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Konstrukcja i selekcja bibliotek fagowych opartych o powtérzenia bogate w
leucyne

1. Streszczenie

Zdolnos¢ biatek do specyficznego i silnego oddziatywania z innymi makroczasteczkami
znajduje szerokie zastosowanie zaréwno w medycynie, jako $rodki terapeutyczne
i diagnostyczne, jak i w biotechnologii, jako podstawowe $rodki narzedzi molekularnych. Jak
dotad najczesciej wykorzystywano w tym celu przeciwciata, jednak ze wzgledu na kosztowny
i skomplikowany proces ich produkcji orazniskg stabilno$¢ trwajg poszukiwania biatek
o podobnych do immunoglobulin wiasciwosciach. Jak dotad opisano ponad 50 tego typu
struktur, a wsréd nich na uwage zastugujg m.in. biatka zbudowane z powtérzen bogatych
w leucyne. Grupg biatek zbudowanych z powtdrzen bogatych w leucyne sg zmienne
receptory limfocytdw (VLR) wystepujace u kregowcodw bezszczekowych, petnigc u tych
zwierzat funkcje przeciwciat.

Ze wzgledu na fakt, ze biatka te, jako jedyne z opisanych alternatywnych dla
przeciwciat struktur, sg sktadnikiem uktadu odpornosciowego i posiadajg naturalng zdolnosé
do wigzania antygendw i wysokg tolerancje na mutacje staty sie one przedmiotem mojej
pracy doktorskiej.

Pierwszym etapem pracy bylo zaprojektowanie sekwencji konsensusowej dVLR
(ang. design) w oparciu o dostepne sekwencje VLRB w bazachSMART i UNIPROT, nastepnie
przygotowanie jego konstruktu genetycznego w wektorze pETG-60a, nadprodukcja biatka
w fuzji z NusA oraz jego oczyszczenie przy zastosowaniu technik chromatograficznych. Biatko
0 zaprojektowanej sekwencji byto nadprodukowane w formie rozpuszczalnej oraz posiadato
szereg pozadanych cech. Bylo monomerem w catym zmierzonym zakresie stezen
(0,1 — 300uM) oraz zachowywato strukture drugorzedowg w zakresie pH 3,0-11,0, ponadto
byto bardzo stabilne, zaréwno termicznie (7= = 73,9 °C w pH = 6,0), jak i chemicznie
(kooperatywne przejécie wedtug modelu dwdch standw z punktem przejécia wynoszacym
3,3 M GdmCI oraz wysoka zmiang entalpii swobodnej denaturacji wynoszaca 14,1 kcal/mol).

Informacje o wysokiej stabilnoSci zaprojektowanej sekwencji konsensusowej dVLR
pozwolity na podjecie decyzji o zaprojektowaniu i skonstruowaniu biatkowych bibliotek
fagowych na podstawie struktury przeciwciat kregowcow bezszczekowych.W celu selekgji
makromolekut o wysokim powinowactwie do wybranych celéw molekularnych zastosowano

technike prezentacji biatek na powierzchni faga M13. Zaprojektowano dwie biblioteki biatek



dVLR rdznigce sie wielkoscig i schematem randomizacji reszt aminokwasowych. W kolejnym
etapie przeprowadzono selekcje fagowe wobec czterech ligandéw: biatek S100A7,
zewnatrzkomodrkowej domeny HER2 oraz lizozymu biatka jaja kurzego oraz antygenu
cukrowego grup grwi Lewis y.Testowano szereg warunkdw selekcyjnych: typ prowadzonej
selekcji (w roztworze, na podiozu), sposdb immobilizacji antygenu, jego stezenie, czas
inkubacji z fagami prezentujgcymi na swojej powierzchni warianty biatka dVLR, intensywnos$¢
ptukan oraz sposéb zwalniania fagdw wigzacych.Dla lizozymuuzyskano pozytywne wyniki
selekcji fagowych, natomiast kinetyke wigzania antygenu udato sie wyznaczy¢ dla wariantu

specyficznego wobec S100A7, ze stata dysocjacji Kp wynoszaca 9,19uM.



