Tato prace popisuje tvorbu a vlastnosti disulfidicky stabilizované¢ho variabilniho
fragmentu protilatky SD3 specificky rozpoznavajici glutamatkarboxypeptidasu II, antigen uzce
souvisejici s karcinomem prostaty 1 jinymi nadorovymi onemocnénimi. Malé protilatkové
derivaty jsou v soucasnosti masivné vyuzivany pro vyvoj diagnostickych a terapeutickych
nastroji. Nékteré typy téchto derivath vSak vykazuji sniZzenou stabilitu terciarni struktury, coz
muze vést k nizkému vytézku pii produkci anebo ke zhorSeni az ztraté funkce proteinu. Tento

problém je Casto feSen zavadénim strukturnich zmén pomoci proteinového inzenyrstvi.

Cilem prace bylo zavedeni interdoménového disulfidického mustku do struktury
jednofetézcového variabilniho fragmentu protilatky za ucelem zvyseni jeho stability. Vliv
zavedené modifikace na stabilitu proteinu byl posuzovan z hlediska vytézku purifikovaného
proteinu a jeho afinity k antigenu. Vyvijeny protilatkovy derivat byl produkovan
v prokaryotickém expresnim systému Escherichia coli s vyuzitim signéalni sekvence smétujici
produkovany derivat do periplasmatického prostoru. Snaha o stabilizaci proteinu probihala
pomoci mutageneze na pozicich G44 variabilni domény tézkého tetézce a G100 variabilni
domény lehkého fetézce zdménou glycinl za cysteiny. Charakterizace purifikovaného proteinu
probéhla s vyuzitim metody ELISA. Prace dale ukazuje vyieSenou trojrozmérnou strukturu

prekurzoru produkovaného proteinu, jednotetézcoveého variabilniho fragmentu protilatky SD3.

Hlavnim vysledkem experimentalni ¢asti této prace bylo zjisténi, Ze zvolena strategie
stabilizace nevede ke kyzenému vysledku diky piili§ velké vzdalenosti mezi mutovanymi
rezidui, ktera nedovoluje vzniknout stabilizujicim disulfidickym vazbam. Zaroven vSak jsou
diskutovany alternativni pfistupy potencidlné¢ vedouci ke stabilizaci jednofetézcového
fragmentu. Také byly naméfeny hodnoty disociacnich konstant protilatky 5D3 a jejich dvou
fragmentl. V piipad¢ intaktni protilatky souhlasil ziskany vysledek s dostupnou literaturou,

v ptipad¢ jednotetézcovych variabilnich fragmentl se vysledek s literaturou rozchéazel. Tento
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