6. ZAVER

Cilem této disertace bylo rozvinout v tuzemskych podminkach technologii pfipravy
rekombinantnich fragmentti protilatek a ovéfit cely postup na né&kolika modelovych
monoklonalnich protilatkach potencialng vyuzitelnych v diagnostice a terapii.

Pro &tyti protilatky, mAb TU-20, M75, MEM97 a F11.2.32, byly zkonstruovany
rekombinantni fragmenty v riznych formétech (scFv fragmenty monovalentni i bivalentni,
tzv. diabody; intrabody pro intracelularni expresi) a pro jejich heterologni expresi byly
pouzity vektory umoziiujici expresi v E coli (ve form& cytoplasmatickych inkluzi,
periplasmatickych inkluzi a v rozpustné formé) a vhmyzich $2 burikach (exprese
glykosylovanych forem scFv fragmentii do média). V ptipadé exprese proteinii v nerozpustné
formé byly vyvinuty renaturaéni postupy pro ziskani aktivnich forem scFv fragmenti.

Byl testovan vliv délky linkeru -(Gly,Ser),- (kde x Jje 1 az 4) spojujiciho variabilni
doménu lehkého a tézkého fetézce na vznik riznych multimemnich forem scFv. Jako optimalni
pro vznik pouze monomemiho scFv fragmentu se ukazala délka 20 aminokyselin. ScFv
s linkerem 15 aminokyselin dlouhym Jje smési mono-, di- a trimernich forem scFv, jejichz
zastoupeni je zavislé na koncentraci scFv v roztoku (se vzristajici koncentraci vzriista
mnoZstvi nasobnych forem scFv, hlavng dimeru). P¥i délce linkeru 10 a 5 aminokyselin je
rovnovaha vyrazné posunuta ve prosp&ch dimerni formy. Bylo ukazano, Ze vyznamnou roli
pfi vzniku oligomernich forem hraje i sekvence variabilnich domén.

K charakterizaci scFv fragmentii byly vedle ,b&znych postupl jako jsou ELISA,
Western Blot nebo pritokova cytometrie pouZity i pokrogilej3i fyzikalng-chemické metody
ITC aDSC.

Jednim ze studovanych konstruktii byl i tzv. intrabody format scFv fragmentu, ktery
umoZiiuje intracelularni expresi a vazbu k antigenu uvniti buiky a tim zpiisobovat pokles jeho
koncentrace na povrchu bunék,

U scFv fragmentu odvozeného od monoklonalni protilatky M75 byl testovan i vliv
vzajmené orientace Vi a Vi domén v scFv polypeptidu na stabilitu a vazebnou aktivitu. Bylo
zjiténo, Ze orientace Vy-V| vykazovala vys3i stabilitu, coz se zejména projevovalo
vpribéhu purifikace, nicméné vazebna aktivita stanovend metodou ITC v optimalnich

podminkach byla pro obg orientace velmi podobna.
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