
HPMA
RAFT

AIBN
DMF
DMSO
TT
Acap
TBS(T)
TTDS
Fmoc
DIC
PEG
GRAVY
DIEA
SDS
APS
TEMED
PDB
MWCO

imunoglobulin

krystalizujici fragment, bazalni tisek imunoglobulinu, z angl. fragment,
crystallizable

antigen-vazajici fragment immunoglobulinu, z angl. fragment, antigen-binding
z angl. complementarity-determining region, oblast urcujici komplementaritu
konstantni domény tézkého, resp. lehkého fetézce

variabilni domény tézkého, resp. lehkého fetézce

jednotetézcovy Ig paryb, z angl. new antigen receptor

jednotetézcovy varibilni fragment, z angl. single-chain fragment variable
kienova peroxidasa, z angl. horseradish peroxidase
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

reversibilni adi¢né-fragmentacni polymerizace pfenosem fetézce, z angl.
reversible addition—fragmentation chain-transfer polymerization

azobisisobutyronitril

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

thiazolidin-2-thion

6-aminokapronova kyselina

Trisovy pufr (s Tween-20), z angl. Tris-buffered saline (Tween)
1,13-diamino-4,7,10-trioxatridekan-sukcinamidova kyselina
fluorenylmethyloxycarbonyl

diisopropylkarbodiimid

polyethylenglykol

prumérny hydropaticky index, z angl. grand average of hydropathy
N,N-diisopropylethylamin

dodecylsiran sodny, z angl. sodium dodecyl sulfate
peroxodisiran amonny, z angl. ammonium persulfate
N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin

databdze struktur makromolekul, z angl. protein data bank

meze molekulové hmotnosti, z angl. molecular weight cutoff



Abstract

Antibodies stand as a cornerstone of many laboratory assays and are used as indispensable
tools in biomedicine. iBodies polymer conjugates have been proposed as a possible
alternative to antibodies in several traditionally immunological methods. iBodies are based
on methacrylamide copolymers decorated with affinity anchors, reporters and targeting
ligands which mediate conjugate specificity. The necessity to design ligands and their
linkage is a significant obstacle to the generalization of this technology. One way of
overcoming this obstacle is the development of secondary antibody mimetics which will use

antibodies to obtain specificity for target identification and/or visualization.

Based on the literature, several cyclic peptide Fc-binding ligands were designed with linker
moieties for attachment to the polymer conjugate. Free and conjugated ligands were
compared based on their interaction constants with human IgG. Conjugation with polymer
carrier in all cases led to an increase in affinity. Human isotype specificity is dependent on
the cyclization method, with single disulfide bridge cyclization exhibiting selectivity for

IgG1-4 and IgM, and N—C cyclization leading to abolition of IgM binding.

The polymer conjugates have been compared in terms of sensitivity and selectivity using dot
blot with several commercial secondary antibodies. As a visualization agent, conjugates
exhibit selectivity and sensitivity throughout a panel of 16 antibody species comparable to
protein G. However, secondary antibodies in comparison to polymers still dominate in their

respective idiotype with sensitivity higher by one to four orders of magnitude.

Based on the available data, further optimization of targeting peptide ligand is necessary in
order to obtain performance comparable to secondary antibodies. Amino acid substitution
preferences in targeting peptide for antibodies of selected species were obtained through
analysis of a combinatorial peptide library. Uncovered motifs will be used as a basis for
further optimization of Fc-binding ligands and their conjugates.

Keywords: iBody; antibody mimetics; molecular recognition; binding constants; cell
receptors

(In Czech)



Abstrakt

Protilatky jsou dulezitou soucasti fady laboratornich testdt a klicovymi ndstroji
v biomedicin€. Polymerni konjugaty zvané iBodies byly navrzeny jako mozna alternativa
k protilatkdm v nckolika tradicné imunologickych metodach. iBodies jsou zaloZeny
na methakrylamidovych kopolymerech substituovanych zachytovymi kotvami, reportéry a
cilicimi ligandy, které¢ konjugatu propijCuji jeho specificitu. Nutnost navrh ligandu a
zpusobu jeho napojeni pro kazdy zkoumany cil je vSak vyznamnou piekazkou
pro generalizaci této technologie. Jednou z moznych cest k prekonani této ptekazky je vyvoj
konjugati podobnych sekundarnim protilatkdm a vyuziti protilatek ke specifickému cileni

na zkoumany protein.

Za timto ucelem byly na zakladé€ literarni reSerSe navrzeny cyklické peptidové ligandy
Fc-fragment protilatek se spojovacimi motivy pro konjugaci s polymernim nosi¢em. Volné
a konjugované ligandy byly srovnany na zadklad¢ interakénich konstant s lidskym IgG,
pricemz konjugace s nosi¢em ve vSech piipadech vedla ke zvySeni afinity. V zavislosti
na zpusobu cyklizace konjugaty vykazuji selektivitu viici lidskému IgG1-4 a IgM v piipadé
jednoduché disulfidové cyklizace peptidového ligandu, v piipadé N—C cyklizace je vazba

na IgM potlacena.

Polymery byly nasledné srovnany z hlediska citlivosti a selektivity pomoci teckovych blotl
s n€kolika komercénimi sekundarnimi protilatkami. Jako vizualiza¢ni €inidlo polymerni
konjugaty vykazuji citlivost a selektivitu v ramci panelu protilatek 16 zivoc¢isnych druhi
srovnatelnou s proteinem G. Pfi srovndni se sekundarnimi protilatkami vykazuji v rdmci

jejich idiotypu o jeden az Ctyfi fady horsi citlivost.

Jelikoz je dle predlozenych dat nutnd dalsi optimalizace vychoziho peptidového ligandu
k dosazeni parametra na urovni sekundarnich protilatek, je téZ prozkoumana a diskutovana
moznost modifikace jeho aminokyselinové sekvence k dosaZeni vy$si citlivosti a selektivity.
Analyzou kombinatorialni peptidové knihovny byly zjistény preference variaci peptidového
ligandu pro protilatky nékolika ZivociSnych druhd. Ziskané motivy budou pouZity
jako podklad k raciondlnimu navrhu optimalizovanych ligandl a konjugati vézajicich

Fc-fragmenty protilatek.

Kli¢ova slova: iBody; mimetika protilatek; molekularni rozpoznavani; vazebné konstanty;
bunécné receptory



1. Teoreticka ¢ast

1.1.  Imunoglobuliny

Imunoglobuliny (Ig) jsou proteinovou sloZkou[l] humoralniho imunitniho systému
Celistnatcli[2] obecné organizovanou jako komplexy ve tvaru pismena Y sestavajici ze dvou
lehkych a dvou tézkych fetézcl[3] s 12-14 doménami (viz Obrazek 1A dale), za jejiz
produkci jsou zodpovédné B-lymfocyty[4]. Zprostiedkovavaji adaptivni imunitu
vuci patogeniim, kterym je zivocCich v pribehu zivota vystaven[5].

Tato funkce je podminéna imunogenicitou patogenu — piitomnosti antigenu se schopnosti
selektivné vazat slozky adaptivniho imunitniho systému a vyvolavat jejich produkci.
Bohuzel kazdy patogen nemusi byt imunogenni (rozeznatelny antigen neni pfistupny nebo
dochazi k jeho zménam([6, 7], je manipulovano se systémem jeho prezentace[8]) a kazdy
antigen nemusi nutné nalezet strukturdm patogent (pf. autoimunitni choroby, alergie,
odmitnuti transplantatll). Vazba a rozpozndvani antigenu protilatkou se odehrava
na rozhranich, kterd oznacujeme jako epitop antigenu a paratop protilatky.

Ig plisobi proti rozpozndvanym antigenim piimou inhibici zptsobenou jejich navazanim,
agregacné propojovanim antigenti do vétSich nerozpustnych celkil, aktivaci komplementu, a
charakteristicky zprostfedkovanim informace o pfitomnosti antigenu bunénému
imunitnimu systému (opsonizaci)[9].

Ig se vyskytuji ve volné a membranové formé. Volné Ig jsou produkovéany stimulaci
B-lymfocytli na zdkladé¢ navéazani antigenu na B-bunécny receptor, transmembranovy
multiproteinovy komplex sestavajici z membranového Ig a proteini CD79A/B, které jsou
zodpovédné za prenos signdlu po navéazani antigenu vedoucimu ke zméné konformace a
transientni fosforylaci jejich C-koncového imunoreceptorového tyrosinového aktivacniho
motivu (ITAM), zahajujici dalsi postoupeni signalu[10, 11].

K vazbé Sirokého spektra epitopli antigenli je zapotiebi odpovidajici spektrum paratopi.
K zajisténi této diverzity jsou na protilatce vyhrazeny hypervariabilni CDR (z angl.
complementarity-determining region, regiony uréujici komplementaritu). Sestice (3
na lehkém 1 tézkém fetézci oznacované L1-3, resp. H1-3) téchto regionti tvoii kazdy ze dvou
paratopti protilatky.

Sestavovani téchto hypervariabilnich useki probihd procesem V(D)J rekombinace
na pocatku vyvoje B-lymfocytu v kostni dfeni. Genom nascentniho lymfocytu obsahuje

mnoho variant variabilnich (V, variable; a D, diverse, v pfipadé tézkych fetézci) a



spojovacich (J, joining) segmentt, které jsou ndhodné zvoleny a nasledovany odpovidajicim
konstantnim segmentem (Cy a Cs v pfipadé téZzkého a Ck nebo Ci u lehkého fetézce)[12].
Nezralé B-lymfocyty v diisledku post-transla¢ni modifikace produkuji nejprve membranovy
IgM, déle v ontogenezi téz IgD, dalsi isotypy jsou produkovany az v disledku isotypového
pifesmyku na zékladé stimulace[13, 14].

