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POVZETEK

Debelost je ena najbolj mnozicnih bolezni moderne dobe, ki jo spremljajo Stevilna
kroni¢na obolenja, kot so diabetes, sréno-zilni zapleti, arterijska hipertenzija, hipertrofija
sréne misSice, avtoimunske bolezni in rak. V regulacijo telesne teze je neposredno vpleten
hormon leptin, katerega plazemska koncentracija je v stanju debelosti velikokrat poviSana.
Stevilni dokazi kaZejo, da so z debelostjo povezani zapleti posledica prekomerne aktivacije
jeter, trebusne slinavke, adipoznega tkiva in endotelija Zilnih sten.

V diplomskem delu smo se osredotoCili na iskanje peptidov, ki bi delovali kot
potencialni antagonisti leptinskega receptorja. Z metodo afinitetne selekcije peptidov iz
bakteriofagnih predstavitvenih knjiznic smo po treh selekcijskih stopnjah izolirali
bakteriofage, ki so izkazovali afiniteto do rekombinantne zunajcelicne domene leptinskega
receptorja. Uporabili smo dve knjiznici, ki temeljita na razlicnih vektorskih sistemih:
T7Select”-hexamer je kombinatorna knjiznica naklju¢nih linearnih heksapeptidov,
predstavljenih na kapsidnem proteinu faga T7, medtem ko je Ph.D.-C7C™ kombinatorna
knjiznica cikli¢énih heptapeptidov, predstavljenih na proteinu plIll faga M13. Afiniteto
izoliranih fagov smo ocenili s prirejenim encimskoimunskim testom na trdnem nosilcu
(ELISA), na osnovi teh rezultatov pa izbrali skupno 13 klonov, ki smo jim dolo¢ili
aminokislinsko zaporedje izrazenih peptidov. Ta zaporedja smo med seboj primerjali in
skusali najti klju¢ni motiv, odgovoren za interakcijo z leptinskim receptorjem.

Stirje izmed petih klonov (S3-1, S3-3, S3-6, S3-17), izoliranih iz knjiznice T7Select™-
hexamer, so izrazali identiCen peptid, peti (S3-13) pa se je z njim ujemal v petih
aminokislinskih ostankih. Iz knjiznice Ph.D.-C7C™ smo izolirali osem fagnih klonov. Trije
so izrazali enak peptid (Sc3-4, Sc3-8, Sc3-11), en klon (Sc3-13) pa je na povrsini nosil peptid,
ki se je s prvim ujemal v treh aminokislinskih ostankih. Kljub razliki v peptidni predstavitvi
obeh sistemov smo s primerjavo vseh 13 klonov, izoliranih iz obeh knjiZnic, uspeli njihove
lastnosti povezati v skupen motiv (F-L/I-X-S/C), ki ga izraza 6 izmed vseh 13 klonov. Pri
tem predstavljajo F, L, I, S in C fenilalaninski, levcinski, izolevcinski, serinski in cisteinski, X

pa slabse definiran aminokislinski ostanek.



ABSTRACT

Obesity, one of the most spread diseases in the modern world, is accompanied by a
series of illnesses, such as diabetes, cardiovascular disease, hypertension, cardiac
hypertrophy, autoimmune diseases and certain forms of cancer. The body-weight regulation is
controlled by the concentration of hormone leptin, which is often increased in obese
individuals. Several evidence indicate that the activation of peripheral leptin receptors, located
on the cells of the immune system, smooth muscle, liver, pancreas, adipose tissue and
vascular endothelium, causes obesity related complications.

The focus of our research was identifying the peptides, capable of acting as potential
antagonists of leptin receptor. We have used the affinity selection of peptides from phage-
displayed peptide libraries to isolate bacteriophages with the affinity for recombinant
extracellular domain of the leptin receptor. We screened two libraries, based on different
vector systems: T7Select™-hexamer is a combinatorial library of random linear hexapeptides,
displayed on the capside protein of T7 bacteriophage, whereas Ph.D.-C7C™ displays random
cyclic heptapeptides, fused to protein pIIl of M13 bacteriophage. To evaluate the affinities of
isolated phages the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used. Based on the
results obtained with this method we have chosen 13 clones and determined the amino-acid
sequence of the peptides they display. We compared those sequences and tried to define the
key motif, responsible for the interaction of peptides with the target molecule.

Four out of five clones (S3-1, S3-3, S3-6, S3-17), isolated from T7Select®-hexamer
library displayed identical peptides and the fifth clone (S3-13) expressed a peptide which was
similar to the first one on five amino-acid positions. We have isolated 8 clones from the
Ph.D.-C7C™ library. Three of those (Sc3-4, Sc3-8, Sc3-11) displayed the same peptide and
one (Sc3-13) expressed a peptide which resembled the first one in three amino-acid positions.
In spite of the differences in both phage-displayed systems we compared all 13 clones,
isolated from both libraries. We managed to link their characteristics into a common motif (F-
L/I-X-S/C), present in 6 out of 13 clones. F, L, I, S and C represent the amino acids
phenylalanine, leucine, isoleucine, serine and cysteine, respectively, whereas X represents a

less defined amino-acid residue.
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Abecedni seznam okrajsav

ABTS 2,2 -azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonska kislina)

Ae enota absorbance

AgRP agouti-peptidu soroden peptid (angl. agouti related peptide)

anti-hFc/HRP kozje monoklonsko protitelo proti humani Fe-regiji, konjugirano s HRP

CK domena citokinskega receptorja

CRH citokinskemu receptorju homologna domena (angl. cyfokine-receptor-
homologus domain)

db gen, ki kodira leptinski receptor (angl. diabetes gene)

ddH-»O ultra ¢ista voda

dH-,O destilirana voda

dNTP deoksinukleotid trifosfat

ddNTP dideoksinukleotid trifosfat

ELISA encimskoimunski test na trdnem nosilcu

ERK z zunajcelicnim signalom regulirana kinaza (angl. extracellular signal-
regulated kinase)

Fc fragment imunoglobulina, ki nastane po njegovi cepitvi s papainom (angl.
fragment cristallizable)

FN3 domena fibronektina tipa I1I

Grb2 protein 2, vezan na receptor za rastni dejavnik (angl. growth factor receptor
bound protein 2)

HRP hrenova peroksidaza

IL-6 interlevkin 6

IPTG izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid

IRS substrati inzulinskega receptorja

JAK proteinske tirozin-kinaze Janus

LepR leptinski receptor

LepRb dolga izooblika leptinskega receptorja

LepR-Fc rekombinantni himerni protein iz zunajceliéne domene misjega leptinskega
receptorja in Fc-regije humanega IgG

LepRs kratke izooblike leptinskega receptorja: LepRa, LepRc, LepRd, LepRe, LepRf

MAPK kinaza z mitogenom aktiviranih proteinov (angl. mitogen-activated protein
kinase)

NE nepomnozeni eluat

NPY nevropeptid Y

ob gen, ki kodira protein leptin (angl. obesity gene)

PBS fosfatni pufer s soljo

PCR verizna reakcija s polimerazo (angl. polimerase chain reaction)

PE pomnoZzeni eluat

pfu plakotvorna enota (angl. plaque-forming unit)

PI3-K fosfatidilinozitol-3-kinaza

POMC proopiomelanokortin

SH2 Src homologna domena 2

SHP2 SH2-domeno vsebujo¢ fosfotirozin fosfataza 2

SOCS3 supresor signaliziranja citokinov 3 (angl. suppressor of cytokine signaling 3)

STAT signalizacijski dejavnik in aktivator transkripcije (angl. signal transducer and
activator of transcription)

TNF-a dejavnik tumorske nekroze alfa (angl. tumor-necrosis factor o)

a-MSH melanocite spodbujajo¢i hormon alfa (angl. alpha-melanocyte-stimulating

hormone)
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l. UVOD
1.1 LEPTIN IN LEPTINSKI RECEPTOR

1.1.1 LEPTIN IN NJEGOVI CENTRALNI UCINKI

Ze zgodnja dela, ki so skusala razloziti regulacijo apetita in energetskega ravnovesja v
telesu, so predlagala t. i. lipostatsko teorijo. Ta predpostavlja obstoj signalnih molekul, ki
sicer izvirajo s periferije, vendar pa so sposobne o stanju mascobnih zalog »porocati«
mozganskim centrom za sitost (1). Predpostavke o obstoju tak$nega endogenega mediatorja
so bile potrjene leta 1994 s Friedmanovim odkritjem leptina (2).

