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1. Uvod

Uroveti dne$nich znalosti o molekuldrni podstats
mnoha chorob napomaha védctim i 1ékaiim testovat nové
zpusoby terapie. Napiiklad jiz dnes v klinické praxi rozsi-
fend biologicka 1écba, ktera spociva mj. ve specifickém
oznaceni nebo cileném zasahu urCitych struktur spjatych
s patologii , vede k jejich inaktivaci a/nebo efektivni elimi-
naci. Nutnym predpokladem tuspéchu vsak byla hybrido-
mova technologie poprvé popsand Kohlerem a Milstei-
nem' v roce 1975, ktera umoznila vyrobit antigenné speci-
fickou protilatku v dostate¢ném mnozstvi, kvalité i Cistot¢.
Zahy se objevily prvni prace popisuyjici jejich uplatnéni
v diagnostice nebo v terapii nékterych zavaznych onemoc-
néni. Tak vznikla jesté v 90. letech minulého stoleti prvni
generace  bioterapeutik’  véetné  humanizovanych
a chimérickych protilatek, které se dodnes uspésné
v klinické praxi pouzivaji. VétSinu téchto terapeutik tradic-
ni doménové struktury bylo mozné chemicky upravovat
ameénit tak jejich uzitné vlastnosti3, napf. rozpustnost,
rozlozitelnost, imunogennost nebo prostupnost tkanémi.
Dalsi strukturni Upravy (napf. fragmentace, kovalentni
faze, pegylace, glykosylace, konjugace s toxiny, enzymy,
isotopy) jsou provadény za jedinym ucelem: ziskat a vyra-
bét bezpené molekuly pro humanni agely®.
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Zacatkem naseho stoleti se v odbornych casopisech
objevuji prvni ¢lanky popisujici nové molekuly oznacova-
né jako alternativni antigen-vézajici formaty’. Jednd se
o molekuly funkéné protilatkdm podobné, avsak strukturné
znaéné odlisné molekuly. Zakladni strukturu molekul ne-
tvoti polypeptidové fetézce typické doménové architektu-
ry, tak jak ji zname u klasickych i neklasickych formata
protilatek (obr. 1). Funkéni molekula vychazi ze stabilniho
nosného proteinu o malé molekulové hmotnosti®, jehoz
soucasti je vSak i maly tsek se schopnosti specificky vazat
cilovou strukturu. Ocekava se, Ze takové proteiny budou
vykazovat vyssi klinickou ucinnost a bezpecnost pro paci-
enta. Negativni U€inky spjaté s prvni generaci latek, jako je
toxicita nebo imunogennost, byly eliminovany. Navic nel-
ze pominout ekonomicky efekt, nebot’ cena za jeden gram
latky by méla byt vyrazné nizsi nez je tomu u dosud uziva-
nych formatd.