Klicovou vlastnosti protilatek je, Zze za fyziologickych podminek (obecné[15]) nevykazuji
autoreaktivitu, tedy nerozpoznavaji télu vlastni struktury. Eliminace autoreaktivity probiha
nejprve centralné béhem vyvoje B-lymfocytu v kostni dfeni podnicenim dal$i rekombinace,
alelickym, ¢i isotypovym piechodem (lehkého tetézce, u clovéka pocinaje «
lokusem[16])[17, 18], a dale perifern€ v pribéhu dalsiho vyvoje buiiky spolupraci s pfisnéji
regulovanymi T-lymfocyty [19, 20]. Na rozdil od T-lymfocyti B-lymfocyty v sekundarnich
lymfatickych orgénech podléhaji dal$im mutacim v oblastech CDR a selekci na jejich

zakladg[21].

1.1.1.Struktura

Retézce Ig sestavaji z domén s charakteristickou dvouvrstvou B-listovou architekturou[22],
kterou sdili s celou fadou proteinii souhrnné oznacovanou nezédvisle na funkci jako Ig
rodina[23]. Lehké i tézké tetézce se skladaji z variabilnich (ViL, resp. Vu; proménlivé
mezi jednotlivymi B-lymfocyty) a konstantnich domén (Ct, resp Cul-4; stejné pro dany
isotyp a podtiidu v ptipadé Cu). Lehké fetézce jsou u Cloveéka (stejne jako dale v oddilu)
dvojiho druhu — « a A — tézké fetézce se vyskytuji v péti hlavnich variantach —yi-4, 6, a2,
a €. Druh tézkého fetézce urcuje isotyp vysledného Ig — IgG1-4, D, A1,2, M, resp. E —a ma
vyrazny vliv na organizaci komplexu protilatky (pfipony oznacuji dalsi déleni na podttidy,
viz dale). Typ lehkého fetézce Ig je v isotypu proménlivy, ale na ném zavisly[24], s obecnou
preferenci fetézce k v dusledku zplsobu eliminace autoreaktivity v pribéhu ontogeneze
B-lymfocytii[16]. Pro Gplné oznaceni isotypu je mozné uvést jako ptiponu i druh lehkého

retézce (pf. [gGx).

Dilezitou oblasti, ve které se isotypy a jejich podtridy Casto 1isi je oblast pantu (angl. hinge,
viz Obrazek 1, Sed¢). Pantové sekvence jsou rozeznavany fadou proteas[25], z praktického
hlediska ma vSak nejvétsi vyznam Stépeni v této oblasti enzymy papainem[26] a
pepsinem[27]. Na zakladé §tépnych produkti IgG s papainem se protilatky arbitrarn€ déli na

fragmenty oznaCované Fc (z angl. fragment, crystallizable, diky ¢emuZz bylo odvozeno, ze je



tato Cast IgG sdilena[26]) a Fab (z angl. fragment, antigen-binding). Stépenim pepsinem
dochazi k degradaci Fc fragmentu, nicméné pod oblasti disulfidovych mtstkli spojujicich
tézké tetézce. Zbyly dimer je oznacovan jako F(ab')2, ktery si stejné jako Fab zachovava

vazebnou afinitu k antigenu.

IgG s y tézkym fetézcem se vyskytuje v podtiidach IgG1l az 4 (s klesajicim podilem
v plasm¢), ve vSech ptipadech organizovanych do 12 domén, strukturné odliSnych zejména
v oblasti pantu spojujiciho Cul a Cu2. Ze ctyt lidskych podttid IgG nejvice vystupuje 1gG3
s vyrazné vy$$i molekulovou hmotnosti (176 vs 146 kDa pro IgGl, 2 a 4, pro nédhled
na strukturni motivy isotypt viz Obrazek 2 v sekci Diverzita dale) a az jedenacti (v zavislosti
na allotypu[28]) disulfidovymi mustky v oblasti pantu. IgG2 a 4 se mimo jiné vyskytuji

v n¢kolika isoformach liSicich se v organizaci disulfidovych mustki[28].

IgD se vyskytuje ve dvou forméch — sekretované a membranové. Sekretovand forma ma
obdobnou organizaci jako IgG, membranova forma ma navic C-koncovy tsek zodpoveédny
za vazbu na bunéénou membranu[29]. Obdobna organizace C-koncového useku se

vyskytuje 1 u IgE, jehoz € fetézec je navic na C-konci prodlouzen o doménu Cu4[30].

IgA se od predchazejicich isotypll 1isi tim, ze existuje téz v podobé multimeri. IgA se
vyskytuje ve dvou isotypech — IgA1 s prodlouzenym tisekem v oblasti pantu a IgA2, ktery
je zajimavy nepfitomnosti disulfidového miistku mezi lehkym a tézkym fetézcem u jednoho
z jeho allotypi[31], diky cemuZz mize kovalentné dimerizovat lehky fetézec[32] — toto je
jedno z moznych vysvétleni abnormalni mobility lidského IgA2 v neredukované formé
na Obrazku 2 dale. Vétsina sérového IgA se nachazi v podobé monomeru, avsak slizni¢ni
IgA (viz Obrazek 1B) je pfevazné ve formé dimerd, ¢i méné trimerd a tetramer[33].
Asymetrickou multimerizaci zprostiedkovava fetézec J disulfidovym mistkem a sekretorni

komponenta, kterd je poziistatkem proteolyzy polymerniho Ig receptoru[34].

Retézec J je jako multimerizaéni faktor sdilen i s Ig isotypu M. T&zké fetdzce p sestavaji
ze Ctyf konstantnich domén a C-termindlniho koncového tseku zprosttedkovavajiciho
interakci s dal§imi monomery IgM. Za pfitomnosti fetézce J vznika pentamerni IgM (viz
Obrazek 1C, v této formé je v séru nejvice zastoupen), za nepiitomnosti fetézce J IgM tvofi
hexamery[35]. IgM se v membranové podob¢ vyskytuje téz v podobé monomeru, kde stejné

jako IgD tvoti soucast B-bunécného receptoru[11].



Obrazek 1. Priklady organizace vybranych forem lidskych isotypt Ig. Struktura (A) IgG1
(PDB 1HZH [36]), (B) slizni¢niho IgA1 (3CHN [37]), kde byla vybrana pouze jedna z pozic
sekretorniho fetézce z klastru modelu, (C) IgM (2RCJ [38]) v pentamerni formé. Vu:

variabilni doména tézkého ftetézce, Cul-4: konstantni domény tézkého fetézce, Vi:
variabilni doména lehkého fetézce, CL: konstantni doména lehkého fetézce, J: J fetézec,
spojovaci motiv IgM a IgA, SC: sekretorni komponenta. Mezifetézcové disulfidové mistky

jsou znazornény zluté.



1.1.2.Diverzita

Ig jsou rlznorodou skupinou proteinovych komplexd. V ramci zZivociSného druhu
rozliSujeme diversitu isotypovou, nastinénou v ptedchozi sekci, idiotypovou, popisujici
rozdily ve struktufe paratopu, potazmo ve specifit¢ pro rizné antigeny, a allotypovou, jez

urcuje alelu fetézce Ig [39].

Diverzita se dale prohlubuje napfi¢ rliznymi zivociSnymi druhy sdilejicimi tento systém
adaptivni imunity. Clovéku fylogeneticky nejvzdalendjsi tiidou se systémem Ig jsou
paryby[40] s isotypy IgM, IgW (ortologni k odvozengjSimu IgD) a IgNAR (z angl. new
antigen receptor, novy antigenni receptor), ktery je funkéné podobny 1gG[40-42], avSak lisi
se mj. neptitomnosti lehkych fetézcl. Tato jednofetézcova organizace se pozd¢ji objevuje
téz u celedi velbloudovitych (pf. 1gG2 a 3 vs. konvencni IgGl u lamy alpaky, viz
Obrazek 2)[43], jako piiklad evolu¢ni konvergence[44]. Jelikoz jsou protilatky této tfidy
zdrojem hotovych de facto jednofetézcovych wvariabilnich fragmenti (scFv, ackoli
v literatuie jsou oznaCovany jako nanobodies[45]), pfinaSeji moznost zrychleni vyvoje
terapeutik a molekuldrné biologickych nastroji bez nutnosti navrhu a optimalizace
mezidoménového spojovaciho motivu[45], coz je divodem zahrnuti IgG lamy alpaky

do panelu zkoumanych protilatek.

Pro obojzivelniky, plazy a ptaky je charakteristicky isotyp IgY, ortolog IgG a IgE, ktery se
zd4 byt jejich moznym vyvojovym prekurzorem a prechodem od plivodnéjSiho IgM[46].
Plazi a ptaci jsou jiz rovn€Z vybaveni IgA, u obojzivelnikl plni jejich funkei IgX. IgY je
dalezity z biotechnologického hlediska, jelikoz jej lze snadno produkovat a purifikovat
z vajec ve velkych mnozstvich (pf. 14-doménovy IgY kura domaciho, viz Obrazek 2)[47,
48]. Diulezitou vlastnosti IgY je téz, Ze vzhledem k odlisné architektuie Fc fragmentu a

nepfitomnosti k fetézcli[49] neni snadno dostupnd jednokrokové afinitni purifikace

vvvvv

V ramci tiidy savci, do niz spada vétSina druhti zkoumanych v této praci, se rozdily
v isotypovém repertoaru Ig nachézeji napt. v poctu (identifikovanych) podtiid jednotlivych
isotypt (pf. IgG1, 2a-c, a 3 u mysi domaci, ¢i vySe zminéna lama alpaka), podilu lehkych
fetézcll (pt. prevaha A nad k u nékterych kopytniki[49]) ¢i organizaci CDR (pf. abnormalné
dlouhé H3 krav[50]). Pro Ucely této prace je vSak dulezité, Ze sav¢i IgG obecné sdili

doménovou organizaci tézkého fetézce s Clovekem (nepiimo dolozitelné téz pohyblivosti



jejich té€zkych tetézct, viz Obrazek 2) a tudiz potencialné i sdili vazebné misto na rozhrani

Cn2 a Cu3 pro dale zkoumané ligandy.
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Obrazek 2. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS) vybranych preparatt Ig. Postup piipravy je popsan v sekci Material a metody. Horni
fadek: Srovndni pohyblivosti lidskych isotypli Ig a jejich podtiid v redukované a
neredukované formé¢. Dolni fadek: Srovnani pohyblivosti IgG a IgY zivocisnych druhii

zkoumanych v této praci v redukované formé.