Leptin je hormon, ki ga proizvaja adipozno tkivo in deluje kot regulator apetita preko
negativne povratne zveze — poviSanje njegove koncentracije v krvnem obtoku vodi do vecje
zasedenosti receptorjev za leptin v hipotalamusu ter posledi¢no do zaviranja apetita in
zmanjSanja zelje po vnosu hrane. Pridobitev teze ima namre¢ za posledico povecanje koliCine
adipoznega tkiva, kar se odraza v vecji sintezi leptinske mRNA. K poviSani serumski
koncentraciji leptina pri debelih ljudeh prispeva predvsem velikost adipocitov — ta je v
povprec¢ju vecja kot pri normalnih osebkih, z velikostjo celic pa korelirata sinteza leptinske
mRNA in sekrecija leptina, ki preko te povratne zanke ne uravnava le koli¢ine mascevja v
telesu, marve¢ tudi serumski koncentraciji glukoze in inzulina, hitrost metabolizma in telesno
temperaturo (1).

Primarni center regulacije vnosa hrane in telesne teze je hipotalamus. Tar¢ni nevroni
za leptin se nahajajo predvsem v nukleusu arkuatusu, lateralnem in paraventrikularnem jedru
hipotalamusa. Uc¢inki leptina se kazejo v zmanjSanju aktivnosti nevronov, ki proizvajajo
oreksigene zivéne prenaSalce, in zveCanju aktivnosti tistih nevronov, ki so odgovorni za
sekrecijo anoreksigenih prenaSalcev. Med nevrone, obcutljive na leptin, tako uvrS§€¢amo
nevrone nevropeptida Y (NPY), nevrone agouti-peptidu sorodnega peptida (AgRP),
proopiomelanokortinske nevrone (POMC) in druge. Leptin deluje zaviralno na NPY/AgRP-
nevronsko aktivnost ter tako zmanjs$a ucinke obeh prenaSalcev (NPY in AgRP), ki sta izredno
ucinkovita sprozilca lakote. Nasprotno pa deluje na POMC-nevrone, ki izlo¢ajo a-melanocite

stimulirajo¢ hormon (a-MSH), anorekti¢no snov (1).

Leptin tako deluje kot presnovno »stikalo«, ki uravnava vnos hrane in energetsko

porabo v telesu (3). Ceprav ga v manjgih koli¢inah proizvajajo tudi placenta, ovariji, skeletno



.....

spremenljivka, ki odlo¢a o plazemski koncentraciji leptina (1).

Leptin je protein, ki ga sestavlja 146 aminokislin, in je produkt gena ob. Za njegovo
terciarno zgradbo so znacilne 4 antiparalelne vijacnice, bistvenega pomena pri fizioloSkem
delovanju pa je disulfidna vez med cisteinoma na polozajih 96 in 146. Leptin se v plazmi
nahaja bodisi v prosti obliki, bodisi vezan na prenasalni protein, ki je najverjetneje topna
izooblika leptinskega receptorja (LepRe) (4).

Raziskave, ki so napovedovale obstoj leptina in njegovega delovanja, so opravili s
postopkom parabioze na debelih (t. i. genotip ob/ob) in na diabeti¢nih misih (genotip db/db).
Nezmoznost sinteze leptina pri debelih misSih se kaze kot sindrom, ki se deduje avtosomno
recesivno, in sicer preko gena ob na kromosomu 6. Za ta sindrom so poleg debelosti znacilni
Se pretirano hranjenje, prehodna hiperglikemija, poviSane plazemske koncentracije inzulina in
neplodnost. Mutacija gena db, ki se izraza kot odsotnost funkcionalnega leptinskega
receptorja, se nahaja na kromosomu 4. Poleg debelosti sta za diabeticne misi db/db znadilni
tudi hiperglikemija in neplodnost (1).

Parabioza je kirurSki postopek, s katerim povezemo krvna obtoka dveh zivali. V
pionirskih raziskavah, opravljenih v Sestdesetih in sedemdesetih letih prejSnjega stoletja, so
povezali krvna obtoka normalne in ob/ob-misi, pri ¢emer so ugotovili, da debela mis,
povezana z normalno, pocasneje pridobi na tezi, ravni plazemskega inzulina in glukoze pa se
normalizirata. Danes vemo, da je vzrok za to leptin, ki se v normalni misi nahaja v dovolj
visokih koncentracijah, da zavira tudi apetit ob/ob-misi. Nasprotno je parabioza diabeti¢ne in
normalne misi dala precej drugacne rezultate — normalna mis$ je hitro izgubila telesno maso,
postala hipoglikemic¢na in poginila po 50 dneh. Za diabeti¢no mi$ je namre¢ znacilna izguba
receptorja za leptin, kar povzro¢i neodzivnost na endogeni leptin iz obtoka normalne misi.
Hkrati pa zaradi velike koli¢ine adipoznega tkiva pride v db/db-misih do moc¢no povecane
produkcije leptina. To pri normalni misi povzro¢i zavrtje apetita, zaradi ¢esar zival v kratkem
casu izgubi veliko teze in pogine (1).

Mutacije v genih ob ali db so pri ljudeh izjemno redke. Vzrok debelosti je bolj pogosto
v tako imenovani »leptinski neodzivnosti«, pri ¢emer se kljub mocno povecani serumski
koncentraciji leptina pri debelih ljudeh telo na ta poviSani nivo ne odziva z zmanjSanjem
vnosa hrane (1). Predpostavk, ki skuSajo to stanje razloziti, je veC. Ena izmed njih predvideva
napako v znotrajceli¢ni signalizaciji leptinskega receptorja v nevronih, druga pa moten

transport leptina skozi krvnomozgansko pregrado (5).



1.1.2 PERIFERNI UCINKI LEPTINA

Leptinski receptor je prisoten tudi v perifernih tkivih, a je tukaj vloga leptina slabSe
raziskana. Pri debelih posameznikih periferne ucinke leptina povezujemo predvsem z
negativnimi posledicami za ¢lovesko telo 0z. z za debelost znacilnimi zapleti, kot so razvoj
avtoimunskih bolezni, rakavih obolenj, povisanega krvnega pritiska in kardiovaskularnih
zapletov (3).

PoviSan nivo leptina v telesu spodbudi visokoenergijske procese, kamor sodita
reprodukcija in imunski odziv. Ena izmed negativnih posledic poviSanega nivoja leptina je
tako pretiran imunski odgovor, ki lahko privede celo do razvoja avtoimunskih bolezni.
Leptinski receptor se nahaja na celicah prirojene in pridobljene imunosti. Leptin zato ucinkuje
na Stevilne imunske celice: v makrofagih in monocitih spodbudi fagocitno funkcijo in
izloCanje citokinov, poveca izrazanje celicnih oznacevalcev (CD), stimulira kemotakso in
produkcijo reaktivnih kisikovih snovi (angl. ROS — reactive oxygen species), diferenciacijo,
aktivacijo in citotoksi¢nost naravnih celic ubijalk ter proliferacijo limfocitov T
proinflamatornega tipa (Th1) (6). DoloCene raziskave (7) na ob/ob-misih so tako nakazale
povezavo povisane koncentracije leptina z razvojem avtoimunskih bolezni, kot so revmatoidni
artritis, sistemski lupus eritematozus, multipla skleroza in tiroiditis. Te misi so izkazale ne le
oslabljen T-celi¢ni imunski odziv, temveC tudi odpornost proti razvoju eksperimentalno
spodbujenih avtoimunskih bolezni. Intravenska administracija eksogenega leptina je
»povrnila« dovzetnost za kronicne vnetne bolezni (3).

Drugi nevarni ucinek leptina je njegovo proaterogeno delovanje. To je posledica
indukcije oksidativnega stresa v endotelijskih celicah, spodbujanja proliferacije in hipertrofije
gladkomiSi¢nih celic Zilja, kalcifikacije zilne stene ter agregacije trombocitov (8). Poleg tega
je povisana plazemska koncentracija leptina tudi eden izmed dejavnikov tveganja za razvoj
hipertrofije srca preko indukcije nastanka endotelina-1 v endotelijskih celicah ven in
posledi¢no nastanka reaktivnih kisikovih spojin (9).

PovisSan krvni pritisk je s hiperleptinemijo povezan na dva nacina. Prvi je neposreden,
saj leptin centralno spodbuja delovanje simpati¢nega Ziv€evja. Po drugi strani poviSani nivoji
leptina k hipertenziji prispevajo tudi posredno s periferno stimulacijo izlocanja citokinov
TNF-o in IL-6 (8). Ti proinflamatorni molekuli spodbujata razvoj hipertenzije preko
povecanja izraZanja vezavnih molekul VCAM-1 (angl.: vascular cell adhesion molecules) in
ICAM-1 (angl.: intercellular adhesion molecules) na endotelijskih celicah zilja, kar omogoca

vezavo in prehajanje monocitov in limfocitov v intimo Zilne stene ter postopno zozevanje



arterijskega lumna (22). Poleg tega oba citokina spodbujata spros¢anje endotelina in zavirata z
acetilholinom spodbujeno vazodilatacijo (23).