2. Historie vzniku alternativnich antigen-
vazajicich molekul

Diky hybridomové technologii bylo mozné vyrabét ve
velkém mnozstvi monoklonalni protilatky pozadované
specifity i vlastnosti. Tyto biopolymerni molekuly odstar-
tovaly novou éru nejen v diagnostice, ale velice brzy se
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Obr. 1. Schématické znazornéni doménové struktury protilat-
ky IgG a jejich fragmenti spolu s uvedenim molekulovych
hmotnosti. V|, variabilni ¢ast lehkého fetézce (zluta), Vy, varia-
bilni ¢ast tézkého fetézce (zelend), Cp, konstantni cast lehkého
fetézce (ruzova), Cy, konstantni ¢ast tézkého fetézce (vinova).
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objevily i prvni odborné prace testujici t¢inek téchto proti-
latek  jako  terapeutikum  aplikované  pacientim
s nadorovym onemocnénim’. Avsak zvifeci pivod protila-
tek z divodl nezaddouci imunitni reakce pfijemce vyrazné
omezoval jejich vyuziti v klinické praxi. Téz néklady na
vyrobu az gramovych mnozstvi protilatek byly vysoké.
Chybély levné expresni systémy savciho pivodu, které by
soucasné zajistovaly vhodné prostfedi pro skladani poly-
peptidovych fetézeli do funkéni formy spolu se vSemi do-
date¢nymi posttranslaénimi modifikacemi. Nezadouci imu-
nogenicita protilatek zvifecitho plivodu byla odstranéna
sestrojenim tzv. chimérickych nebo humanizovanych mo-
lekul, kdy byly zbytné ¢asti protilatek (Fc a konzervativni
tiseky Fab) nahrazeny fragmenty lidského pivodu® (viz
obr. 1). Antigen-specifické useky zistaly zachovany
a poskytovaly reaktivitu s definovanym epitopem moleku-
ly antigenu. Protilatky cisté zvifeciho pivodu (napt. mysi
Orthoclone-OK T3, mysi Tositomumab — anti-CD20 proti-
latka), chimérické (napt. Rituxan, Mabtera — anti-CD20
protilatky) nebo humanizované (napf. Adalimumab — anti-
TNF protilatka) se jiz vice jak 15 let uspésné pouzivaji
v tzv. biologické 1é¢bé nadorovych nebo autoimunitnich
onemocnéni’. V souasné dobé je technologie vyroby bio-
aktivnich molekul, mezi néZ protilatky samoziejmé patfi,
zalozena na rekombinantnich technologiich vyuZzivajicich
bakterialni nebo kvasinkové expresni systémy. AvSak vy-
téznost vysokomolekularnich imunoglobulinti byla a stale
je ve srovnani s nizkomolekularnimi proteiny nebo peptidy
extrémné nizka. Reenim je integrovat do expresniho vek-
toru jen krat§i useky DNA kédujici pouze ¢asti molekuly
a poté v kultivaénim médiu zajistit reakéni podminky ke
spravnému sklddani vSech ¢asti imunoglobulinu. Dalsi
moznosti bylo navrhnout molekuly obsahujici pouze
funk¢n€ nezbytné ¢asti, které si vSak zachovaji svoji afini-
tu k cilové struktufe a jsou schopny vyvolat pozadovany
efekt, tj. inaktivace ¢i eliminace. A tak na pielomu stoleti
vznikéa nova generace molekul zalozenych pouze na vybra-
nych fragmentech protilatek'®. Diky vhodn& zvolenym
konstrukénim zasahtim bylo mozné u nich ménit vlastnos-
ti, napf. tkanovou permeabilitu, rozpustnost, funkéni afini-
tu, aviditu, vicevaznost, mono (-bi, -oligo) specificitu,
degradovatelnost apod. Souhrnné informace o struktuie
téchto molekul, jejich vyrobé a uplatnéni v klinické praxi
Ize najit v piehledném ¢lanku Pliickthuna a Packa®. V roce
1994 byl uéinén zajimavy objev''. Zjistilo se, Ze se v séru
velbloudt a lam nachdazi vedle klasickych imunoglobulint
i funkéni molekuly slozené pouze ze dvou tézkych fetézcti
(obr. 1). Byl tak vyvracen do té doby uznavany ptedpo-
klad, Ze pro specifickou vazbu s antigenem se vzdy musi
parovat variabilni useky lehkého a tézkého fetézce. Vy-
zkum opakované potvrdil, ze molekuly slozené pouze
z variabilni domény tézkého tetézce (VH) klasické savci
protilatky si i bez dimerizace s VL (variabilni doména
lehkého Fetézce) zachovavaji svoji antigenni specifitu'?.
Antigenn¢ specifické ¢asti téchto alternativnich imunoglo-
bulind se staly zakladem novych formati oznacovanych v
anglickém jazyce ,,nanobody®, v ¢estin€é bychom mohli
pouzit termin nanolatky.
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V tomto piipadé¢ se jednalo o doposud nejmensi do-
stupnou intaktni antigen-vazajici molekulu vychazejici ze
struktury imunoglobulinu. Zjistilo se vSak, ze ve vodném
prostiedi jsou tyto fragmenty velice nestabilni, sorbuji na
povrchy a maji téZ tendenci vzijemn€ agregovat.
Z pohledu praktického uplatnéni v mediciné se tedy jedna-
lo o slepou ulicku. Komplikovana architektura molekul,
omezena dostupnost eukaryotnich expresnich systémid,
Casové 1 financné naroény mutagenni a selekéni systém. To
vSe jsou faktory, které vyznamné brzdily a dodnes brzdi
uplatnéni rekombinantnich protilatek nebo jejich fragmen-
tt v klinické praxi. Alternativou se zdaji byt nové formaty
antigen-vazajicich molekul.

