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Novy zpUsob znaceni rekombinantnich fragmentu protilatek radionuklidy médi
pro PET zobrazovani nadort

Celkové byla cinnost vsouladu s navrhem diléiho projektu v uplynulém obdobi
zamérena na ,proof-of-concept” schématu radioaktivniho znaceni rekombinantnich
fragment( (scFv) protildtek pomoci dvojice peptidovych ,coiled-coil” struktur vytvarejicich
pevnou vzajemnou nekovalentni vazbu. Ve stru¢nosti, pro tento ucel bylo zajisténo dodani
scFv M75 modifikovaného prvnim z dvojice peptid(i a byla zaddna chemicka syntéza druhého
peptidu pro konjugaci vyhodného cheldtoru radionuklidu. ProtoZe ve vyvoji dvojic pevné se
vazajicich peptidh byl na jinych pracovistich dosazen znacny pokrok (Geoffrey M Lynn, ...,
Michal Pechar et al.,, Nature Biotechnology 33, 1201-1210, 2015), byla namisto plvodné
uvazované dvojice (VAALKEK)s a (VAALEKE)s pouZita dvojice peptidd o aminokyselinovych
sekvencich

| AALESEIAALESEIAALSKIAALESE (pro modifikaci scFv) a
IAALKSKIAALKSEIAALKSKIAALKSK (pro synteticky peptid).

Bylo zajisténo dodani rekombinantniho fragmentu protilatky M75 modifikovaného
28-peptidem (viz vysSe), tj. konstrukce expresniho plasmidu PelB-scFvM75(H-20aa-L-myc-
IAALESE4-Hiss), akumulace produktu v E. coli, purifikace a charakterizace: finalni ¢isténi na
koloné ionexu MonoQ poskytlo homogenni produkt o vytézku 0,6 mg/I kultivaéniho média
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Vytézek je pfijatelny (asi tfikrat nizsi nez u nemodifikovaného scFv M75).

31-peptid konjugovany s chelatorem pro vazbu radionuklidu médi: Pro vazebny
,protéjsek” k peptidu obsazenému v modifikovaném scFv M75 (jak je popsan shora) byla
navrzena struktura



SarArYGSIAALKSKIAALKSEIAALKSKIAALKSK, kde SarAr byl vyhodny komeréni
chelator http://www.claritypharmaceuticals.com/ ke konjugaci s N-koncovym tyrosinovym
zbytkem a glycinovy a serinovy zbytek predstavuji flexibilni spojku. Syntéza tohoto 31-
peptidu byla provedena u spoleénosti Vidia a.s. Konjugace SarAr s timto peptidem diazotaéni
chemii (diazotace aminoskupiny na aromatu a kopulace s terminalnim tyrosinem) se nedafila
s dostateCnou uclinnosti, zfejmé z dlvodu nemoZnosti dosazeni patficné vysokych
koncentraci reaktantd. Jako alternativa byl peptid modifikovan na aminoskupinach bocnich
retézch lysinovych zbytkG béZinym cheldtorem NOTA pomoci thiokyanatové chemie.
Hmotnostni spektroskopie produktu ukdazala modifikaci v prdméru na péti lysinovych
zbytcich peptidu. Znageni tohoto modifikovaného peptidu radionuklidem Cu® v UJF AVCR v
ReZi probéhlo (podle chromatografické analyzy produktu) prakticky s kvantitativnim
vytézkem:

ADCT A, ADGT CHANNEL A (JC_EATRIS_PEPTIDY_FAST_02062017(CU-64)3 2017-06-02 14-04-501011-0101.0)
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Pro sledovani interakce peptidu a scFv byl vyvinut systém nativni elektroforézy PAGE:
komplex peptidu a scFv fragmentu protilatky vykazuje zménénou pohyblivost a s malym
prebytkem peptidu prejde scFv kompletné do komplexu:
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http://www.claritypharmaceuticals.com/

Takovouto Zadouci tvorbu komplexu vsak nevykazuje NOTA-modifikovany peptid,
patrné kvali zdsadni roli modifikaci zasazenych lysinovych zbytkl. Z tohoto divodu byla
u spolec¢nosti Vidia a.s. jiz zadana syntéza jinak modifikovaného peptidu, kde bude vyhodny
cheldtor Sar-COOH zaveden jako N-koncovy zbytek jeSté béhem syntézy peptidu na nosici
kondenzacni reakci s aminoskupinou tyrosinového zbytku flexibilni spojky:
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Jelikoz takovato modifikace nezasdhne “coiled-coil” strukturu peptidu, neocekdva se
naruseni interakce s scFv fragmentem protilatky. Radioaktivni znaceni takto
Sar-modifikovaného peptidu Cu®* je zadano u UJF AVCR v Re7i.

Zavér: Jednotlivé kroky nového zpUsobu radioaktivniho znaceni rekombinantnich
fragment( protilatek byly Uspésné ovéreny. Kompletni “proof-of-concept” se da realisticky
ocekavat od jiz pripravenych experimentl kratce po uplynuti grantového terminu.

V pripadé zajmu o dalsi informace k vysledkdim tohoto projektu nebo zakoupeni neexkluzivni licence
na prototyp soupravy pro zjednodusenou, zrychlenou a zlevnénou analyzu RNA z malych poctli bunék
se obratte na Centrum pro transfer technologii, UMG AV CR, Videriska 1083, 14220 Praha 4, Tel.
420-241 063 227 nebo 420-602 892 876, e-mail: ctt@img.cas.cz