Tudi razvoj dolocenih rakavih obolenj je lahko spodbujen v prisotnosti visokih
koncentracij leptina, saj ima ta hormon neposredno antiapoptoticno aktivnost, v dolocenih
primerih pa spodbuja tudi angiogenezo, izrazanje rastnih dejavnikov ter proliferacijo in
migracijo celic (10). To je predvsem znacilno za rak dojk, prostate in poziralnika (11). Tudi
levkemicne celice nekaterih bolnikov izrazajo leptinske receptorje, kajti leptin v kombinaciji z

drugimi citokini spodbuja njihovo proliferacijo (4).

1.1.3 LEPTINSKI RECEPTOR

Leptinski receptor sodi v druzino citokinskih receptorjev razreda 1. Je homodimer in se
nahaja v plazemski membrani. Danes poznamo Sest izooblik leptinskega receptorja (LepRa-f;
LepRd in LepRf sta bila odkrita le pri glodalcih), a le dve sta sposobni znotrajceli¢ne
signalizacije: izooblika LepRa se nahaja v vseh tkivih, medtem ko se najdaljsa, torej LepRb,
izraza predvsem v hipotalamusu. Ta oblika receptorja ima tudi edina popolno signalizacijsko
sposobnost. KrajSe izooblike (LepRa, LepRc) najverjetneje opravljajo vlogo prenosnika
leptina skozi krvnomozgansko pregrado, medtem ko deluje topna izoforma (LepRe) kot
vezavni protein za leptin v plazmi (1). Vse izooblike so produkt gena db, ki se nahaja na krajsi
roki kromosoma 1, in nastajajo z alternativnim izrezovanjem intronov in povezovanjem
eksonov, le izooblika LepRe nastaja s proteoliti¢no odcepitvijo zunajcelicne domene.

Odsotnost izooblike LepRb ima hude posledice, ki so jih preucili na miSih genotipa

db/db. 1zraza se v debelosti, hiperglikemiji, hiperinzulinemiji in neplodnosti (1).

Ra Rb Rc Re Slika 1: Poenostavijen prikaz struktur cloveskih
izooblik leptinskega receptorja. Vsem je skupno

zaporedje 805 aminokislin (kodirajo¢e zaporedje

£ = = eksonov 1-14), medtem ko imajo daljSe oblike dodatni

15. ekson, ekson, ki kodira transmembransko domeno

(16. ekson), in ekson, ki nosi zapis za zacetni del

citoplazemske domene (17. ekson). Temu pri najdaljsi

izoobliki LepRb sledi Se zaporedje 273 aminokislin
(D).




Slika 2: Domene izooblik leptinskega receptorja.
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Ta del je visoko N-glikoziliran, saj predstavlja

extracelular

i

cytosdl

receptorja (CK) in domena fibronektina tipa 3

(FN3) tvorita regijo, ki ji pravimo domena,
homologna citokinskemu receptorju (CRH). Le CRH, ki je blize membrani (CRH2), je
vpletena v vezavo liganda, najverjetneje preko hidrofobnih interakcij z a- in c-vijatnicama
leptina. Poleg te domene pri vezavi leptina sodeluje tudi imunoglobulinska domena (1,5), ki je
odgovorna tudi za aktivacijo proteinske tirozin-kinaze Janus (JAK) in s tem najpomembnejse

signalizacijske poti leptinskega receptorja, to je JAK/STAT3 signalne poti (12).

Medtem ko je za znotrajceliéno signalizacijo nujna intracelularna domena, za
dimerizacijo receptorja zadostuje Ze zunajceli¢ni del. Tako se leptinski receptorji tudi v
nezasedenem stanju nahajajo kot dimeri v plazemski membrani. Vsak dimer je sposoben
reverzibilne vezave ene molekule leptina. Po dimerizaciji dveh z leptinom zasedenih
receptorjev pride do spremembe konformacije in sproZzitve znotrajceli¢ne signalizacije (slika
3). Signalizacijska kaskada se zacne z vezavo in aktivacijo proteinske tirozin-kinaze Janus 2
(JAK?2). Ta prec¢no fosforilira tirozinske ostanke receptorja v dimernem paru. Da je to mozno,
je nujna prisotnost znotrajcelicne domene »box 1«, ki je znacilna za vse citokinske receptorje
in je sestavni del vseh transmembranskih receptorskih izooblik. Vendar pa ima le najdaljsa
izooblika, LepRb, sposobnost aktivacije najpomembnejSe signalizacijske poti, to je poti
aktivacije transkripcijskega dejavnika STAT3 (angl. signal transducer and activator of
transcription). Le LepRb ima namre¢ ohranjene znotrajcelicne tirozinske ostanke Y985,
Y1077 in Y1138 (1).

Fosforilacija tirozina Y1138 je nujna za vezavo Src homologne domene 2 (SH2)
molekul STAT in zaviralca citokinske signalizacije 3 (SOCS3). Le-ta deluje kot signal
negativne povratne zveze, saj zavira signalizacijo leptinskega receptorja preko inhibicije
JAK2. Vezava STAT3 in SOCS3 na fosforiliran Y1138 sproZi njuno lastno fosforilacijo z
JAK2 in s tem njuno aktivacijo. Za popolno delovanje STAT3 mora to molekulo aktivirati

tudi serinska kinaza ERK (angl. extracellular signal-regulated kinase) — Sele po tej



fosforilaciji je transkripcijski dejavnik zmozen »potovati« v jedro celice in inducirati izrazanje
genov. Eden izmed genov, katerih prepis je spodbujen po tej poti, je gen, ki kodira nastanek
SOCS3, s ¢imer se ustvari Ze prej omenjena povratna zanka. Njegovo povecano izrazanje
povzroci slabSo odzivnost receptorja na leptin in je eden izmed predlaganih vzrokov za razvoj
neodzivnosti na endogeni leptin in s tem povezane debelosti (1).

Fosforilacija tirozina Y985 omogoca vezavo proteinov, ki vsebujejo domeno SH2
(angl. Src homology 2 domain containing), med drugim SH2-domeno vsebujo¢ fosfotirozin
fosfataze 2 (SHP2). Ta ima najverjetneje zaviralni vpliv na fosforilacijo STAT3 in JAK2.
Tako SHC kot SHP2 pa imata po aktivaciji vlogo vezave Grb2 (angl. growth factor receptor-
bound protein 2). To sprozi encimsko kaskado, v kateri se preko delovanja signalnih
proteinov Ras in Raf aktivira MAPK (angl. mitogen-activated protein kinase). Gre za kinazo,
ki se odziva na zunajcelicne signale, posledice njene aktivacije pa so rast in diferenciacija
celic, vnetje in antiapoptoti¢ni odziv (1,4).

Tirozin Y1077 ima v signalizaciji leptinskega receptorja manj pomembno vlogo, saj ni
zmozen neodvisne aktivacije. DoloCene raziskave na celicah trebusne slinavke kazejo, da je
njegova fosforilacija povezana z aktivacijo STATS (1).

Centralni ucinki leptina se kaZejo z zmanjSanjem oz. zve€anjem izraZanja oreksigenih
oz. anoreksigenih zivénih prenasalcev in nevrohormonov, kar poteka preko JAK2/STAT3-
signalizacijske poti. STAT3 je torej eden glavnih znotrajcelicnih mediatorjev leptinske
signalizacije v hipotalamusu. Po aktivaciji dimerizira ter potuje v jedrce, kjer vpliva na prepis

tarénih genov, torej genov za SOCS3, NPY in a-MSH (1,4).

Druga signalizacijska pot, sproZzena z vezavo liganda na leptinski receptor, pa je t. 1.
pot IRS2/PI3'-K. Substrati inzulinskega receptorja (IRS) so znotrajceli¢ne signalne molekule,
ki jih aktivirajo Stevilne tirozin-kinaze. Fosforilacija, ki potece na vec¢ tirozinskih ostankih
IRS, omogoca vezavo SH2-domene razli¢nih proteinov in zacetek signalizacijskih poti.
Najveckrat pride do aktivacije fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3'-K). Izguba sposobnosti sinteze
IRS2 pri miSih z izbitim ustreznim genom vodi v pretirano hranjenje in upocasnjen
metabolizem, pri ¢emer pride do povecanja mase adipoznega tkiva, poviSanja koncentracije
leptina v krvi in postopnega razvoja neodzivnosti na leptin. Aktivacija LepRb namrec
povzroci fosforilacijo IRS-proteinov in zacetek signalizacijske poti IRS2/PI3'-K. Ta pot se
sproZzi preko delovanja JAK-2, toda neodvisno od fosforilacije tirozinov na leptinskem
receptorju. Blokada PI3'-K prekine z leptinom povzroceno hiperpolarizacijo NPY/AgRP-

nevronov v hipotalamusu in zavre anorekti¢ne u¢inke leptina (13).