3. Alternativni antigen-vazajici formaty

Znalost fenoménu, Ze pro specifickou interakci
s antigenem staci pouze jednofetézcovy fragment VH,
atéz vyspélost technologii v 90. letech minulého stoleti
pomohly nasmérovat vyvoj terapeuticky vyuzitelnych mo-
lekul kvalitativné novym smérem. Védci zabyvajici se
proteinovym inzZenyrstvim zacali testovat nové vazebné
proteiny, které vSak nemély s doménovou strukturou imu-
noglobulin nebo jejich fragmentd nic spole¢ného. Mole-
kuly jsou tvofeny relativné malym stabilnim proteinem
s konzervativni strukturou, v anglickém jazyce oznacova-
nym jako tzv. ,skafold". Kompaktni proteinova jadra
Casto vychazeji ze struktury membranové vazanych recep-
torlt na povrchu bun€k. Soucasti takovych molekul vsak
musi byt i prostorové piistupny hypervariabilni usek pro
cilenou mutagenezi a interakci s antigenem. Tyto molekuly
jsou zakladem pro konstrukci knihoven, tj. souboru znac-
ného mnozstvi variant liSicich se v sekvencich aminokyse-
lin v hypervariabilnich usecich polypeptidového fetézce.
Z nich jsou pak pomoci u¢innych selekénich metod vyuzi-
vajicich bakteriofagy'® nebo ribosomy" izolovany mole-
kuly s pozadovanou specifitou pfip. afinitou.

Jaké jsou na tyto nové formaty pozadavky? M¢ly by
to byt robustni molekuly s mensi molekulovou hmotnosti
exprimovatelné v mikrobidlnich bunikach. Zakladem struk-
tury by tedy mélo byt kompaktni proteinové jadro
s kratkym hypervariabilnim tsekem polypeptidového te-
tézce exponovanym na povrchu. Cast polypeptidového
fetézce tvoricitho zéklad molekuly by si méla zachovat
schopnost se samovoln¢ sbalit a téZ si zachovat stabilni
konformaci i po mutaci v oblasti smy¢ky'’. Ani nasledna
chemicka modifikace by neméla konformaci a specifitu
molekuly negativné ovlivnit. Dalsi nutnou podminkou je,
ze pro vybér molekul s pozadovanou specifitou a afinitou
musi existovat jednoduchy, rychly a pokud mozno levny
selekéni systém. Jediné tak lze ziskat molekuly specificky
véazajici vybrany antigen v dostate€ném mnozZstvi, Cistote
a kvalité. U vysledného produktu se kontroluje vytéznost,
specifita, afinita, termodynamickd stabilita, rozpustnost
spolu s chemickou stabilitou a rezistenci vici proteasam.
Struktura antigen-véazajicich molekul se 1iSi i podle Ucelu,
k jakému jsou ur&eny®. Molekuly vhodné pro in vivo dia-
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gnostiku by mély mit vysokou tkdfiovou prostupnost
s predvidatelnou tkanovou distribuci; vysokou afinitu
a specificitu k cilovym strukturdm, kterd by neméla byt
ovlivnéna finalni chemickou modifikaci'®. Tyto malé mo-
lekuly s nizkou toxicitou a imunogenicitou by mély rychle
dosédhnout cile (zhruba do hodiny), ale soucasné¢ by mély
byt relativné rychle z organismu vylouceny (napf. jiz za
4 hodiny)"”. Oproti tomu molekuly s terapeutickym 0&in-
kem by mély byt robustnéjsi, stabiln€jsi a odolnéjsi vaci
bakterialnimu ¢i enzymovému natraveni. Miize se jednat
o dimerni ¢i trimerni formy vychozich kompaktnich protei-
novych jader. Takové molekuly pak mohou nést radio-
nuklidovou znac¢ku nebo i vétsi molekulu toxinu, cytostati-
ka, antibiotika nebo cytokinu'®. Jejich tkatiova prostupnost,
afinita k cilové struktufe nebo dynamika specifické inter-
akce by neméla byt po chemické modifikaci vyznamné
narusena. Molekuly spliiujici vSechna pozadovana kritéria
jsou pak testovany jako potencialni bioterapeutika'®.