1.1.3.Aplikace

Z isotypt protilatek nastinénych v pfedchozich sekcich se pro imunologické metody (napf.
sendvi¢ové imunotesty, imunohistochemie, imunoprecipitace) v laboratofi ve vétSing
piipadl pouzivaji 1gG ziskané imunizaci zvifat[51]. V zavislosti na konkrétni metod¢ je
k uspésné imunodetekci tieba vyuzit idealné protilatek s vysokou afinitou (vyjadiovana jako
disociac¢ni konstanta Kp) a specifitou (schopnost rozeznavat vyhradné antigen). Specifita i
afinita protilatek je proménlivd a zavisla na imunogenicité¢ antigenu (schopnosti vyvolat
imunitni odpovéd’), zpisobu imunizace (misto, intervaly, pouzité adjuvans, ¢i nosic),
pouzitém organismu a klonalité vysledné protilatky[52].

Pouzité protilatky délime podle zivoc¢isného druhu hostitele — obvykle mysi, krali¢i, kozi,
morceci, osli aj., antigenu — primarni (antigen je analyt) a sekundérni (antigen je primarni
protilatka) — a klonality — na polyklonalni a monoklonalni. Vyhody raznych druhi a klonalit
spolu souvisi. Vyroba polyklonalni protilatky je levnéjsi a rychlejsi a vyuziva Casto vétSich
organismil, u kterych je mozno provadét vice odbért (napt. kralik, koza, osel), preparat v§ak
obsahuje mnoho (obvykle desitky detekovatelnych[53]) individui rozeznavajicich rizné
epitopy antigenu. Toto mlze byt v zavislosti na aplikaci vyhoda 1 nevyhoda — rozeznavani
vice epitop muze v zavislosti na uspofadani testu vést k nezddoucimu chovani (pf.
znepfistupnéni vazebnych mist pro primarni protilaitku zachytovou protilatkou
v sendvicovych imunotestech), ale téz k zesileni signalu zejména pii pouziti jako sekundarni
protilatka v dasledku navazani vétsiho poctu Ig.

Monoklonélni protilatky maji oproti tomu vyhodu homogenity — prepardt se sklada
z jednoho proteinového individua rozeznavajiciho jeden epitop. Produkce trva delsi dobu a
probiha obvykle hybridomovou technikou[54] isolaci splenocytd imunizovanych zvifat
(mys, nebo kralik) a jejich hybridizaci s imortalizovanou bunécnou linii, nebo téz
rekombinantng[55] s pomoci identifikované sekvence, nebo v navaznosti na techniky
in vitro evoluce[56].

Protilatky je téZ mozné pouzit ve form¢ fragment kviili mensi velikosti (napf. pfi navrhu
terapeutik[57], ¢i pro stabilizaci antigeni v krystalografii[58]), ¢i vyssi efektivité produkce.
V takovém piipad€ je mozné pouzit fragmenti Fab, ¢i F(ab’). nastinénych v predchozich
sekcich, ¢i snaze rekombinantné¢ produkovatelnych scFv (single chain fragment variable,
jednofetézcovy varibilni fragment) ¢i nanobodies (v piipadé nativné jednodoménovych

protilatek)[45, 57].
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Primarni i sekundarni protilatky mohou byt znaCeny reportéry, které zprosttedkovavaji
informaci o pfitomnosti protilatky. ZnaCeni primarni protilatky méa vyhodu zkraceni a
zjednoduSeni analyzy, vyuziti znacené¢ sekundarni protilatky ma obvykle vyhodu vétsi
citlivosti[59].

Reportérové systémy se deli na kolorimetrické[60], fluorescen¢ni[61], luminiscencni[62] a
radiografické[63], se vzrlstajici mirou citlivosti[64, 65]. Kolorimetrické systémy funguji
na principu zvySovani extinkéniho koeficientu protilatky v oblasti viditelného svétla,
typicky konjugaci s nanoc¢asticemi (napf. latex, zlato), a jsou detekovany vizualné nebo
kolorimetrem[66]. Fluorescencni reportéry jsou konjugovany s fluorofory (napf.
fluorescein, rhodaminy) a jsou detekovany fluorimetrem[61]. Luminiscen¢ni reportéry
konjugované s luminofory (napi. akridinium, isoluminol) emituji svétlo a jsou detekovany
fotometricky (fotopapir, luminometr)[67, 68]. Radiografické systémy jsou zaloZeny
na konjugaci protilatek se znatkami s radioaktivnimi isotopy (nap¥. '*I-tyrosin, *H), které
jsou detekovany autoradiograficky nebo scintilacnimi ¢itaci[63].

Kolorimetrické a luminiscen¢ni systémy velmi Casto s vyhodou vyuzivaji enzymu (napf.
alkalicka fosfatasa[60], kienova peroxidasa[69]), které po pfidani substratu davaji vzniknout
barevnym produktim, resp. zptisobuji emisi svétla, ¢imz velmi vyznamné zvysuji citlivost
metody[70]. Déle v textu je pravé HRP (z angl. horseradish peroxidase, kienova peroxidasa)
pouzit jako luminiscencéni reportér pro stanovovani inhibi¢nich konstant Fc-liganda.
Paralelni odnozi k témto systémim je systém avidin-biotin, ktery umoziiuje protilatky
znaCené biotinem detekovat avidinovymi proteiny konjugovanymi se zminénymi
reportéry[71]. Tento systém je dale pouzit pro vizualizaci panelu protilatek navazanych

na peptidovych polich fluorescencné zna¢enym streptavidinem.

1.2. Ligandy Fc-fragmentu

Dulezitymi ndstroji pro praci s protilatkami, usnadiiujici jejich purifikaci ¢i zapojeni
do funkénich testi, jsou ne-protilatkové ligandy schopné jejich specifické vazby[72]. Oproti
sekundarnim protilatkdm jsou pouzivany zejména kvili niz§im produkénim nakladim, vyssi
stabilité a v ptipadech kdy je zddouci pausalni vazba protilatek riznych druht, ¢i isotypt

(typicky purifikace), ¢i nezadouci zavedeni dalSich druhovych antigenti (v imunotestech).
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A[73], G[74], ¢i jejich mutanty[75]), dale vSak téz napf. protein L vdazajici x lehké

fetézce[76], Ci rostlinné lektiny rozpoznavajici Ig glykosylace (pt. jacalin[77]).

Spole¢nym interakénim mistem proteini A a G a peptidovych ligandi zkoumanych v této
praci je rozhrani Cn2 a Cu3 domén tézkého fetézce Ig[78]. Vychozim peptidem je v roce
2000 identifikovany Fc-III, ktery je jako volny tridekapeptid schopen vazby lidského IgG a
vytésiiovani proteinu G s Ki 25-215 nM[78-80]. Jeho malé velikost, oproti vySe uvedenym
proteinovym partneriim, otevird moznosti vyuziti jako molekularné biologického nastroje
napf. pro média pro afinitni chromatografii s vyssi vazebnou kapacitou[81], ¢i pro selektivni

modifikace Ig[82].

V této praci je zkoumana mozZnost zvySeni afinity Fc-III a jeho derivati konjugaci
s polymernim nosi¢em a jeji vliv na specifitu vazby. Za timto ucelem bylo nutno navrhnout
strategii napojeni peptidu k nosi¢i. Na zéklad€ publikované krystalové struktury komplexu
Fc-1II s Fe-fragmentem lidského IgG1[78] byl navrzen zplsob napojeni N-terminalniho

spojovaciho motivu TTDS (1,13-diamino-4,7,10-trioxatridekan-sukcinamidova kyselina).

Parentalni Fc-III je strukturou beta-vlasenkou[78], jejiz N a C-koncové Aspl a Thrl3 se
ucastni dilezité elektrostatické interakce s Asn434 a His433 (viz Obrazek 3). Bylo ukazéno,
ze Upravou geometrie molekuly N—C koncovou cyklizaci diprolylovymi mustkem (autory
oznacen Fc-BP2, dale v tomto textu Fc-{R/S}) lze zvysSit afinitu k lidskému IgG[80].
Podobnych vysledki bylo dosazeno 1 pii pfidani druhého N/C-koncového disulfidového
mustku (Fc-4C)[79].

JelikoZ nejsou k dispozici struktury komplexti derivatl Fc-BP2 ani Fc-4C, nelze s jistotou
urcit divod zvysSeni afinity. Moznym vysvétlenim mize byt usnadnéni koncovych interakci

mustkovou stabilizaci, ¢i zména geometrie vlasenky v diisledku napnuti pfidanym cyklem.