Tako je deloma pojasnjena tudi povezava med debelostjo in diabetesom tipa I, saj se
signalizacijska pot IRS2-PI3'-K v hipotalamusu in na periferiji aktivira tudi v prisotnosti
inzulina, okvara te poti pa je eden izmed moZnih vzrokov za razvoj centralne neodzivnosti na
leptin. Na periferiji se ta okvara kaze kot neodzivnost na inzulin, kar vodi v razvoj sladkorne

bolezni tipa II (12).

ERK1/ERKZ2

Slika 3: Kaskade signalizacijskih poti po aktivaciji leptinskega receptorja.

1.1.4 ANTAGONISTI LEPTINSKEGA RECEPTORJA

Razvoj ucinkovin, ki bi delovale kot antagonisti receptorja za leptin, je glede na
Stevilne negativne posledice delovanja tega hormona na periferiji v stanju hiperleptinemije
vsekakor utemeljen. Spojine, ki so sposobne »izniCiti« ucinek leptina, ne predstavljajo le
potencialnih zdravilnih ucinkovin, marve¢ so tudi u¢inkovito orodje za Studij z leptinom

povezanih presnovnih reakcij v telesu (3).



Nevtralizacijo teh ucinkov lahko dosezemo na ve¢ nacinov: (i) s topnimi leptinskimi
receptorji, ki vezejo prosti leptin v krvnem obtoku; (ii) s specificnimi monoklonskimi
protitelesi, usmerjenimi proti LepR; (iii) s protitelesi, usmerjenimi proti samemu leptinu, ali
pa (iv) z antagonisti LepR, ki se na receptorje sicer vezejo, vendar ne aktivirajo znotrajceli¢ne
signalizacije (3).

Razvoj antagonistov LepR se je zacel s preucevanjem vezavnih mest na molekuli
leptina. Podrobna raziskava z uvajanjem mutacij v aminokislinsko zaporedje leptina je
pokazala, da ta vsebuje tri vezavna mesta za leptinski receptor (I-III; slika 4). Usmerjena
mutacija znotraj mesta [ minimalno oslabi znotrajceli¢no signalizacijo, a ne vpliva na afiniteto
mutiranega leptina do receptorja. Mesto II se je izkazalo kot glavno podrocje interakcije z
domeno CRH2 leptinskega receptorja, mesto III pa kot nujno za dimerizacijo in posledi¢no

aktivacijo receptorja (26).

Slika 4: Model heksamernega kompleksa leptin-leptinski receptor. Vezavno mesto 11
(diskontinuirano vezavno mesto, sestavljeno iz obmocij Ile3-Vall8 ter GIn75-Leu86) je
klju¢no za vezavo CRH2 domene enega receptorja; vezavno mesto I (Val36-Leu49) tvori vez
s CRH2 domeno drugega receptorja v dimernem paru; preko mesta III (Ser117-Ser132), ki se
veze na imunoglobulinsko domeno, pa molekuli leptina povezeta dva dimera med seboj (14).
Podoben nacin dimerizacije in posledi¢ne aktivacije receptorja zasledimo tudi pri receptorju

eritropoetina, ki tako kot leptinski receptor sodi med citokinske receptorje razreda I.

Ker je vezavno mesto III odgovorno za aktivacijo receptorja, so mutacije znotraj tega
mesta prvi korak pri razvoju leptinskih antagonistov. Primer takSne usmerjene mutageneze je
mutein Ser-120/Thr-121, ki se preko nespremenjenih mest I in II z veliko afiniteto veze na
LepR, a naj ne bi izzval znotrajceli¢ne signalizacije in vitro (26). Dejansko se je kasneje v in
vivo pogojih izkazalo, da se ta in sorodni muteini obnasajo kot parcialni agonisti — z leptinom
sicer tekmujejo za vezavna mesta in zaradi nizje intrinzi¢ne aktivnosti omejujejo njegove
ucinke, a v njegovi odsotnosti kljub temu aktivirajo receptor (26). Poleg tega leptinski muteini
v razli¢nih tkivih (odvisno od prisotnosti endogenega leptina in specificnih fizioloskih
pogojev) sprozijo aktivacijo razli¢nih signalnih poti.
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Drugi problem te vrste antagonistov je tudi v njihovem prehajanju krvnomozganske
pregrade, saj to povzroci njihovo »vmeSavanje« v regulacijo telesne teZze in porabe energije.
Prav zato je dolgoro¢ni cilj razvoj antagonista v obliki kratkega peptida, ki ne prehaja
krvnomozganske pregrade in je sposoben zavirati mitogeno signalizacijo leptinskega

receptorja (14,15).

1.2 PEPTIDNOPREDSTAVITVENE KNJIZNICE

Predstavitev na bakteriofagu je laboratorijska metoda, ki temelji na umetnem
posnemanju kemijske evolucije z uporabo tehnologije rekombinantne DNA. Cilj uporabe te
metode je izolacija (poli)peptidov z visoko afiniteto do taréne molekule, v naSem primeru
leptinskega receptorja (16).

Bakteriofagne predstavitvene knjiznice so heterogene »mesSanice« velikega Stevila
razlicnih bakteriofagnih klonov, od katerih vsak vsebuje segment tuje oziroma kemijsko
sintetizirane DNA, vstavljen v gen za kapsidni protein. Ti bakteriofagi predstavljajo
ekspresijske vektorje s sposobnostjo okuzbe bakterijskih celic, kar omogoca njihovo
replikacijo in mutabilnost. Uporabljen izraz »ekspresijski vektor« nakazuje na pomembno
lastnost tega sistema — vkljucek tuje DNA je namre¢ v obliki fuzijskega proteina izrazen na
povrsini fagov, kar nam daje moznost preucevanja razlicnih lastnosti molekule, ki jo dolocen
vklju¢ek kodira, predvsem pa moznost afinitetne selekcije klonov z afiniteto do tarcéne
molekule pod izbranimi pogoji (16). Primarno strukturo peptidnega liganda enostavno
ugotovimo z dolocitvijo nukleotidnega zaporedja inserta, vstavljenega v bakteriofagni genom.

Vsak knjizni¢ni element (bakteriofagni klon) je zmozen replikacije z okuzbo
gostiteljske celice Escherichia coli. S pomocjo encimskega sistema bakterijske celice pride do
podvojevanja in prepisovanja virusnega genetskega materiala ter sestavljanja novih virionov z
identiéno fagno DNA. Ce pride v tem procesu do mutacije, se ta prenese na novo
»generacijo« klonov. S tem bakteriofagne peptidnopredstavitvene knjiznice zadostijo dvema

pogojema kemijske evolucije: replikativnosti in mutabilnosti (16).



1.2.1 PEPTIDNOPREDSTAVITVENA KNJIZNICA Ph.D.-C7C™

Osnova peptidnopredstavitvene knjiznice Ph.D.-C7C™ so nitasti bakteriofagi, ki
izhajajo iz ekspresijskega vektorja M13KE. Gre za priblizno 1 pm dolge in 6 nm Siroke
palicaste viruse z enoverizno ciklicno DNA, obdano s plas¢nimi proteini pVIII, plll, pVI,
pVII in pIX. Od divjega seva M13 se v tej knjiznici uporabljeni bakteriofagi razlikujejo v
vgrajenih obmocjih z mesti za kloniranje, in sicer na N-kon¢ni domeni plas¢nega proteina plll

(16).
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Slika 5. Zgradba bakteriofaga M13.

Ph.D.- C7C™ je kombinatoriéna knjiznica nakljuénih heptapeptidov, povezanih s
plagénim proteinom pIIl bakteriofaga MI13KE. Knjiznica vsebuje priblizno 1,2 x 10°
primarnih fagnih klonov, kar zadostuje za prisotnost ve&ine od 20'=1,28 x 10° moznih
zaporedij heptapeptidov. Nitasti bakteriofagi sicer ponujajo ve¢ moznosti izrazanja tujih
peptidov (npr. fuzijski protein z N-koncno regijo pVIII, fuzijski protein s centralnim delom
pII ali s C-kon¢no regijo pVI), v primeru nase knjiznice pa je heptapeptid zdruzen z N-
kon¢nim delom proteina plIl. Ker je na kapsidi pet molekul plasénega proteina plll, se tudi
fuzijski protein na bakteriofagu izraza v petih kopijah. Tuj vkljucek na obeh straneh obdaja
cisteinski ostanek, kar v nereducirajo¢ih pogojih periplazme vodi v nastanek disulfidne vezi
med obema cisteinoma ter posledicno v formacijo ciklicnega peptida. Nakljuénemu
heptapeptidu tako odvzamemo moznost zavzetja poljubne tridimenzionalne strukture, takSna
konformacijska omejenost pa lahko vodi do identifikacije visokoafinitetnih ligandov na racun

manjSega zniZzanja entropije ob vezavi na taréno molekulo. Drugemu cisteinskemu ostanku
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sledi kratek distan¢nik (Gly-Gly-Gly-Ser), temu pa aminokislinsko zaporedje nativnega plIl
(slika 6) (16,17).