3.1. Ptehled a tfidéni antigen-vazajicich molekul

V roce 2007 Skerra a spol.'* uvedli zajimavy prehled
vSech do té doby znamych antigen-vazajicich formata,
jejichz struktura nevychézela z tradi¢ni doménové struktu-
ry imunoglobulind. Jednalo se o velice heterogenni skupi-
nu bioaktivnich latek lisicich se piivodem (lidsky, zvifeci —
hmyzi nebo sav¢i, rostlinny, bakterialni), uspotadanim
(mono-multidoménové, mono-bi-multivalentni, mono-bi-
multispecifické) nebo strukturou proteinového jadra
(fibronektinova doména III, lipokalin, thioredoxin, protein
A, ankyrinovy protein). Autofi pouzili jako zakladni t¥idici
kritérium plivod a strukturu molekuly skafoldu anové
antigen vazajici formaty tak byly rozdéleny do Ctyt zaklad-
nich skupin: /) nosny protein s jednou na povrchu expono-
vanou smyckou na bazi kratkého peptidu (Kunitz domény,
thioredoxin, cystin-knot motiv), 2) skafold s vice smycka-
mi vytvafejicimi souvisly povrch nebo povrch vytvoreny
¢astmi veétsiho poctu hypervariabilnich smycek (antikaliny,
fibronektinova doména III), 3) formaty zaloZené pouze na
specifické sekundarni struktute (darpiny, afiliny), 4) oli-
gomerni doménové formaty (avimery, tetranektiny).

3.2. Vazebné proteiny afibody

V roce 1997 byla Svédskou biotechnologickou spolec-
nosti Affibody, AB (Stockholm, Svédsko) poprvé zkon-
struovana a strukturné popsana mala proteinova molekula
s definovanou antigenni specifitou nesouci na trhu oznace-
ni ,,Affibody“®. Zadanim bylo snadno a levné vyrobit
velké mnozstvi strukturné homogennich kopii robustniho
a stabilniho proteinu o malé molekulové hmotnosti
s definovanou afinitou k vybranym antigennim strukturam,
které by mohly byt bezpecné pouzity v diagnostice Ci tera-
pii nadorovych onemocnéni. Zakladem nového formatu se
stal maly inertni proteinovy fetézec o velikosti 6 kDa, kte-
ry pochazel ze stabilni konformace Z domény bakterialni-
ho proteinu A (Staphylococcus aureus)™. Molekula je
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Obr. 2. Afibody, 3D struktura formatu o délce 58 aminokyse-
lin se tfemi a-helixy pochazejici ze stabilni konformace
Z domény stafylokokového proteinu A (SPA). Zdroj: http://
www.pdb.org

tvofena jednim polypetidovym fetézcem slozenym z 58
aminokyselin a uspofadanym do struktury trojitého
a-helixu (obr. 2). Jednofetézcovy pivod molekuly umoz-
fuje jeji snadné a rychlé, na okolnich podminkach mini-
malné zavislé, poskladani do nativni struktury. Vazebna
specifita a afinita molekuly je dana nahodné vzniklou se-
stavou 13 vétSinou nepolarnich aminokyselin exponova-
nych na povrchu 2 a-helixd. Konkrétné se jedna o cast
fetézce, kde pivodni Z-doména bakteridlniho proteinu A
vstupovala do vazby s Fc fragmentem IgG;.

Mistné-specifickou mutaci bylo mozné ptipravit latky
s riiznou antigenni specifitou®'. Vyhodou bylo, Ze vzhle-
dem k velikosti a jednoduchosti bylo mozné vybrané mole-
kuly mnozit a to bud’ klasickou syntézou peptidli na pevné
fazi, nebo rekombinantni technologii v prokaryotnim ex-
presnim systému, napt. Eschericchia coli. Absence cystei-
nu a disulfidickych vazeb vedla k tomu, ze se polypeptido-
vy fetézec ihned spontanné a ireverzibilné skldda do vyso-
ce stabilni struktury a-helixu. Molekula nevykazuje zadné
jiné vedlejsi efekty, napf. proto, Ze nemé Fc fragment akti-
vujici slozky imunitniho systému. Aby bylo mozné pro-
dlouzit cirkulaci a zvySit polocas eliminace (pfemény)
ucinné molekuly z organismu, byla molekula afibody na-
vazdna na 5kDa fragment vazebné domény albuminu
(Albumod™ technologie). Dnes se tyto latky testuji nejen
v terapii zavaznych onemocnéni, diagnostice in vivo
a in vitro®, ale té v oblasti biotechnologickych a separa¢-
nich procest™, napf. pro afinitni purifikaci Tag DNA poly-
merasy nebo lidského apolipoproteinu A-1 (cit.”*). Mole-
kuly v dimerni formé& kovalentné vdzané na nosi¢ vykazo-
valy extrémné vysokou rezistenci vici alkalickym rozto-
ktim, coz vyznamné prodluzuje Zivotnost kolony a snizuje
celkové naklady na purifikaci. Molekuly lze také pouzit
k uc¢innému odstrailovani nezadoucich latek z vychozich
biologickych materialti (napt. abundantni albumin nebo
imunoglobuliny ze séra nebo plazmy, interferujici proteiny
z bakterialniho lyzatu, z fermentaéniho média)™.
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3.3. Vazebné proteiny s opakujicim se motivem