Spojovaci motiv H-PEGs-COOH pro N—C cyklizované peptidy byl napojen na amin
zavedeny na 4-pozici pyrrolidinového kruhu L-Pro. Substituovany uhlik na této pozici je
chiralni. Na zékladé modelu diprolylového analogu v komplexu s lidskym IgG1 (vychozi
model PDB 1DN2) byly oba stereoizomery vyhodnoceny jako potencidlné viabilni

s dostatkem prostoru pro acylaci, je tedy nutné je porovnat experimentalng.
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Obrazek 3. Struktura peptidu Fc-III v komplexu s Fc fragmentem IgG1 (PDB 1DN2 [78]).
Horni fadek: Vazba ligandu v kontextu komplexu IgG1 a zbytky vazebného mista (Sed¢)
elektrostaticky interagujici s peptidem (Cerné€). Dolni fadek: Interakéni mapa ligandu
(Ligplot+ [83]) stéz zahrnutymi nepolarnimi interakcemi (Sed€) a vzdalenostmi

elektrostaticky interagujicich skupin.
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Pro ucely srovnani obou stereoizomert ve form¢ konjugéatu neni zaveden spojovaci motiv a
peptid je napojen na kopolymer piimo pies aminokapronovou kyselinu. V ptipadé peptidu
Fc-4C byla pouZita stejnd strategie piidani spojovaciho motivu jako u parentalniho Fc-III,
tedy N-termindlni TTDS. Struktury peptidi s navrzenymi spojovacimi motivy jsou srovnany
na Obrazku 4.

Fc-lll Fc-4C

R: HN

Fe-lll oo K
Fc-4C A%A%M . s i Y/H
)\/WY R%Q ""’u/ﬂj/”” o
° B Q S\S HNj/k
Fo{R) ™' Ve ﬁ/{f )ﬁ;\

Fo-{S) "y . 2 ;;Y P

Fc-{S}-L “z“woj(v Own; Kﬂ/ H >,
4 I N =
NH N~/

Obrazek 4. Strukturni vzorce Fc-vézajicich peptidi s riiznymi metodami cyklizace a

napojeni spojovacich motivu.
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1.3. Technologie iBodies

Polymerni konjugaty iBodies byly navrzeny jako mozna alternativa k protilatkdm
v sendvicovych imunotestech, imunoprecipitacich a v pritokové cytometrii[84, 85]. Jsou
zalozeny na methakrylamidovych kopolymerech substituovanych cilicimi ligandy,
zachytovymi kotvami (napf. biotin, motivy pro selektivni cykloadice) a reportéry (napf.

fluorescencni, radiografické, luminiscenc¢ni).

Methakrylamidové polymery jsou pfipravovany pomoci reversibilni adi¢né-fragmentacni
polymerizace ptfenosem fetézce (angl. zkr. RAFT, druh radikdlové polymerizace)
s naslednym odstranénim pienaSecCové skupiny dle Perriera[86]. Mechanismus RAFT

sestava z kroku[87, 88]:

1. Iniciace — Iniciator (typicky azobisalkylnitril, téZ peroxidy) se rozpadd za vzniku
radikald, jejichz reakci s monomerem (obecné monoalkeny schopné radikdloveé
polymerizace[89]) vznika radikal monomeru.

2. Propagace — Adici polymerniho radikalu na monomer se fetézec radikalu prodluzuje.

3. Predbézna rovnovaha — Polymerni radikdl reaguje s pfenaSecim cinidlem (obecné
dithioester ¢i trithiokarbonat) za vzniku adduktu, ktery postupuje neparovy elektron
odstupujicimu zbytku €inidla — tento reakci s monomerem spousti dalsi iniciaci.

4. Pracovni rovnovdha — Polymerni zbytek na pfenaSeci je vyménovan za volné
polymerni radikaly, ¢imz mtze byt dale prodluzovan. Hotovost volnych radikala
schopnych propagace je tak idedln¢ rovnomérné sdilena napfic fetézci.

5. Terminace — Radikaly (polymerni, inicidtorové, pfenasecové) spolecnou reakci
zanikaji. Koncovy pfenaseCovy motiv musi byt ze zbyvajici populace odstranén

pfidanim nadbytku azobisalkylnitrilu[86].

Prekurzory =~ kopolymerGi = pouzitych v této praci vznikaji Z monomerd
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu  (HPMA) a  3-(3-methakrylamido-propanoyl)
thiazolidin-2-thionu pro kopolymery s napojenim substituentii pres [-Ala, ¢i
3-(6-methakrylamido-hexanoyl)thiazolidin-2-thionu pro napojeni pies aminokapronovou
kyselinu (Acap) s pouzitim azobisisobutyronitrilu (AIBN) jako Stépného inicidtoru a
2-kyanoprop-2-yl ethyl trithiokarbonatu jako ptenaseciho ¢inidla ve smési DMSO:#-butanol
1:9 (v/v), ktera byla probublana argonem ve sklenéné¢ ampuli, jeZ je posléze zatavena

pted 16-h reakci pti 40°C[90].
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Ligandy s volnou aminoskupinou jsou posléze navazany na polymer v DMF s organickou
bazi (typicky DIEA) zaménou za aktivni TT (thiazolidin-2-thion) skupinu jako amidy[91].
Podil aktivnich TT skupin je mozno stanovovat spektrofotometricky (€302nm, methanol =
10600 Lmol'.cm™)[84], avSak s opatrnosti vzhledem k blizkosti absorpéniho pasu
aromatickych skupin. Jako purifikaci mezi reakénimi kroky je mozné vyuZit nizké
rozpustnosti pHPMA v acetonu a etherech a produkt srazet smési aceton-diethylether 3:1

(V/v).

Jako findlni purifikacni krok je pouzita gelova permeacni chromatografie. Kli¢ovou
validacni metrikou pro preparaty polymerti je index polydispersity (Mw/Mn, ¢i D)[88]
stanovovany nejprve pomoci geometrie chromatografického vrcholu produktu a néasledné
ovéifovany pomoci rozptylové analyzy. Mw/Mn urCuje rozpéti distribuce molekulovych
hmotnosti makromolekul preparatu (Mw/Mn = 1 pro ideédlni smés makromolekul o identické

molekulové hmotnosti).
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2. Cile prace

e Analyza specificity peptidovych variant Fc-III vi¢i vybranym druhim Ig

e Piiprava série polymernich konjugatli nesoucich peptidy rozeznavajici Ig

e Analyza vlivu cyklizacni topologie a spojovaciho motivu na afinitu a specificitu
konjugatt

e Stanoveni detek¢nich limith vybranych konjugatt a srovnani s komer¢nimi

sekundarnimi protilatkami
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3. Material a metody

3.1. Material a chemikalie

Peptidy (viz Tabulka 1) byly pfipraveny Ing. Miroslavou Blechovou a Dr. Martinem
Hradilkem ze skupiny Medicinalni chemie UOCHB Dr. Pavla Majera. Aminokyselinové a
chromatografické analyzy byly provedeny Radkem Souckem z téZe skupiny. Peptidy byly
piipraveny standardni Fmoc/DIC/Oxyma chemii na pevné fazi s cyklizacemi provedenymi
dle literatury[92], nasledované purifikaci pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie
na reverzni fazi. Lyofilizaty byly rozpuStény v DMSO a koncentrace byla stanovena pomoci

aminokyselinové analyzy.

Tabulka 1. Seznam peptidii pouZitych v této praci se sekvencemi, zdkladnimi motivy a
tuéné oznaCenym mistem napojeni na polymerni nosi¢. Strukturni vzorce jsou v Obrazku 4

v Teoretické ¢asti.

Nazev Sekvence
H-[TTDS]-D(IIAWHLGELVW?T-NHz

Fe-III

H-[TTDS]-CD?AWHLGELVW(I:TC-NHz

Fc-4C
= [(R)-4-amino-L-Pro]-DCAWHLGELVWCT-[D-Pro] =
Fc-{R} | |
— [(S)-4-amino-L-Pro]-DCAWHLGELVWCT-[D-Pro] =
Fc-{S} | |
H-PEGs T
Fc-{S}-L |— [(S)-4-amid-L-Pro]- DCAWHLGELVWCT-[D-Pro]
l | -|

Polymerni prekurzory a vétSina konjugati (viz Tabulka 2) byly pfipraveny Dr. Liborem
Kostkou, Dr. Jifim Strohalmem a Dr. Vladimirem Subrem ze skupiny Biolékaiskych

polymertt UMCH Dr. Tomase Etrycha.

Peptidova pole byla dodana firmou PEPperPRINT, Heidelberg, SRN.
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Tabulka 2. Seznam polymeri pouzitych v této praci sjejich zakladnimi parametry

a primérnym poctem ligandii na molekulu polymeru stanovenym pomoci aminokyselinové

analyzy.
Nézev Mw  _Mw Spojovaci Ligand 1 Ligand 2 Ligand 3
[g/mol] M motiv Nazev  Po¢. Nazev Po¢. Nazev Poc.

U-40 79000 1,19  B-Ala Dy-676 3 1T 60 -

U-50 78500 1,19  B-Ala biotin 4 1T 50 - -
U-133 138600 1,19 Acap Fc-{R} 14 Atto488 4 biotin 5
U-134 145600 1,19 Acap Fc-{S} 17 Atto488 4 biotin 5

U-138B 115000 1,21 Acap Fc-{S} 23 Cy7.5 3 biotin 5
U-139A 117000 1,65 Acap Fc-{S}-L 24 Atto488 3 - -
U-139B 161000 1,20 Acap Fc-{S} 23  Atto488 3 - -

Normalni alpaci sérum a y-globulinové frakce byly zakoupeny od Jackson ImmunoResearch,
Cambridgeshire, UK. Ackoli jsou preparaty ozna¢ovany vyrobcem jako y-globuliny, zptisob
jejich purifikace vede k tomu, ze preparat je z vétSiny [gG[93]. Alpaci IgG1-3 byl izolovan
z normalniho alpaciho séra dle literatury[94]. Kufeci IgY byl pfipraven z vejce (Schubert,
Praha, CZ) dle literatury[48]. Seznam pouzitych imunoglobulinovych preparaci se zdroji je
k dispozici v Tabulce 3. Cistoty preparaci lze zhodnotit z Obrazku 2 v sekci Diverzita vyse.