A C X7 C G G G S plI
GCT TGT (NNK); TGC GGT GGA GGT TCG....gllI

Slika 6. Aminokislinsko zaporedje fuzijskega proteina, izrazenega na povrsini faga
M13 peptidnopredstavitvene knjiznice Ph.D.-C7C™ in pripadajoce nukleotidno zaporedje

inserta.

Pomnozevanje bakteriofaga M13 poteka z infekcijo E. coli, in sicer preko izrastka na
njeni povrsini, F-pilusa. Z njim se poveze N-kon¢na domena proteina plll, preko katere virus
vstopi v bakterijsko celico. Virusni plas¢ni proteini se nato vklju€ijo v bakterijsko ovojnico,
medtem ko enoverizna genomska DNA vstopi v citoplazmo celice. Sledi sinteza
komplementarne DNA in nato nastanek replikativne dvoverizne oblike nukleinske kisline, ki s
podvajanjem ustvarja genetski material za veliko Stevilo identi¢nih klonov. Hkrati predstavlja
ta dvoverizna DNA matrico za transkripcijo fagnih genov. Enoverizne kopije fagne DNA nato
izstopijo iz celice ter pri tem privzemajo plas¢ne proteine iz bakterijske membrane. Izlocanje

virionov M13 iz E. coli poteka brez lize gostiteljske bakterijske celice (16).

1.2.2 PEPTIDNOPREDSTAVITVENA KNJIZNICA T7Select®-hexamer

Ta vrsta knjiznice temelji na peptidni predstavitvi na bakteriofagu T7. Njegov genom
predstavlja dvoverizna linearna DNA, ki se nahaja znotraj ikozaedri¢ne virusne kapside,
zgrajene iz 415 kopij kapsidnega proteina T7. Ta »glava« je preko povezovalnega dela pripeta

na rep in »nozice« (19).

Slika 7. Morfologija bakteriofaga T7.
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Za prikaz peptidov na povrsini faga T7 izkoris§¢amo T7-kapsidni protein. Ta se nahaja
v dveh oblikah: 10A (344 aminokislin) in 10B (397 aminokislin). Slednji se prepise iz istega
gena zaradi translacijskega premika bralnega okvirja pri aminokislini 341 proteina 10A.
Kapsida je lahko zgrajena izklju¢no iz proteina 10A, proteina 10B ali pa razli¢nih razmerij
prve in druge oblike. Bakteriofag T7 ima kapaciteto predstavitve 415 kopij nakljuénega
peptida v velikosti do 50 aminokislin, medtem ko lahko ve¢je proteine (do 1200 aminokislin)
izraza le v manjSem ali srednjem Stevilu kopij (0,1-1 kopija na bakteriofag oz. 5-15 kopij na
bakteriofag, odvisno od vrste vektorja) (19).

V knjiznici T7Select®-hexamer vkljutek tuje DNA kodira linearni heksamer in je
vstavljen znotraj obmocja z ve¢ mesti za kloniranje (angl. multiple cloning site), ki sledi
kodonu za 348. aminokislino proteina 10B. Vektor, uporabljen za konstrukcijo te knjiznice, je
tako imenovani T7Select10-3Db, ki tuj peptid izraza v 5 do 15 kopijah. Divji sev virusa plas¢ni
protein izraza v 415 kopijah, zato so za doseganje nizje stopnje izraZzanja potrebne dolocene
modifikacije. Te spremembe so izvedene na mestu s10 (slika 8), to je na mestu iniciacije
prevajanja. Gen 10B je povezan s tujim vklju¢kom, kar pomeni, da virus izraza eno samo
obliko, to je fuzijski protein 10B — naklju¢ni peptid. Ta tako predstavlja edini vir kapsidnih
proteinov, kar lahko privede do upocasnitve rasti virusa in oviranja njegovega sestavljanja
zaradi tujega peptida v kapsidi. Temu problemu se izognemo z uporabo posebne vrste
gostiteljskih bakterijskih celic, in sicer E. coli BLT5615, ki imajo zapis za nativen protein
10A vgrajen v plazmidno DNA. Hkrati pa ta plazmid bakterijski gostiteljski celici zagotavlja
tudi odpornost proti ampicilinu. Z dodatkom induktorja IPTG (izopropil B-D-1-
tiogalaktopiranozid) med pomnoZevanjem virusov preko promotorja lacUVS spodbudimo
prepis bakterijskih plazmidnih genov, kar omogoci nastanek fagov, katerih kapsido gradita

proteina 10A in fuzijski protein (19).
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Slika 8: Genetska mapa bakteriofaga T7 in gen 10B s promotorjem (@10),
zakljucevalnim zaporedjem (T @) in mestom iniciacije prevajanja (s10). V vektorju
T7Select10-3b je aminokislina 348 zadnja »naravno« pojavljajoca se aminokislina, sledi ji
obmocje z ve¢ mesti za kloniranje (angl.: multiple cloning site). Znotraj tega obmocja se
nahajata cepitveni mesti za restrikcijska encima EcoRl in Hindlll. Encima po restrikciji
ustvarita lepljive konce, ki se jim morajo komplementarno prilegati lepljivi konci inserta,

kodirajoCega za naklju¢ni heksamer (19).

Replikacija bakteriofagov T7 poteka v E. coli, le da se v tem primeru virioni sestavijo
ze znotraj gostiteljske bakterijske celice in se po lizi sprostijo iz nje. Za razliko od nitastih
bakteriofagov torej peptidom, predstavljenim na fagni povrSini, ni potrebna sposobnost

prehoda skozi bakterijsko celicno membrano (26).
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1.2.3 PRIMERJAVA KNJIZNIC T7Select®-hexamer IN Ph.D.-C7C™

Preglednica I: Primerjava lastnostni knjiznic T7Select™-hexamer in Ph.D.-C7C™.

T7Select®-hexamer

Ph.D.-C7C™

Velikost in oblika peptida

linearen heksapeptid

cikli¢en heptapeptid (obdan
z 2 cisteinskima ostankoma)

Velikost in oblika ikozaedri¢ni bakteriofag, nitasti bakteriofag, velikosti

bakteriofaga velikosti pribl. 55 nm pribl. 6 nm x 1 pm

Mesto predstavitve C-konec T?-kapsidnega N-konec proteina plIl
proteina 10B

Cas pomnoZevanja fagov 1-2h 45h

Titer fagov po

pomnoZevanju

10— 10" pfu/ml

~ 10" pfu/ml

Cas nastanka plakov

3h (37 °C)

preko noci (37 °C)

Obcutljivost na

Izredno robustni fagi in stabilni
tudi v ekstremnih pogojih (1 %
SDS, 5 M NaCl, 4 M urea, 10

Stabilni v ekstremnih pogojih (1
% dimetilformamid, 6 M urea, 10

spremembe pogojev mM EDTA, 4<pH<10, mM ditiotreitol, 2<pH<12, 65 °C
reducirajoci pogoji do 100 mM (do 15 min)) (20).
ditiotreitol) (18).

Nacin pomnoZevanja

Novonastali virioni se sprostijo po
lizi gostiteljske celice, zato ni
potrebna kompatibilnost na fagu
izrazenih peptidov s periplazmo
in celicno membrano.

Pomnozevanje bakteriofaga ne
povzroci lize bakterijske celice,
pac pa se na novo nastali virioni

iz celice sproscajo s sekrecijo
skozi periplazmo in celi¢no

membrano. Kloni, ki izraZajo z

membrano nekompatibilne
peptide, so zato v selekcijskem
procesu »diskriminirani«.

Stevilo kopij izraZenega

peptida na bakteriofag

5

Pod-/nadpovprecna
zastopanost posameznih
AK v predstavljenih
peptidih (pristranost)

manjsa pristranost pojavljanja
posameznih aminokislin (26)

vecja pristranost pojavljanja
posameznih aminokislin (arginin
in cistein: podpovpre¢na
zastopanost; prolin in treonin:
nadpovprec¢na zastopanost) (26)

Raznolikost peptidov

vecja

manjsa

Porazdelitev hidropatije

bolj enakomerna

manj enakomerna

Izolacija DNA

Vstavljeni insert izbranih
bakteriofagov moramo najpre;j
pomnoziti z reakcijo PCR. Sledita
izolacija in ¢iS¢enje DNA.