Mezi tzv. nové formaty patii riznoroda skupina anti-
gen-vazajicich molekul, jejichz spolecnym motivem jsou
relativné malé, vicenasobné se opakujici tiseky polypetido-
vych fetézci®. Odtud je také odvozen jejich anglicky na-
zev, tzv. ,repeat protein scaffolds®. Pocatecni inspiraci pii
konstrukci takovych specifickych molekul byly proteiny
s vysokym podilem aminokyseliny leucinu, které u celist-
natcti plni funkci pfirozenych protilatek, tak jak je dnes
zname u savcl. Jak uvadéji ve své prehledné praci Bo-
ersma a Plickthun?’, bylo jiz popsano vice antigen-
vazajicich formatu s opakujicim se proteinovym motivem,
napf. ankyriny (AR), tetratrikopeptidové molekuly (TPR)
nebo motiv Armadillo (ARM). Opakujici se proteinové
useky jsou v priméru tvofeny 20-50 aminokyselinami,
prevlada strukturni motiv a-helixu, 2-3 a-helixy jsou vza-
jemné kovalentné propojené. Pocet zékladnich motivi se
muze menit, pfesto se molekuly stale efektivné skladaji do
nativni funkéni formy a zachovavaji si tandemovy charak-
ter, ktery jim udili vyjimecné vlastnosti (napf. vysoka ter-
mostabilita, rezistence vuci proteolytickému $tépeni nebo
permeabilita bunéfnou membranou, krevné mozkovou
bariérou). Typickym zéstupcem této skupiny jsou tzv. dar-
piny, o nichZ pojednava nasledujici kapitola.

Vazebné proteiny s opakujicim se ankyrinovym motivem
Zakladem téchto molekul je opakujici se ankyrinovy
motiv®, tsek o wvelikosti 3,5 kDa tvofeny 33 amino-
kyselinami poskladanymi do strukturniho motivu a-helix-f-
ohyb-a-helix-B-vlasenka, kde je pouhych 7 aminokyselin
variabilnich. Poprvé byl popsén tento strukturni motiv
u kvasinek, kde se proteiny s opakujicimi se ankyrinovymi
motivy podili na regulaci bunééného cyklu. V anglickém
jazyce jsou tyto molekuly oznacované zkratkou DARPin
odvozené z ndzvu ,,designed ankyrin repeat protein® Prvni
molekuly s motivy ankyrinu byly pfipraveny in vitro meto-
dou inkluznich télisek v roce 2002 (cit.*?). Prace publiko-
vana rok poté popisuje plné¢ funkéni molekulu, polypeptid
s extrémné stabilnim hydrofobnim jadrem, ktery se diky
hydrofilnim N- a C-koncim polypeptidového fetézce
dokéze rychle poskladat do funkéni struktury bez vzniku
agregatdl ve vodnych roztocich®’. Nové formaty takovych
molekul obsahuji obvykle 4-6 opakovani jednoho motivu.
S délkou, tj. po¢tem opakovani ankyrinového motivu, roste
termostabilita a odolnost vii¢i denatura¢nim ¢inidlim. Pro
plnou denaturaci proteinu je nutna teplota 100 °C
v prostfedi SM guanidium hydrochloridu. Jedna se o rela-
tivné malou molekulu o velikosti 14-21 kDa (v zavislosti
na celkovém poctu ankyrinovych motivill), coz pfinasi ne-
sporné vyhody vzhledem k jejich ptipraveé i moznému tera-
peutickému uplatnéni (obr. 3). Schopnost se snadno po-
skladat do funkéni molekuly umoZziuje tyto molekuly syn-
tetizovat v cytoplasmé prokaryotnich expresnich systémi
(Eschericchia coli) a to s vytéznosti az 200 mg 1" kultivag-
niho média. Také nezbytné izolacni a purifikacéni kroky
jsou diky vysoké stabilité molekul v roztoku a jejich nulo-
vé tendenci agregovat vyrazné usnadnény. Knihovna pro