Protilatky byly déle biotinylovany dle protokolu vyrobce[95].

Tabulka 3. Seznam pouzitych preparaci IgG a IgY. Nazvy druht jsou v dal§im textu

zkraceny dle uvedeného klice.

Nézev v textu Zivodisny druh Ob;. &islo
kuie kur doméci (Gallus gallus domesticus) 8594032850327
syrsky kiecek kiecek zlaty (Mesocricetus auratus) 007-000-002
kocka kocka domadci (Felis catus) 002-000-002
alpaka lama alpaka (Vicugna pacos) 028-000-121
ovce ovce doméci (Ovis ammon) 013-000-002
pes pes domaci (Canis lupus familiaris) 004-000-002
morce morc¢e doméci (Cavia porcellus) 006-000-002
kan kin doméci (Equus caballus) 008-000-002
osel osel domdci (Equus africanus asinus) 017-000-002
krava tur domadci (Bos taurus) 001-000-002
prase prase doméci (Sus domesticus) 014-000-002
koza koza domaci (Capra aegagrus hircus) 005-000-002
kralik kralik doméci (Oryctolagus cuniculus) 011-000-002
potkan potkan obecny (Rattus norvegicus) 012-000-002
mys$ my$ domdci (Mus musculus) 015-000-002
clovek ¢lovék moudry (Homo sapiens sapiens) 009-000-002
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Zdroje lidskych isotypovych kontrol jsou shrnuty v Tabulce 4.

Tabulka 4. Zdroje a strucny popis pouzitych lidskych isotypt Ig a jejich podtiid.

Ig Zdroj®?l  Vyrobce

Ob;. ¢islo

AW |[—

A

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

HCA192

HCA193

HCA19%4

HCA195

HCA190

HCA189

AlA|A|A|A|A|A

N | —

Invivogen, Toulouse, Francie

maba2-ctrl

M
D

K+A
K/

=R RRR R R

Abcam, Cambridge, Spojené kralovstvi

ab90348

ab91022

[a] R: rekombinantni, I: isolat

Seznam dalSich pouzitych reagencii a materiald je v Tabulce 5, resp. 6. K deionizaci vody

byl pouzit systém Millipore Milli-Q (dale voda).

Tabulka 5. Seznam pouzitych chemikalii a dalSich reagencii.

Nazev Vyrobce Ob;. ¢islo
protein G-HRP Invitrogen P21041
protein G IRDye800 Rockland PG00-32
IRDye 800CW Streptavidin LI-COR 926-32230
IRDye 800CW Goat anti-Human IgG (H + L) LI-COR 926-32232
IRDye 800CW Goat anti-Mouse IgG (H+ L) LI-COR 926-32210
IRDye 800CW Goat anti-Rabbit IgG (H + L) LI-COR 926-32211
IRDye 800CW Donkey anti-Goat IgG (H + L) LI-COR 926-32214
IRDye 680RD Goat anti-Rat IgG (H+ L) LI-COR 926-68076
EZ-Link NHS-PEG4-Biotin Thermo Fisher 21362
kasein koncentrat 5,5 % SDT CBC2
luminol 97 % Sigma-Aldrich 123072
4-jodofenol 99 % Sigma-Aldrich 110201

tris hydrochlorid 99 % Sigma-Aldrich  T5941
DL-1-amino-2-propanol 90 % Sigma-Aldrich ~ W396508
N,N-Diisopropylethylamine (DIEA) 99,5 % Sigma-Aldrich 387649
2-merkaptoethanol 99 % Sigma-Aldrich ~ M6250
dodecylsulfat sodny (SDS) 98,5 % Sigma-Aldrich L3771
akrylamid 99 % Sigma-Aldrich ~ A9099
N,N‘-methylenbisakrylmid 99 % Sigma-Aldrich ~ M7279
N,N,N'",N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 99 % Sigma-Aldrich = T9281
Coomassie Brilliant blue R 250 Sigma-Aldrich 1.12553
peroxid vodiku 30 % Lachner 10064
chlorid sodny p.a. Lachner 30093
N,N-Dimethylformamid (DMF) HPLC Lachner 20021-LTO
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Tabulka 5. Pokracovani

Nazev Vyrobce Ob;. ¢islo
kyselina borita p.a. Lachner 10017-AP0O
kyselina octova p.a. Lachner 10047-A80
diethylether stabilizovany p.a. Lachner 20018-ATO
glycerin bezvody p.a. Lachner 40058-ATO
peroxodisiran amonny (APS) p.a. Lachner 30154-AP0
aceton p.a. Lachner 20001-CTO
methanol p.a. Lachner 20038-ATO
azid sodny p.a. Penta 10620-3010
modi bromfenolova p.a. Penta 21500-30010
glycin p.a. Penta 14570-30500

Tabulka 6. Seznam pouzitych materiali.

Nazev Vyrobce Ob;. ¢islo
Nunc MaxiSorp 96-jamkové desticky ¢erné Thermo Fisher 437111
Amicon Ultra-0.5 mL 30 kDa MWCO Merck UFC5030BK
nitrocelul6zovd membrana, role, 0,45 um Bio-Rad 1620115
Echo-kompatibilni 384-jamkové PP desticky Labcyte PP-0200

Kli¢ové pouzité ptistroje:
e (tecka Infinite M1000 Pro, Tecan Group, Ménnedorf, gvycarsko
e skener Odyssey CLx, LI-COR Biotechnology, Lincoln, USA
e skener Typhoon FLA 9000, GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, USA
o akusticky davkovaci systém Echo 550, Labcyte, San Jose, USA.

Pro zpracovéani strukturnich dat byly vyuZity programy PyMOL[96] a LigPlot+[83].
K analyze inhibi¢nich dat byl pouzit GraphPad Prism 6. Chemické vzorce a diagramy byly
zpracovany v programu ChemDraw 16. K obecnym grafickym upravam byl pouzit

CorelDRAW X8 a GIMP 2.10.10.

3.2. SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

e 6 x Vzorkovy pufr neredukujici: 350 mM Tris-HCI, 30 % (v/v) glycerol, 9 % (w/v)
SDS, 180 mM bromfenolova modi; pH 6,8
e 6 x Vzorkovy pufr redukujici: neredukujici s 5 % (v/v) 2-merkaptoethanol

e 10 x elektrodovy pufr: 250 mM Tris-HCI, 1,9 M glycin, 1 % SDS; pH 8,3
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e RozliSovaci gel (x %): 375 mM Tris-HCI, x % (w/v) akrylamid smés, 0.1 % (w/v)
SDS, 0.2 % (v/v) TEMED, 0.1 % (w/v) APS; pH 8,8

e Zaostrovaci gel (6,6 %): 250 mM Tris-HCI, 6.6 % (w/v) akrylamid smé¢s, 0.1 % (w/v)
SDS, 0.2 % (v/v) TEMED, 0.1 % (w/v) APS; pH 6,8
Pro ptipravu pouzita smés 36:1 (w:w) akrylamidu a N,N*-methylenbisakrylmidu

e Barvici roztok: 0,1% (w/v) Coomassie R250, 10% (v/v) kyselina octova, 40% (v/v)
methanol

e (Odbarvovaci roztok: 10% (v/v) kyselina octova, 20% (v/v) methanol

Gelova elektroforéza byla vyuzita k vyhodnoceni Cistoty preparati protilatek pouzitych
v této praci a kilustraci jejich organizace. Pro pfipravu vzorkl byly k 10 pl roztoku
preparatu o koncentraci 0.5 mg/ml pfiddny 2 pl 6 x redukujiciho, ¢i neredukujiciho
Vzorkového pufru s ndslednou inkubaci 10 minut pti 96 °C za intenzivniho michani. Vzorky
byly naneseny na gel (x = 12 % pro redukované, 8 % pro neredukované vzorky; nanaska

10 pl) a byla spusténa elektroforéza s konstantnim napétim 200 V po dobu 60 minut.

Gel byl vyjmut z aparatury, promyt vodou a obarven Barvicim roztokem 60 sekund
v mikrovinné troubé pii 600 W a nésledné 5 minut pii 100 tderech za minutu na orbitalni
ttepacce (jako v nésledujicich krocich). Gel byl tiikrdt promyt vodou a odbarven
Odbarvovacim roztokem 60 sekund v mikrovinné troubé s naslednym S-minutovym
ttepanim. Odbarvovani bylo provadéno typicky tfikrat do dosaZeni pftijatelné intenzity

prouzk proti pozadi.

3.3. Priprava konjugatl

Pro ptipravu konjugatii UR-74 a UR-75 byl pouzit obecny postup — 10 nmol prekurzoru bylo
rozpustétno v DMF s 10 ekvivalenty DIEA a jednim ekvivalentem Fc-III peptidu
vuci latkovému mnozstvi TT skupin — v pfipadé UR-74 a prekurzoru U-40 600 nmol,
UR-75 a prekurzoru U-50 500 nmol — s vyslednym objemem 100 pl. Reakce pti pokojové
teploté probihala pfes noc za intenzivniho michani (vortex). Druhy den bylo pfidano 10 umol
I-amino-2-propanolu v 10 pl vody a reakce byla déale inkubovana jednu hodinu k vysyceni

ptipadnych zbyvajicich aktivnich skupin.
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Konjugat byl nésledn¢ srazen smési aceton/diethylether 3:1 (v/v), rozpustén ve vode a
izolovan opakovanou ultrafiltraci na 30 kDa MWCO filtracni jednotce pii 13000 % g,
s desetindsobnym promytim vodou (propustnost pro peptid ovéfena predchozim
experimentem). Roztok byl posléze upraven na pivodni koncentraci polymeru 100 uM
ve vod¢é. Primérny pocet substituenti na castici polymeru byl stanoven pomoci

aminokyselinové analyzy.