Genomsko DNA iz izbranih
bakteriofagov brez predhodnega
pomnoZevanja z reakcijo PCR
izoliramo z obarjanjem v
prisotnosti etanola.
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1.3 PEPTIDI KOT UCINKOVINE

Razvoj potencialnih ucinkovin z afinitetno selekcijo iz peptidnopredstavitvenih
knjiznic je v osnovi podoben tradicionalnemu pristopu odkrivanja novih zdravil. Pot do
morebitnih encimskih inhibitorjev, alostericnih efektorjev, agonistov ali antagonistov
receptorjev in drugih modulatorjev aktivnosti proteinov se zafne z reSetanjem knjiZnice.
Prednost afinitetne selekcije iz bioloskih knjiznic pred kemijskimi je v neprimerljivo vecjem
izboru molekul — obi¢ajno vsebujejo peptidnopredstavitvene knjiznice med 10° in 10"
razli¢nih bakteriofagnih klonov, medtem ko nam tradicionalni razvoj omogoca reSetanje med
»le« nekaj deset tiso€ spojinami (16).

Vendar pa je uporaba proteinov ali peptidov kot zdravilnih uc¢inkovin podrocje, ki se
soo¢a s Stevilnimi tezavami. Poleg visokih stroSkov, pogojenih s pridobivanjem
rekombinantnih proteinov, je glavni izziv doseganje zadovoljivega uc¢inka in vivo. Ta namre¢
ni odvisen le od afinitete do taréne molekule, temve¢ tudi od razpolovnega ¢asa ucinkovine.
Slabe farmakokineti¢ne lastnosti peptidov so v primeru per os aplikacije posledica hitre
inaktivacije z gastrointestinalnimi encimi, v primeru parenteralnega vnosa pa predstavljajo
problem predvsem proteaze v krvi, nezmoznost prehajanja bioloskih barier (krvnomozganska
pregrada) in obsezna glomerulna filtracija.

Za izboljSanje bioloske uporabnosti peptidnih uéinkovin so v uporabi razli¢ni
postopki, kot na primer zmanjSanje encimske razgradnje s kemijsko modifikacijo ali uporabo
proteaznih inhibitorjev (npr. mukoadhezivni polimer, sestavljen iz konjugata serinskih
proteaznih inhibitorjev antipaina, kimostatina, elastatinala ter kitosana in EDTA, ki zavira
tripsin, kimotripsin, elastazo, karboksipeptidazo A in B ter aminopeptidazo N) (23). Drug
pristop je povecanje membranske prehodnosti z dostavljanjem na specificno mesto absorpcije
(z bioadhezivnimi sistemi ali pospeSevalci absorpcije). Tudi poveCevanje mase vneSenih
molekul lahko razpolovni ¢as obcutno poveca. To dosezemo z. vezavo peptidov na
polietilenglikol (PEG) ali z njihovo glikozilacijo. Jakost u¢inkovine sicer s tem zmanjSamo, a
se to znizanje aktivnosti kompenzira s podaljSanjem razpolovnega ¢asa ucinkovine. Druga
moznost je priprava himernih proteinov s serumskim albuminom (3). Tem konvencionalnim
metodam se pridruzujejo tudi sodobnejsi pristopi, ki temeljijo na uporabi razli¢nih nosilnih
sistemov: mikrosfere, mikroemulzije, nanodelci, liposomi in kopolimerni miceli (24).

Alternativni »obvoz« slabih farmakokineti¢nih lastnosti peptidov pa predstavlja
priprava peptidomimetikov, molekul, ki posnemajo strukturo peptida, a se od njega

pomembno razlikujejo v izboljSani bioloski uporabnosti ter stabilnosti v fizioloSkih pogojih.
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Il. NAMEN DELA

Debelost, ena najbolj mnozi¢nih bolezni moderne dobe, je velik dejavnik tveganja za
razvoj Stevilnih kroni¢nih bolezni, kot so diabetes, sr¢no-zilni zapleti, arterijska hipertenzija,
hipertrofija sr¢ne miSice, avtoimunske bolezni in rakava obolenja. Napoved svetovne
zdravstvene organizacije (WHO), da bo do leta 2015 na svetu 2,3 milijarde ljudi s
prekomerno telesno tezo in ve¢ kot 700 milijonov debelih ljudi (36), nas spodbuja k iskanju
resSitev za zaplete in obolenja, povezane z debelostjo.

V regulacijo telesne teze je neposredno vpleten hormon leptin, katerega plazemska
koncentracija je v stanju debelosti velikokrat poviSana. Zaradi razvoja t. 1. centralne leptinske
neodzivnosti leptin ni sposoben izzvati povecanja energijske porabe telesa in zmanjSanja Zelje
po vnosu hrane, njegovi periferni, najveckrat skodljivi vplivi pa so vseeno prisotni. Kljub
primarno odkriti centralni aktivnosti leptina so danes prav ti periferni u¢inki predmet Stevilnih
raziskav. Porazdelitev leptinskega receptorja po celem telesu (celice imunskega odziva,
procese, povezane z razvojem prej omenjenih z debelostjo povezanih zapletov.

V nasem diplomskem delu se bomo osredotocili na iskanje peptidov, ki bi potencialno
delovali kot antagonisti leptinskega receptorja na periferiji. Uporabili bomo metodo afinitetne
selekcije iz bakteriofagnih predstavitvenih knjiznic nakljuénih peptidov. Iz dveh razliénih
knjiznic (T7Select”-hexamer (knjiznica linearnih heksapeptidov, predstavljenih na kapsidnem
proteinu faga T7) in Ph.D.-C7C™ (knjiznica cikli¢nih heptapeptidov, predstavljenih na
proteinu pllIl faga M13)) bomo skusali v treh selekcijskih stopnjah izolirati bakteriofage, ki
bodo izkazovali afiniteto do leptinskega receptorja. Interakcijo bomo ovrednotili s prirejenim
encimskoimunskim testom na trdnem nosilcu (ELISA) in na osnovi teh rezultatov izbrali
klone, katerih nukleotidno zaporedje inserta, ki kodira predstavljen peptid, bomo dolo¢ili in
sklepali na aminokislinsko zaporedje izrazenih peptidov. S primerjavo vseh zaporedij bomo
skusali najti klju¢ni motiv, odgovoren za vezavo na leptinski receptor.

Razvoj antagonistov leptinskega receptorja ni perspektiven samo z vidika zdravljenja
in prepre¢evanja z debelostjo povezanih zapletov, pa¢ pa so spojine, sposobne »iznicenja«
ucinkov leptina, tudi u¢inkovito orodje za Studij z leptinom povezanih presnovnih reakcij v
telesu ter za eksperimentalno preucevanje poteka Stevilnih bolezenskih zapletov, katerih
natan¢ni mehanizmi so do zdaj Se nepoznani (potek ateroskleroze, angiogeneza, razvoj

avtoimunskih bolezni, rakavih obolenj itd.).
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lll. MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 KEMIKALIJE

KEMIKALIJA

proizvajalec

absolutni etanol

ABTS (2,2 -azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-
sulfonska kislina)

agar

agaroza

citronska kislina monohidrat

etanol (70 %)

etidijev bromid

glicerol

HCl

IPTG (izo-propil-p-D-1-tiogalaktopiranozid)

KCl

KH,PO4

NaCl

Na,HPO4

NaOH

NaHCO;

Nal

nanasalno barvilo za gelsko elektroforezo
(DNA Loading dye)

PEG-8000 (polietilenglikol 8000)

posneto mleko v prahu

SDS (natrijev dodecilsulfat)

Tris (tris(hidroksimetil)aminometan)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Nemcija

Sigma, St. Louis, MO, ZDA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Nemcija

Sigma, St. Louis, MO, ZDA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Nemcija

Riedel-de Haén AG, Nemcija

Promega, Madison, WI, ZDA

Fluka, Buchs, Svica

Fluka, Buchs, Svica

Promega, Madison, WI, ZDA

Carlo Erba, Rodano, Italija

J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, ZDA

Merck, Darmstadt, Nemcija

Fluka, Buchs, Svica

Fluka, Buchs, Svica

Riedel-de Haén AG, Nemcija
Fermentas, Burlington, Kanada

Sigma, St. Louis, MO, ZDA
Pomurske mlekarne, Slovenija
Fluka, Buchs, Svica

Promega, Madison, WI, ZDA
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Tween® 20

vodikov peroksid (H,05)

Fluka, Buchs, Svica

Belinka, Slovenija

Vse kemikalije so bile p.a. Cistote.