201

Referat

q

T

o

L

Obr. 3. DARPin: 3D struktura molekuly se specifitou proti
p-Fetézciim tubulinu (nejsou v komplexu). Zdroj: http:/
www.pdb.org

syntézu funkénich darpinovych molekul dnes jiz obsahuje
229 zékladnich ankyrinovych motivi spolu s dal§imi dvé-
snadno chemicky modifikovat'®. Mizeme kovalentné
vazat napt. latku s cytotoxickym ucinkem nebo nuklid,
fluorescenéni barvivo, toxiny, cytokiny, enzymové inhibi-
tory, antagonisty ligandii, enzymy, aniz bychom ovlivnili
vazebné vlastnosti molekuly.

3.4. Vazebné proteiny antikaliny

Do skupiny latek, kde kompaktni proteinové jadro
nese vice hypervariabilnich smycek, jejichz na povrchu
exponované ¢asti spolu vytvari vazebné misto, patii mimo
jiné i antikaliny’>. Molekuly vychazi ze struktury piirod-
nich latek, lipokalind, hojné se vyskytujicich jako trans-
portni a zisobni proteiny u hmyzu. Lipokaliny na sebe
prednostné vazou latky hydrofobni povahy, napf. vitaminy,
feromony a nizkomolekuldrni sekundarni metabolity
z prostiedi. In vitro ptipravené antikaliny jsou tvofeny
vysoce konzervovanym Usekem, centrdlnim B-sklddanym
listem sestavenym celkem z osmi antiparalelnich fetézci,
které tvoii podplrnou kostru pro hypervariabilni tseky,
konkrétné 4 smycky (obr. 4). Monomerni forma antikalinu
odpovida svoji velikosti jednofetézcové formé variabilni
Casti klasické protilatky (scFv, obr. 1). Stabilni struktura
B-skladaného listu poskytuje molekulam vys$si odolnost
vici enzymovému Sté€peni. Bylo experimentalné potvrze-
no, ze zémeéna jedné nebo vice aminokyselin, at’ jiz
v oblasti exponovanych smycek nebo i pifimo v fetézci
tvoriciho B-skladany list, zvySuje specifitu a silu vazby.
V literatuie byly popsany funkéni antikaliny hmyziho nebo
savC¢iho ptivodu pouzité ke sledovani mechanismu moleku-
lového rozpoznavani mezi receptory a nizkomolekularnimi
ligandy™, vazebné misto pro ligand je zanofené do zaklad-
ni proteinové struktury a je vyrazné nepolarni. Pomoci
nuklearni magnetické rezonance bylo prokazano, ze vaz-
bou ligandu dochazi ke stabilizaci Gseku smycek i ¢asti
B-skladaného listu.

Moznosti uplatnéni antikalini jsou Siroké, napf.
v oblasti diagnostiky ¢i bioanalytické chemie, kde 1ze vyu-
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Obr. 4. 3D struktury vybranych formati: a) antikalin DIGA16 v komplexu s digitoxigeninem, b) afilin vychazejici ze struktury lidskeé-
ho yB krystalinu, ¢) molekula andektinu v komplexu s IL-23, d) tetranektin, trimerni plasminogen-vazajici protein s centralné svinutou

a-helikalni strukturou. Zdroj: http://www.pdb.org

zit jejich schopnosti specificky rozpoznavat latky nizko-
molekuldrni povahy. Antikaliny tak mohou byt napt. sou-
¢asti biosenzorti nebo nosici pro specifickou izolaci mno-
ha latek. Antikalin lze také pouzit vazany v komplexu
s alkalickou fosfatasou jako specificky indikator v mnoha
analytickych metodach. Zajimavou aplikaci je vyuziti anti-
kalinti se specifitou proti fluoresceinu pro studium biofyzi-
kalnich jevli metodou zaloZenou na principu fluorescencni-
ho rezonanéniho prenosu (FRET)**. Antikaliny lidského
pivodu mohou blokovat negativni UCinky cholesterolu,
leukotrientt nebo bakterialnich lipopolysacharidi®® nebo
mohou byt vyuzity v protinadorové terapii’.