3.4. Stanovovani inhibi¢nich konstant ligandu

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

e TBS: 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl; pH 7,4
e TBST: 0,05 % Tween-20 (v/v) v TBS

e Bloka¢ni puft: 0,5 % (w/v) kasein v TBS

e Chemiluminiscenéni substrat: 100 mM Tris-HCI, 2,5 mM luminol, 2 mM
4-jodofenol, 0,02 % peroxid vodiku, pH 8,0

Pro stanovovani disocia¢nich konstant ligandl bylo vyuzito sdileni vazebného mista mezi
Cn2 a Cu3 doménami IgG s proteinem G, ktery jako konjugat s HRP slouzil jako reportér.

Test je provaden pii laboratorni teploté v duplikatech.

Na kaZzdou analyzovanou jamku titra¢ni desticky bylo zachyceno 10 ng lidského IgG (pro
siln¢ inhibitory snizeno[97]) ve 100 pul Adsorpéniho pufru s casem inkubace 60 minut pfi
100 uderech za minutu na orbitalni tfepacce (jako v nésledujicich krocich). Desticka byla
vyprazdnéna a nasledovala hodinova blokace s 200 pl Bloka¢niho pufru. Po tfech promytich
200 pl TBST byla nanesena typicky 12-bodova tfinasobnd fedici fada analyzovaného
ligandu v TBST s koncentraci reportéru 10 pg/ul.

Jako positivni kontrola byla pouzita série jamek pouze s reportérem, jako negativni kontrola
byla pouzita série jamek s 10 pM Fc-III (v ptedchozich experimentech ovéteno, Ze
jako negativni kontrola funguje stejné jako protein G). Desticka byla po hodinové inkubaci
petkrat promyta TBST, bylo piidano 175 pl Chemiluminiscen¢niho substratu a luminiscence

byla bezprostfedné prectena (integrace 100 ms, bez atenuace).

S pouzitim kontrol byly hodnoty relativni luminiscence pro jednotlivé body piepocteny
na procentudlni podil navazaného reportéru. Tyto hodnoty byly posléze vyneseny

v zavislosti na logaritmu koncentrace ligandu a byla provedena nelinedrni regrese
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této zavislosti v programu GraphPad Prism 6 pomoci Cheng-Prusoffova modelu[98]

pro stanoveni konstanty Ki a jejiho 95% intervalu spolehlivosti.

Jelikoz molekulova velikost konjugatu je kvili zptsobu ptfipravy nezndma[99], je vhodné
pouzit odhad pro stanoveni koncentrace konjugatu (zde 100 pM pfti 10 pg/ul a Mw 100 kDa)
a nasledné pro vyjadreni jeho disocia¢ni konstanty (Kp = 6,5 nM). Oba tyto tdaje jsou nutné
k zptesnéni vyslednych inhibi¢nich konstant pomoci Cheng-Prusoffova modelu (ackoli
pouze o 1,5 %), kde odhad dé€lenim zanikne. Vysledky jsou uvadény po zaokrouhleni

na odpovidajici pocet platnych ¢islic ve formatu Ki+ 95% CI.

3.5. Analyza peptidovych poli

e TBST: 0,1 % Tween-20 (v/v) v TBS

e Blokacni pufr: Rockland MB-070 v TBST

e Inkubacni pufr: 10 % Rockland MB-070 v TBST
e Smédceci pufr: 1 mM Tris-HCI, pH 7.4

K vyhodnoceni sekvencnich preferenci byly vyuzity kombinatoridlni peptidové knihovny
na pevné fazi (angl. peptide arrays, peptidova pole, mikropole) zahrnujici vS§echny bodové
zamény za proteinogenni aminokyseliny s vyjimkou cysteinu napii¢ peptidem Fc-III

(DCAWHLGELVWCT).

Mikropole jsou velmi nachylnd na artefakty zptisobené ¢asticemi prachu, vSechny roztoky
byly tedy pfed pouzitim filtrovany 0,22 um stfikackovymi filtry a vSechny operace byly
provadény v laminarnim boxu. Protokol je provadén pii pokojové teploté a v duplikatu
na separatnich polich. Ke stanoveni pozadi v diisledku nespecifické vazby reportéru (zde

fluorescenéné znaceny streptavidin) je tfeba protokol provést nejprve bez inkubace s IgG.

Pole na podloznim sklicku 25 % 75 mm byla nejprve ekvilibrovana 15 minut v 500 ul TBST
na orbitalni tfepacce pii 150 tderech za minutu (stejné jako dale). Po odsati nasledovala
hodinova inkubace v Blokaénim pufru (500 pl). Posléze bylo ptidano 500 pl 10 pg/ml

roztoku biotinylovaného IgG v Inkuba¢nim pufru a pole byla inkubovéna ptes noc.

Druhy den byla pole tfikrat promyta 500 ul TBST a byla jednu hodinu vyvoldvana za pomoci
500 pl roztoku 1:10000 Streptavidin-800CW v Inkubacnim pufru. Pole bylo promyto stejné

jako v ptedchozim kroku a bylo dvakrat smoc¢eno ve Smacecim pufru a osuseno proudem
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dusiku. Suché pole bylo nasledné analyzovano pomoci fluorescencniho skeneru (LI-COR
Odyssey CLx ,,800 kanal*, Ex 785 nm LP 810 nm, 21 pm/px, maximalni kvalita,

automatické korekce signalu).

Obrazovd data byla posléze analyzovana v programu Image] (doplnék Microarray
profile[100]) s odeCtenim pozadi zjiStén¢ho predchozim experimentem. Jako negativni
kontrola (0 %) slouzily tecky se stejnym aminokyselinovym sloZzenim s pozménénou
peptidovou sekvenci (WLHETLCVADGCW), jako pozitivni kontrola (100 %) byly pouzity
teCky s parentdlnim peptidem Fc-1II (DCAWHLGELVWCT). S jejich pomoci byla
transformacné stanovena procentualni hodnota signalu tecek jednotlivych mutanti.
Na zaklad€ hodnot v duplikatu byl vypocten primér a smérodatna odchylka. Datové body
s odchylkou vétsi nez 30 % byly vylouceny. Zbylé hodnoty byly posléze vyneseny

jako teplotni mapy a logo-grafy pomoci tabulkového procesoru MS Excel.

3.6. TecCkovy blot

e Teckovy pufr: 100 mM borat, 0,1 % azid sodny, pH 9.5
e Bloka¢ni puft: 0,5 % (w/v) kasein v TBS
e TBST: 0,1 % Tween-20 (v/v) v TBS

K vyhodnoceni detekénich limith a isotypovych preferenci konjugéti byl vyuzit teckovy
blot (angl. dot blot). Roztoky IgG, ¢i IgY o koncentraci 10 mg/ml v Te€kovém pufru byly
23-krat dvounasobné ziedény a 2,5 nl kazdého bodu vzniklé fady bylo akusticky pieneseno
na nitrocelulosovou membranu (Labcyte Echo 550, celkem 24 bodi na kazdou protilatku).
Vysledna pole byla piipravena v kvadruplikatu. Graficka ilustrace pracovniho postupu je

zachycena v Obrazku 5 na dalsi strané.

Membréana byla ponechdna 30 minut na stole k usuSeni, poté byla pfenesena do 50 ml
konické zkumavky a inkubovéna za valivého ota¢eni 50 min™! a laboratorni teploty (stejné
jako dale) s 5 ml Bloka¢niho pufru. Membrana byla posléze tfikrat 5 minut promyvana 5 ml
TBST pted hodinovou inkubaci s 5 ml 4 nM roztoku zkoumaného polymeru (u protilatek
proteinu G bylo pouzito fedéni 1:10000) v TBST. Na zavér byla membrana pétkrat 5 minut
promyta 5 ml TBST a bezprostfedné¢ poté analyzovana na fluorescen¢nim skeneru —
u polymert a protilatek s 800CW, 680RD a Cy7.5 fluorofory na LI-COR Odyssey CLx
(800CW, Cy 7.5: ,,800 kanal“, Ex 785 nm LP 810 nm; 680RD: ,,700 kanal“, Ex 685 nm
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SP 750 nm; 21 um/px, maximalni kvalita, automaticka korekce signalu), u polymeru UR-74

s Dy-676 fluoroforem na GE Typhoon FLA 9000 (zisk 550 V, 25 um/px, Ex 635 nm
LP 665 nm).

Obrazovd data byla posléze analyzovana v programu Image] (doplnék Microarray
profile[100]). Ziskané¢ hodnoty signalti jednotlivych tecek byly v ramci kvadruplikatu
pfevedeny na median a ziskané hodnoty byly vyneseny v zavislosti na mnoZstvi nanesené

protilatky pomoci tabulkového procesoru MS Excel.

C

(=] j=2]
zelesoffe BB 2z R PR ¢
Druh Detek&ni limit w e T3 8 B828R s I TEE2ERSG 6 Q.
kufeci lg¥Y -
syrsky kiedek 780 pg N |
kocka -
alpaka 98 pg
ovce 780 pg
pes 780 pg
morée 390 pg
kar 1,56 ng
osel 1,56 ng
krava 1,56 ng
prase 98 pg
koza 1,56 ng
kralik 98 pg
krysa 12,5 ng
my$ 3,1 ng
Clovék 49 pg

Obrazek 5. Graficky popis pracovniho postupu pro piiklad konjugatu U-138B. (A) Redici
fady roztokl protilatek jsou pfeneseny na nitrocelulosovou membrénu, zablokovéany a

vizualizovany. (B) Ptitazeni signalt te¢ek. (C) Vyhodnoceni detek¢énich limita.
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K nalezeni detekéniho limitu byla vyuzita iterativni podminka zacinajici od bodu 4.
nejnizsitho mnozstvi protilatky (24 fg; arbitrarni, zvoleno ke sniZzeni vlivu velmi blizkych
hodnot v pozadi, nejnizsi pozorovany limit byl 760 fg) — prvni bod s intenzitou signalu vyssi
nez tii smérodatné odchylky souboru ptedchazejicich signalii byl oznacen jako detekéni

limit. Vysledné hodnoty byly kontrolovany na pfitomnost artefaktll bez nutnosti Upravy.