3.1.2 BIOLOSKI MATERIAL

TARCNI PROTEIN

proizvajalec

LepR-Fc; liofilizat; na FFA pripravljena raztopina

(250 pg/ml v PBS)

R&D Systems, Velika

Britanija

Aingdon,

Fuzijski gen, ki kodira protein LepR-Fc, je sestavljen iz zaporedja DNA, ki nosi zapis za
zunanjo domeno misjega leptinskega receptorja (aminokisline 1-839), in nukleotidnega
zaporedja, ki kodira regijo Fc €loveskega IgG;. Ekspresijski sistem tega rekombinantnega
fuzijskega proteina je celi¢na linija mi§jih mielomskih celic NSO.

PROTEIN

proizvajalec

BSA (goveji serumski albumin); liofilizat

infliksimab  (Remicade®™); liofilizat; na
pripravljena raztopina (10 mg/ml v PBS)

rekombinantni misji leptin; liofilizat; na FFA
pripravljena raztopina (2 mg/ml v 20 mM K-
fosfatu, pH 8,0)

kozje monoklonsko protitelo proti humani Fc-
regiji, konjugirano s HRP; raztopina (PBS z 1
% BSA, 0,01 % tiomersal)

monoklonsko protitelo proti bakteriofagu M]3,
konjugirano s HRP; raztopina (50 %
glicerol/PBS)

protein A; raztopina (1 mg/ml v PBS)

protein G; raztopina (1 mg/ml v PBS)

streptavidin; liofilizat; na FFA  pripravljena
raztopina (1 mg/ml v PBS)

FFA

Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA

Centocor Ortho Biotech Inc, Malvern,
PA, ZDA

R&D Systems, Aingdon, Velika
Britanija

Sigma, St. Louis, MO, ZDA

GE Healthcare, Piscataway, NJ, ZDA

Sigma, St. Louis, MO, ZDA
Sigma, St. Louis, MO, ZDA
New England Biolabs, ZDA

ANTIBIOTIK koncentracija proizvajalec
Carbenicilin Direct, Velika Britanija
karbenicilin 50 mg/ml o
(www.carbenicilin.com)
tetraciklin 20 mg/ml Sigma, St. Louis, MO, ZDA
BAKTERIJSKI SEV proizvajalec

E. coli BLT5615
E. coli ER2738

Novagen, Madison, ZDA
New England Biolabs, ZDA
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PEPTIDNOPREDSTAVITVENA

Y proizvajalec
KNJIZNICA

® Novagen, Madison, WI, ZDA; pripravljena na FFA s
T7Select -hexamer pomo&jo kompleta T7Select”® Cloning Kit
(Novagen, Madison, WI, ZDA)

raznolikost knjiznice: 1,5 x 107; vnos v prvo selekeijsko stopnjo: 7,5 x 10° (~500 kopij
vsakega klona)
Ph.D.-C7C™ New England Biolabs, ZDA

raznolikost knjiznice: 1,2 x 10°; vnos v prvo selekcijsko stopnjo: 2 x 10" (~150 kopij
vsakega klona)

3.1.3 PUFRI IN RAZTOPINE

PUFER sestava
NaCl 137 mM
PBS (fosfatni pufer s | KCl 2,7mM
soljo), pH 7,4 Na,HPO, 10 mM
KH,PO4 2 mM

Natehtamo 3,2 g NaCl, 0,08 g KCI, 0,576 g Na,HPO4 in 0,096 g KH,PO,4. Ob meSanju z

magnetnim mesalom raztopimo v 400 ml ddH,O, s HCl oz. NaOH uravnamo pH in

avtoklaviramo.
2 % blokirni pufer | PBS pH 7.4 5 ml
ECL GE-ECL Advance™ Blocking Agent 100 mg
Natehtamo 100 mg blokirnega sredstva ECL Advance' ™ in ga raztopimo v 5 ml PBS.
2 % blokirni pufer | PBS pH 7,4 Sml
mleka v prahu mleko v prahu 100 mg
Natehtamo 100 mg mleka v prahu in ga raztopimo v 5 ml PBS.
citratni pufer, pH 4 citrat monohidrat 525 mg (50 mM)
ddH,0 50 ml

Natehtamo 525 mg monohidrata citronske kisline, raztopimo v 50 ml ddH,O, z NaOH

uravnamo pH in prefiltriramo skozi sterilni membranski filter (0,2 um).

Nal 4 M
jodidni pufer, pH 8 Tris-HCl 10 mM
EDTA 1 mM

Natehtamo Nal, Tris-HCI in EDTA, raztopimo v 12 ml ddH,O ter filtriramo skozi sterilni

membranski filter (0,2 um). Shranimo zasciteno pred svetlobo pri sobni temperaturi.
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karbonatni pufer, NaHCO; 0,336 g (0,1 M)
PpH 9,6 ddH,O 40 ml
Natehtamo 0,336 g NaHCO3 in raztopimo v 40 ml ddH,O. S HCI oz. NaOH uravnamo pH in

avtoklaviramo.
glicin
elucijski pufer, BSA 300 mg
PH 2,2 20 mg
ddH,O 20 ml

Natehtamo glicin in BSA, ju raztopimo v ddH,O ter s HCl uravnamo pH. Raztopino
prefiltriramo skozi sterilni membranski filter (0,2 um) in jo razdelimo v mikrocentrifugirke po

2 ml.

nevtralizacijski pufer, | Tris-HCl] 2,423 g

pH 9,1 ddH,O 20 ml
Natehtamo 2,423 g Tris-a, ga raztopimo v ddH,O ter s HCl uravnamo pH. Raztopino
prefiltriramo skozi sterilni membranski filter (0,2 pm) in jo razdelimo v mikrocentrifugirke po

2 ml.

Tris
pufer PEB (Phage o7 mg
: NaCl 234 mg
Extraction Buffer),
MgSO4 (1 M) 240 ul
PH 8
ddH,0 40 ml

Natehtamo Tris in NaCl, dodamo 40 ml ddH,O in odpipetiramo MgSO4. S HCI oz. NaOH

umerimo pH ter avtoklaviramo.

PBS pH 7,4

0,075 % PBST b 20 ml
10 % Tween - 20 375 ul
PBS pH 7.4

0,1 % PBST P 20 ml
10 % Tween - 20 500 pl
PBS

0,5 % PBST 20 ml
10 % Tween - 20 2500 pl

V 50 ml PBS odpipetiramo ustrezen volumen 10 % Tween — 20, premeSamo in prefiltriramo

skozi sterilni membranski filter (0,2 pm).
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RAZTOPINA sestava

BSA 0,25¢g
0,5 % BSA

PBS pH 7,4 50 ml
Natehtamo 0,25 g BSA in raztopimo v 50 ml PBS.

NaCl 146 g
5 M NaCl

ddH,0O 50 ml
Natehtamo 14,6 g NaCl, ga raztopimo v ddH,O in avtoklaviramo.

PEG-8000 20¢g
50 % (w/v) PEG-8000

ddH,0O do 40 ml

Natehtamo 20 g PEG-8000 in z ddH,O dopolnimo do 40 ml. Pri tem intenzivno meSamo na

vibracijskem mesalniku. Ko je PEG-8000 raztopljen, avtoklaviramo.

0,1 % (w/v) Zelatina, 10 | zelatina 5 mg
% (v/v) glicerol v | glicerol 500 pl
PBS PBS pH 7,4 4,50 ml

Natehtamo zelatino, odpipetiramo glicerol, dodamo 2—-3 ml PBS in premesamo. Dopolnimo s

PBS do 5 ml, ponovno premesSamo ter prefiltriramo skozi sterilni membranski filter (0,2 pm).

PEG-8000 80¢g
20 % (w/v) PEG-
NaCl 585¢g
8000/NaCl
ddH,O do 40 ml

Natehtamo PEG-8000 in NaCl, z ddH,O dopolnimo do 40 ml ter intenzivnho meSamo na

vibracijskem mesalniku. Ko je PEG-8000 raztopljen, avtoklaviramo.

IPTG
ddH,0

2,383 ¢
10 ml

I1MIPTG

Natehtamo 2,383 g IPTG in ga raztopimo v 10 ml ddH,O. Prefiltriramo skozi membranski

filter (0,2 um) in raztopino razdelimo v mikrocentrifugirke po 1,5 ml. Shranimo pri —20 °C.

ABTS 20 mg
raztopina ABTS citratni pufer 50 ml
H,0, (30 %) 0,05 % (v/v)

Dve tableti z vsebnostjo 10 mg ABTS raztopimo v 50 ml citratnega pufra in s folijo zas¢itimo

pred svetlobo. Pred uporabo 12 ml tako pripravljene raztopine dodamo Se 20,6 nl 30 % H,O,.