3.5. Dalsi antigen-vazajici formaty

Do skupiny formatd, kde do interakce s antigenem
vstupuje molekula svou sekundarni strukturou, jako celek
patii molekuly oznaCované jako afiliny. Afiliny nemaji
konformaéné flexibilni smycky, které by vstupovaly do
pfimé interakce s ligandy, ale fizend mutageneze probiha
pifimo v useku B-sklddaného listu sekundéarni struktury
samotného skafoldu®’. Osm aminokyselin s exponovanymi
R-fetézci na jedné ze 4 B-struktur je variabilnich. Cilenou
mutagenezi pravé v této oblasti lze vyrobit molekuly
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s riznou specifitou i afinitou. Takové molekuly se pred-
nostné pouzivaji v bioafinitni chromatografii pro purifikaci
a izolaci latek uréenych pro farmaceuticky pramysl nebo
pro ucely terapeutické. Kompaktni struktura zajistuje vy-
sokou odolnost nosicl vici vysokym teplotam, chemickou
stabilitu za extrémnich reak¢nich podminek. Népln€ lze
pouzivat opakovangé a je mozné je také ucinné sterilizovat.

Strukturnim motivem, jehoz zékladem je proteinové
jadro sjednou hypervariabilni smyckou na povrchu, je
maly protein oznaCovany jako tzv. Kunitzova doména.
Nazev téchto molekul byl odvozen od strukturniho motivu
o pfiblizné délce 30 aminokyselin, ktery se pravidelné
objevuje u mnoha latek s inhibi¢nim G¢inkem vici béznym
proteasam. Prvni Kunitzovy domény™® na bézi trypsino-
vych inhibitord pankreatu (BPTI) byly pfipraveny jiz
v roce 1992. Terapeuticky efekt téchto latek je pfednostné
blokaéni. Latky pusobi napf. jako inhibitory nebo antago-
nisté extracelularnich proteas®”.

Do kategorie s vys§im poc¢tem hypervariabilnch smy-
ek na povrchu se fadi molekuly nazyvané adnektiny™.
Zakladni struktura téchto molekul vychazi z bézné se vy-
skytujiciho proteinu fibronektinu, konkrétné 10 kDa domé-
ny typu III, ktera svoji architekturou patii do klasické imu-
noglobulinové rodiny. Tepelné stabilni proteinové jadro
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o celkové molekulové hmotnosti 94 kDa se sklada ze sed-
mi Gsekd B-skladanych listd spojenych 2—3 vzajemné pro-
vazanymi smyckami. Vyhodou je, Ze u téchto struktur
chybi pro imunoglobuliny typicka S-S vazba. Pro ptipravu
vétsitho mnozstvi molekul lze tak pouZit levny a snadno
dostupny bakterialni expresni systém. V literatute jiz byla
popsana piiprava adnektind se specifitou proti nadory ne-
krotizujicimu faktoru o (TNFa).

Formaty avimer (v anglické literatuie t€Z oznaCované
,»maxibody®) jsou uméle ptipravené multidoménové pro-
teiny, kde je zékladnim strukturnim motivem A-doména®'.
Jedna se o motiv, ktery je soucasti receptorti pro lipopro-
teiny o nizké hustoté. Zakladni motiv je sloZeny celkem
z 35 aminokyselin, z nichz 2/3 jsou variabilni. Oligomerni
nativni konformace se 4 smyckami o celkové velikosti
kolem 43 kDa je stabilizovana tfemi S-S vazbami a kom-
plexem s vapenatymi ionty Ca*".

Tetranektiny jsou homotrimerni proteiny obsahujici
jako zakladni proteinovy motiv lektinovou doménu typu C
(CTLD)*. Strukturng konzervované proteinové jadro do-
mény nese polypetidovy fetézec ve tvaru smycky, ktera
vykazuje vysokou afinitu k cukernym strukturam. Cilenou
mutagenezi byl pfipraven vysoce aviditni tetranektin, ktery
efektivné neutralizoval u€inek faktoru TNFa.