V ptipadé¢ vySetrovani specifity pro lidské isotypy a jejich podtiidy, a srovnavani konjugatt
s proteinem G byly vyhodnoceny pouze relativni intenzity signalt te¢ek s nejvyssi nanaSkou
ve vztahu k signdlu s nejvyssi intenzitou v daném souboru. Tento zptisob vyhodnoceni byl
zvolen, aby bylo mozno srovnat selektivitu konjugatii s rozdilnou aviditou, fluorofory a
potencidlné absolutni citlivosti. Pro vyhodnoceni statistické vyznamnosti byl ve vybranych

ptipadech pouzit dvouvybérovy neparovy T-test.
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4. Vysledky

4.1. Priprava konjugatu

Ptipravy konjugati UR-74 a 75 na zadklad¢ aminokyselinové analyzy prob¢hly uspésne,
s u€innosti navazani peptidit 38 % v ptipad¢ obou konjugéti. Kombinaci dat z rozptylové,
spektrofotometrické a aminokyselinové analyzy byly ziskany pramérné pocty monomernich

jednotek a substituentl (viz Obrazek 6).

Protokol je mozno v suchém prostiedi DMF, nicméné zbytkova voda v prekurzoru

po pridavku organické baze vede khydrolyze aktivnich TT skupin (ovéfeno
spektrofotometricky pfedchozim experimentem) a v nékterych ptipadech k niz§im a méné

predvidatelnym podiliim substituce.

V dalsich experimentech bylo pro reakce zvoleno vodné prosttedi PBS pH 7.4, ve kterém je

ucinnost navazani srovnatelna, avsak méné proménliva napfic¢ riznymi ligandy.

|/ e Mo\ W }/ e Mes Mor Ve Ve
\ - AN A e . ii.) (N VAN AREVA AN IA
r {/ﬂ it ' L ) [
UR-74 | UR-75 2 g i
R: UR-75 a 3 4 % L Y\)HL
b 485 494 9 w o L )ﬁ’ j‘ R
e c 60 50 KL Q L; "J\|
X 23 19 o oy
. 2 v+ 37 31 "’JV\yr ‘ ’er

5
(\ HH

i) 50 eq. DIEA, 1 eq. Fc-lll, DMF, RT O/N
ii.) ~20 eq. 1-amino-2-propanol, DMF, RT 1 hodina

Obrazek 6. Reakéni schéma piipravy konjugati UR-74 a UR-75 s tabulkou primérnych

poctl monomert a substituentii na molekulu polymeru.
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4.2. Vliv konjugace a zpUsobu cyklizace peptidl

Polymerni konjugaty UR-74 a 75 nesouci peptid Fc-III se spojovacim motivem TTDS byly
srovnany s vychozim peptidem se spojovacim motivem na zakladé¢ hodnot inhibi¢nich
konstant. Pti primérném poctu 23, resp. 19 peptidit na molekulu polymeru doslo ke zvyseni

afinity o dva fady (viz Obrazek 7).

5 100%-

-— + Fc-lll K, =23+4nM
o <o UR-74 K;=120+20pM
> 50%- <~ UR-75 K, =110+ 30 pM
©

& 25%-

>

<

Z 0%

e B L L e e e mma L mea s e ]
13 12 1110 9 -8 -7 6 -5 -4

log € jigand
Obrazek 7. Stanoveni inhibi¢nich konstant polymerit UR-74 a 75 a vychoziho peptidu.

Uprava topologie Fc-I11 v p¥ipadé Fc-4C a Fe-{R/S} (viz Obrazek 4 v Teoretické &asti) vedla
v obou piipadech ke zvyseni afinity v souladu s literaturou (viz Obrazek 8)[79, 80]. Rozdil
v afinit€¢ mezi peptidy Fc-{R} a {S} byl dle o¢ekavani mirn¢ za hranici chyby méteni
ve prospéch Fc-{S}. Obdobny rozdil byl téz pozorovan u polymernich konjugatii nesoucich

tyto peptidy — U-133 resp. U-134.

» 100%- -~ Fc-lll K, =23 +4 nM

£ = Fc4C  K=9.1+2.9nM
a 75%: ~ Fc{R} K, =2.9+08nM
> 50%- o Fc{S} K =1.4+0.3nM
S o U-133 K, =220+ 40 pM
s 2% = U-134  K;=100 + 30 pM
= 0% -

1312 -1 -10 9 8 -7 6 -5 -4
I°g‘=ligand

Obrazek 8. Srovnani peptidi s rliznymi strategiemi cyklizace, stereoizomerd peptidi

s diprolylovym mitistkem a jejich peptidovych konjugatt (Fc-{R} U-133; Fc-{S} U-134)
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Zavedeni PEGs jako spojovaciho motivu na Fc-{S} peptid zptsobilo zvyseni afinity, které

se vSak jiz neprojevilo po navazani na polymerni nosi¢ (viz Obrazek 9).

5 100% & Fc{S}-L Ki = 590 + 60 pM
S 751 —+ Fc-{S) Ki=14+0.3nM
o o U-139A K; = 220 + 30 pM
E 50% - -~ U-139B Ki=110+ 20 pM
S 25%-

>

©

Z 0%

.| | i | "

13 12 11 10 9 -8 -7 -6
IOgcligand

Obrazek 9. Porovnani vlivu zavedeni spojovaciho motivu do peptidu Fc-{S} ve volné formé

a ve formé¢ polymerniho konjugatu (Fc-{S}-L U-139A; Fc-{S} U-139B)

Zajimavym efektem zmény cyklizacni strategie z Fc-11I na Fc-{S} byla zména selektivity
vuci lidskym isotyplim. Zatimco Fc-III konjugat UR-74 vazal IgGl-4 a IgM, v piipadé
Fc-{S} konjugatu U-138B byla vazba na IgM potlacena (p < 0,0001, viz Obréazek 10).

O UR-74 @ U-138B

100%-{—{[— .:[__} -I- T E

75%- ‘}

50%+
25%-
»

Relativni signal

0% = - h

o o I > v"

2 Q N2
) © © N<) N \QV' © © ©

Obrazek 10. Rozdily v profilu selektivity lidskych isotypti a jejich podtiid pro konjugéat UR-
74 s Fc-111 a U-138B s Fc-{S}.
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Vertikalni osa vyjadiuje relativni signél te€ky daného mutantu, kde 100% odpov

parentalniho Fc-III peptidu.
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Predbézna rafinace dat je shrnuta v Tabulce 7. Zbyvajici soubor primért byl linearné
transformovan za poloZeni priiméru souboru signalli vychoziho peptidu Fc-III jako 100% a
signaltl zamichané sekvence jako 0%. Vysledné hodnoty relativniho signalu, ¢i relativni
preference mutantu protilatkou dané¢ho druhu, byly zndzornény v Obrazku 11 na pfedchozi

stran€.

Tabulka 7. Validace analyzy peptidovych poli se shrnutim poctu vylouc¢enych bodt (>30%

smérodatnd odchylka) a primérnd smérodatnd odchylka (SD) zbyvajiciho souboru.

syrsky
Clovek alpaka kiecek pes kralik osel koza more potkan kun my§ prase
vyloucené 1 1 2 7 1 0 4 17 0 6 1 0

prim. SD  10% 6% 13% 20% 7% 8% 10% 19% 7% 17% 13% 8%

4.4. Srovnani s komerénimi sekundarnimi protilatkami

Fluorescen¢né znacené polymery UR-75 a U-138B, panel sekundéarnich protilatek a protein
G byly analyzovany pomoci teCkovych bloti za ucelem vyhodnoceni detekénich limita

pro protilatky vybranych druhi (viz Tabulka 8).

Tabulka 8. Detekéni limity panelu protilatek pro polymerni konjugity ve srovnéni
s proteinem G a komer¢nimi sekundarnimi protilatkami (oznaceni a vyrobci v sekci Material

a chemikalie vyse). Pomlcky (-) oznacuji, Ze vazba nebyla pozorovana.

Druh UR-74 UI138B protein  koza a- osel a- kozao- kozao- kozao-

G Clovek koza mys$ kralik  potkan
kufeci [gY - - - - - - - -

syrsky kie¢ek  3,Ing  780pg 1,56 ng 98 pg - 24 pg 195pg  12,5ng
kocka - - 25 ng 195pg  6,lpg 1,56ng 195 pg -
alpaka 390pg 98 pg 390 pg 98 pg 195 pg - 98 pg -
ovce - 780 pg 780 pg - 1,53 pg - 390 pg -
pes 6,3ng 780 pg 780 pg 12,2 pg - 780 pg 390 pg -
morce 1,56ng 390 pg 780 pg 98 pg 390 pg 98 pg 780 pg -
ktin 6,3ng 1,56ng 1,56 ng - - 1,56ng 390 pg -
osel 125ng 1,56ng 1,56 ng - - 1,56 ng 780 pg -
krava 25ng  1,56ng 780 pg - 24 pg 1,56 ng 98 pg -
prase 780pg 98 pg 390 pg 98 pg 98 pg 390 pg 98 pg -
koza 6,3ng 1,56ng 780 pg - 6,1 pg - - -

kralik 195pg 98 pg 390 pg 98 pg - 780 pg 760 fg 98 pg

potkan 25ng  12,5ng 3,1 ng 98 pg - 98 pg 6,3 ng 12,2 pg
mys 12,5ng  3,1ng 1,56 ng 49 pg - 12,2 pg - -
Slovek 24pg  49pg  3%pg 1,53 pg - - - -
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Oba polymery vykazovaly specifitu srovnatelnou s proteinem G (viz Obrazek 12), avSak
pouze U-138B se mu blizil i absolutni citlivosti. Oba konjugaty dle ocekavani vykazovaly
nejvetsi citlivost pro lidsky IgG, proti kterému byly vychozi peptidy selektovany, avSak ani
v tomto ptipadé citlivosti nepiekonaly sekundarni protilatky, které byly konzistentn€ v ramci

svého idiotypu o jeden az Ctyii fady citlive)si.