Cystin-knot miniproteiny® jsou tvofeny peptidovymi
fetézci o prfiblizné délce 25-35 aminokyselin s typickou
terciarni  sktrukturou tfech  antiparalelnich  tGsekd
B-skladanych listi stabilizovanou tfemi S-S vazbami. Tyto
vzajemné provazané casti peptidového fetézce vytvari
dohromady makrocyklickou strukturu ,,cystin-knot* moti-
vu se schopnosti specificky vazat molekuly rizné chemic-
ké povahy.

Struktura thioredoxinu (TrxA), malého a robustniho
enzymu, se stala zdkladem dalStho zfady antigen-
vézajicich formatd, tzv. peptidovych aptamera*. Kratka
sekvence tvorici aktivni misto enzymu (Cys-Gly-Pro-Cys)
stabilizovana S-S vazbou vytvaii do vné&jsiho prostoru
vysunutou smycku o velikosti 108 kDa. Do této smycky je
mozné bez negativniho vlivu na stabilitu a funk¢nost vkla-
dat rlizné a rizné€ dlouhé peptidy, které jsou cilené vybrany
z peptidové knihovny. Molekuly s definovanou specifitou
lze wvyrdbét technologii inkluznich t¢lisek v cytosolu
Eschericchia coli.

4. Zavér

Cilem c¢lanku bylo poskytnout zakladni ptehled a ak-
tudlni informace o piivodu, struktufe a zplsobu vyroby
novych formatd antigen-vazajicich molekul. Je pravdou, ze
specifické protilatky na bazi klasickych imunoglobulint
nebo jejich in vitro pripravené fragmenty nachazeji uplat-
néni v mnoha oborech, presto pfi jejich vyrobé nebo pouzi-
ti nardzime na nékterd strukturni a funkéni omezeni. Jako
alternativu k témto klasickym molekuldm lze diky moder-
nim metodam proteinového inzenyrstvi ptipravit strukturné
odlisné molekuly, které si schopnost specificky véazat anti-
genni struktury zachovaly. Prvni vysledky naznacuji, ze
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tyto nové formaty mohou monoklondlni protilatky
v nekterych aplikacich uspésné nahradit. Priklady antigen-
vazajicich molekul uvedené v ¢lanku potvrzuji, Ze se jedna
o latky s velkym potencidlem. Zamérem ¢lanku bylo upo-
zornit na vyznam a velkou budoucnost téchto zajimavych
molekul.

Tato prdce byla financovana z ucelové podpory inter-
niho projektu SGFChT07/2014, projektu ,, Posileni exce-
lentnich tymit vyzkumu a vyvoje na Univerzité Pardubice”,
reg. ¢. CZ.1.07/2.3.00/30.0021 a podporena grantovym
projektem GA 206/12/0381.

Autorka dékuje RNDr. Sdrce Rizickové, Ph.D. za
velice podnétné pripominky.
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Z. Bilkova (Department of Biochemical and Biologi-
cal Sciences, University of Pardubice): New Formats of
Antigen-Binding Molecules

Hybridoma technology for synthesis of monoclonal
antibodies was one of the major breakthroughs in biotech-
nology of the 20th century. Since then, it has been possible
to produce the specific molecules with typical immuno-
globulin domain structure in sufficient quantities and qua-
lity. So far the synthesis of these complex molecules is
labour-intensive and highly expensive. Also the non-
human origin of immunoglobulins limits their application
in clinical practice. These circumstances led to the deve-
lopment of new formats of antigen-binding molecules. The
main goal was to prepare simple and stable low-molecular-
weight substances, which can be utilized not only in ana-
lytical chemistry, in separation science but also as diagnos-
tics or therapeutics. Molecules with compact protein core
(scaffold) with exposed hypervariable loops on the surface
show a possible direction of efforts. Recently, very pro-
mising antigen-binding formats such as Affibody,
DARPins, Affilins or Anticalins were tested not only for
their diagnostic or therapeutic potentials, but also in ana-
lytical chemistry as highly specific ligands for isolation
and purification of bioactive molecules, e.g. for affinity
chromatography. The classification, origin and structure of
new antigen-binding molecules with some examples of
their applications are described.