O UR-74 (@ U-138B @M Protein G
100%- -

75%4

50%-

Relativni signal

25%- I ‘
0%- | I H H ! & u I H
& B

A X @ W@ @ o L0
2.Q N N (4) < ) )
\\Q WP \Qo & & e & & PN \éfo
© @‘@
)

Obrazek 12. Srovnani relativnich signala (100% normalizace na nejvyssi signal souboru),
potazmo druhové preference polymernich konjugati UR-74 a U-138B a fluorescencné

znac¢eného proteinu G.
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5. Diskuze

Hodnoty inhibi¢nich konstant zkoumanych ligandl ve volné formé jsou v pfiblizné shodé
s publikovanymi hodnotami pro vychozi peptidy (viz Tabulka 9). Jelikoz byly v této praci
pouzity peptidy s modifikacemi — PEG spojovacimi motivy v ptipadé¢ Fc-III, Fc-4C a
Fc-{S}-L a aminacemi v pfipadé Fc-{R/S} — a pro stanoveni konstant byly v n¢kterych

pfipadech pouzity odlisné metody, nelze tyto hodnoty striktné srovnavat.

Tabulka 9. Porovnani interak¢énich konstant peptidii pouzitych v této praci s literarnimi

hodnotami pro vychozi peptidy.

Peptid Tato prace Literdrni hodnoty pro vychozi peptidy
Ki£95% CI  Modifikace Ki Reference

Fc-I1I 23 £4nM N-TTDS 25 nME, 70 nM 215 nMI®) [78-80]

Fc-4C  9.1+£29nM N-TTDS 2.45 nMP [79]

Fc-{S} 14+£03nM  4-amin (S)

Fc-{R} 29+0.8nM  4-amin (R) 0.4 nM™!, 2.2 nMF! [80]

Fc-{S}-L 590+ 60pM  4-PEGs (S)

[a] luminiscenéni kompetitivni test s proteinem G, [b] povrchova plasmonova resonance,

kompetitivni s proteinem G, [c] povrchova plasmonova resonance, piima (Kbp)

Na zéklad€ srovnani interak¢nich konstant ligandl a jejich polymernich konjugatl, lze
usoudit, Ze konjugace ma positivni vliv na afinitu, avSak ne zcela konzistentné. Zatimco
ligand Fc-III ve volné formé vykazuje Ki 23 nM a na nosici 120 a 110 pM pro UR-74, resp.
UR-75, ligand Fc-{S}-L vykazuje Ki 590 pM a 220 pM ve volné, resp. konjugované forme
(U-139A). Pti srovnatelném poctu peptidit na polymer (23 a 19 u UR-74 resp. 75 vs. 24
u U-139A) dochazi v prvnim piipadé ke zvySeni afinity o vice nez dva fady a v ptipadé
druhém méné nez tfindsobné. K objasnéni této diskrepance byly navrzeny dvé mozna

vysvétleni.

Efekt dispropor¢niho zvySeni afinity oproti vychozim peptidiim lze vysvétlit hydrofilizaci
jinak mirn¢ hydrofobniho peptidu (GRAVY index pro parentalni Fc-IIT 0,42[101]). Volny
peptid by v roztoku podléhal agregaci, a tak efektivné snizoval jeho aktivni koncentraci,
¢imz by dochazelo ke zvySeni hodnot métenych Ki. Navazanim hydrofilniho polymeru, ¢i
spojovaciho motivu by bylo mozné tento efekt zmirnit v ptipadé€, Ze by realné Ki bylo nizsi

nez kritickd agregacni koncentrace peptidu. Po dosazeni meze redlného Ki v dasledku
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modifikace by bylo dal§i snizeni mozné pouze v ndsobcich poctu ligandii na molekulu
za ptredpokladu neomezené dostupnosti vazebnych mist (vétSi koncentrace ligandu), ¢i
funkéné¢ zavisle na tomto poctu v pfipadé omezené dostupnosti (polymer o
hydrodynamickém poloméru 15-20 nm vs. fidkd vrstva adsorbovaného proteinu
s teoretickou mezimolekulovou vzdélenosti pfiblizn€ 50 nm pii 10 ng proteinu na jamku)

v disledku vétsi pravdépodobnosti produktivni kolize.

Timto by bylo mozno vysvétlit téz ,,afinitni strop®, ktery brani dalSimu snizovani Ki
konjugath s ligandy s vyssi afinitou ve volné formé (viz Obrazek 7 vs. 8 a 9 v sekci
Vysledky). K potvrzeni tohoto vysvétleni by bylo potieba agregaci prokéazat napi. gelovou
permeacni chromatografii, ¢i dynamickym rozptylem svétla. Zaroven by bylo vhodné
vySetfit interakci konjugatu i vychoziho peptidu s vazebnym mistem v roztoku, kde by se

nabizely fluorescencni techniky (polarizace, rezonanc¢ni ptenos), ¢i kalorimetrie.

Dals$im moznym vysvétlenim tohoto efektu by mohl byt vliv zvySeni molekulové hmotnosti,
vedouci ke snizeni difusniho koeficientu. U ligandii s vysokou konstantou disociace kofr by
mohlo dojit k jejimu sniZeni v disledku mensi tendence vétSiho ligandu ptechazet zpét
do roztoku a opoustét vazebné misto. Jaky vliv ma zvyseni molekulové hmotnosti na dil¢i

konstanty a potazmo disociatni konstantu Kp = ¥/ by bylo nutno ovéfit metodou

schopnou sledovani asociace i disociace, napi. povrchovou plasmonovou resonanci, jelikoz
u vétsiho ligandu by bylo stejné tak mozno predpokladat i snizeni kon, coZ by toto vysvétleni

mohlo vyvracet.

Ackoli je mozno v kombinaci s nosi¢em ziskat konjugaty s pikomolarnimi interakénimi
konstantami, je dulezité je zasadit do kontextu v soucasné dob¢ dostupnych feSeni.
Konjugéty nedosahuji selektivity ani citlivosti sekundarnich protilatek, srovnatelné jsou

pouze s proteinem G.

Z tohoto diivodu je v praci zkoumana 1 moznost optimalizace sekvence vychoziho peptidu
Fc-III. Pro stanoveni sekvencnich preferenci napii¢ druhy byl zvolen Fc-III kvili snazsi
syntetické dostupnosti jednoduché disulfidové cyklizace pfi paralelni syntéze. Ziskané
preferencni motivy je mozné pouzit k racionalnimu navrhu sekvenci s vétsi afinitou a
selektivitou pro protilatky raznych zivocisSnych druht. Jelikoz mutace kratkého
tridekapeptidu maji vysoky potencidl pro vzijemnou neslucitelnost, bude tieba je

prozkoumat ve skupinach pomoci dalSich kombinatoridlnich knihoven.
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Zatimco peptidova pole umoznuji rychlé¢ prozkoumani rozséhlych strukturnich prostort,
jsou inherentné omezena zpusobem syntézy peptidu, ktery je pfipojen pies C-konec
na tripeptidovy spojovaci motiv navazany na polymernim povlaku podlozniho sklicka.
Peptidy v této praci pouzivaji N-koncové (Fc-III, Fc-4C), ¢i jemu strukturné podobné
(Fc-{R/S}) napojeni spojovaciho motivu, jelikoz dle krystalové struktury komplexu
parentalniho peptidu Fc-III s lidskym IgG1 (viz Obrazek 3 v Teoretické Casti) je tato cast

molekuly nejlépe dostupnd rozpoustédlu.

Ligandy na poli se tedy 1i$i od ligandli zde zkoumanych navzdory shodnym sekvencim a je
mozné, ze optimalizovany ligand ziskany analyzou dat z téchto poli by paradoxné mohl
vykazovat hor$i interakéni konstanty pravé z divodu nevhodného spojovaciho motivu

béhem selekce.
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6. Zavér
Na zéklad¢ literarni reSerSe byly pripraveny peptidové ligandy Fc-fragmentl protilatek
se spojovacimi motivy pro konjugaci s polymernim nosi¢em. Volné a konjugované ligandy

byly srovnany na zaklad¢ interak¢nich konstant s lidskym IgG.

Konjugace s nosiCem ve vSech ptipadech vedla ke zvySeni afinity. Konjugaty vykazuji
selektivitu vici lidskému IgGl-4 a IgM v pfipadé jednoduché disulfidové cyklizace
peptidového ligandu, v ptipadé N—C cyklizace je vazba na IgM potlacena.

Jako vizualiza¢ni ¢inidlo polymerni konjugaty vykazuji citlivost a selektivitu v panelu
protilatek 16 zivoc¢isnych druhli srovnatelnou s proteinem G. Pfi srovnani se sekundarnimi

protilatkami vykazuji v ramci jejich idiotypu o jeden az Ctyfti fady horsi citlivost.

Analyzou kombinatoridlni peptidové knihovny byly zjistény preference aminokyselinovych
zamén Fc-III peptidu pro protilatky nékolika zivocisSnych druhi. Ziskané motivy budou
pouzity jako podklad k raciondlnimu ndvrhu optimalizovanych ligandl vazajicich

Fc-fragmenty protilatek.
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