SDS 100 mg
PBS pH 7,4 10 ml

1% SDS

Natehtamo SDS, ga raztopimo v PBS in filtriramo skozi sterilni membranski filter (0,2 pm).
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3.1.4 GOJISCA IN KULTURE

GOJISCE sestava
pepton 04¢g
.. kvasni ekstrakt 02¢g
agarozno gojisce

$ 89 NacCl 02¢g

(za E. coli BLT5615)
agaroza 0,24 g
LB 40 ml

Natehtamo agarozo, jo dispergiramo v LB in avtoklaviramo.

pepton 04¢g
kvasni ekstrakt 02¢g
agarozno gojisce NaCl 02¢g
(za E. coli ER2738) MgCl,x6H,0 0,04 ¢
agaroza 0,24 ¢
LB 40 ml

Natehtamo agarozo in MgCl,x6H,O0, ju dispergiramo v LB in avtoklaviramo.

pepton 4¢g
kvasni ekstrakt 2g
LB (tekoce gojisce)
NaCl 4g
dH,O 400 ml
Natehtamo posamezne sestavine, raztopimo v dH,O in avtoklaviramo.
pepton 4¢g
kvasni ekstrakt 2¢g
LB-agar NaCl 4¢
agar 6g
dH,O 400 ml

Natehtamo agar, ga s pomo¢jo magnetnega mesala dispergiramo v tekoem gojis¢u LB ter
avtoklaviramo. V LAF-komori (angl. Laminar Air Flow) Se vroCe gojisCe prelijemo v

petrijevke premera 9 cm. Strjena gojisca shranimo pri 4 °C.
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pepton 4g
kvasni ekstrakt 2g
NacCl 4¢g
agar 6g
LB-agar/IPTG/X-Gal

ddH,O 400 ml
LB 75,1 % (v/v)
1 MIPTG 2,4 % (v/v)

2 % X-Gal v DMF

22,5 % (v/v)

Natehtamo agar, ga s pomoc¢jo magnetnega mesala dispergiramo v teko¢em gojis¢u LB ter

avtoklaviramo. V LAF-komori Se vroce gojis¢e prelijemo v petrijevke premera 9 cm. Strjena

gojisca shranimo pri 4 °C. Pred uporabo gojisca v asepti¢nih pogojih premazemo z raztopino

LB/IPTG/X-Gal (100 ul/petrijevko).

KULTURA

sestava

priprava

prekonocna kultura za fage

T7

S5mlLB
5 pl karbenicilina

kolonija E. coli BLT5615

Ob plamenu sestavine
odmerjamo v erlenmajerico,
ki jo nato prekrijemo s folijo
in pustimo stresati preko noci
pri 37 °C.

kultura za pomnoZevanje

fagov T7

35mlLB
35 pl karbenicilina

350 pl prekonocne kulture
35 ul IPTG

Ob plamenu sestavine
odmerjamo v erlenmajerico,
ki jo nato prekrijemo s folijo
in pustimo stresati pri 37 °C,
dokler ne doseze opticne
gostote (ODggo) 0,6-0,8. 30
min pred zacetkom
pomnozevanja fagov dodamo
IPTG.

kultura za mikrobioloSko

titracijo fagov T7

10 ml LB
10 pl karbenicilina

Sestavine ~ odmerjamo v
erlenmajerico ob plamenu.
Erlenmajerico prekrijemo s
folijo in jo stresamo pri 37 °C,

prekonocna kultura za fage

MI3

100 pl prekono¢ne kulture dokler ODgyy ne doseze
vrednosti 1.
10 ml LB Sestavine ~ odmerjamo v

10 pl tetraciklina
kolonija E. coli ER2738

erlenmajerico ob plamenu.
Erlenmajerico prekrijemo s
folijo in jo stresamo preko
no¢i pri 37 °C.
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kultura za pomnoZevanje

fagov M13

20ml LB
20 pl tetraciklina
kolonija E. coli ER2738

Sestavine ~ odmerjamo v
erlenmajerico ob plamenu.
Erlenmajerico prekrijemo s
folijo in jo stresamo pri 37 °C,
dokler ODgy ne doseze
vrednosti 0,2.

kultura za mikrobioloSko

titracijo fagov M13

5ml LB
5 pl tetraciklina
kolonija E. coli ER2738

Sestavine ~ odmerjamo v
erlenmajerico ob plamenu.
Erlenmajerico prekrijemo s
folijo in jo stresamo pri 37 °C,
dokler OD¢gyy ne doseze
vrednosti 0,5.

Vse pufre, delovne raztopine in gojis¢a smo avtoklavirali pri enakih pogojih, to je 20 min pri

121 °C in nadtlaku 1 bar.

3.1.5 REAGENTI, ZACETNI OLIGONUKLEOTIDI IN KOMPLETI

REAGENT

proizvajalec

PCR Master Mix

Promega, Madison, WI, ZDA

Reagent vsebuje Tag DNA polimerazo (50 U/ml), dNTP-je (400 uM) in MgCl, (3 mM) v

reakcijskem pufru (pH 8,5).

OZNAKA ZACETNEGA OLIGONUKLEOTIDA

nukleotidno zaporedje (5°—3°)

T7Select UP
T7Select DOWN

GGAGCTGTCGTATTCCAGTC
AACCCCTCAAGACCCGTTTA

Iz liofiliziranih zacetnikov (proizvajalec: Promega, Madison, WI, ZDA) je bila na Fakulteti
za farmacijo pripravljena zalozna raztopina tako, da so jih raztopili v ddH,O do
koncentracije 100 uM. Z red€enjem smo nato pripravili delovni raztopini koncentracij 5 uM.

—96 glIl

CCCTCATAGTTAGCGTAACG

KOMPLET

proizvajalec

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

Promega, Madison, WI, ZDA

3.1.6 GELI ZA AGAROZNO ELEKTROFOREZO

GEL

2 % agarozni gel za majhno
kadicko

sestava
agaroza 0,6 g
pufer TAE ((40 mM Tris- 30 ml
ocetna kislina; 1 mM EDTA)
EtBr 1,5 ng
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agaroza 1,5g
2 % agarozni gel za veliko
pufer TAE 75 ml
kadicko
EtBr 3,75 ng

Agarozo smo dispergirali v pufru TAE in jo segrevali v mikrovalovni pecici, dokler se ni
popolnoma raztopila. Ohladili smo jo pod vodo (do 60 °C) in ji dodali EtBr. Nato smo vlili
gel, vstavili glavnicek ter pocakali, da se je gel strdil. Dolili smo toliko pufra TAE, da je

pokril povrsino gela.

3.1.7 OZNACEVALEC VELIKOSTI

OZNACEVALEC VELIKOSTI

proizvajalec

oznacevalec velikosti ( GeneRuler™ 5 0bp DNA Ladder)

Fermentas, Burlington, Kanada

3.1.8 LABORATORIJSKA OPREMA

OPREMA

proizvajalec

analitska tehtnica AB 104
centrifuga Micro-Centrifuge II GMC-060

centrifugi 5804 R in 5415 R

ciklicni termostat AB GeneAmp® PCR System
2700

citalec mikrotitrskih ploscic Tecan GENios

kadicki za elektroforezo BIA in B2 Easy Cast

magnetni meSali

magnetni meSalnik Rotamix 550 MMH in
Rotamix 606 MM

mikrotitrske ploscice Nunc-Immuno™ Module
F8 MaxiSorp loose

mikrotitrske plo$cice T. PP® Test Plate 96U 92097

PH meter691

pipete (0,5-10; 10-100; 100-1000; 1000-5000) ul

precizna tehtnica Exacta 610 B

spektrofotometer Nanodrop ND-1000

stresalnika Vibromix 314 EVT in Vibromix 403
EVT

stresalnik Vibromix 104 EV

vir napetosti za elektroforezne kadicke Power
Ease 500

zaScitena mikrobioloSka komora LFVP 12

Mettler Toledo, Kiisnacht, Svica

Daihan Labtech Co., LTD, Namyangju-
city, Koreja

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

Applied Biosystems, Forster City, CA,
ZDA

Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Svica

Owl, Portsmouth, NH, ZDA

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Nunc, Roskilde, Danska

TPP, Trasadingen, Svica

Metrohm, Herisan, Svica

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

NanoDrop Technologies, Delaware, ZDA
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Novex, Frankfurt, Nemcija

Iskra pio, Sentjernej, Slovenija
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3.2 METODE

3.2.1 PRIPRAVA POSAMEZNIH BAKTERIJSKIH KOLONIJ E. coli BLT5615

Trajna kultura bakterij je bila shranjena v teko¢em gojis¢u LB z 10 % (v/v) glicerola
pri —80 °C. Dve petrijevki s trdnim gojis¢em LB-agar smo ogreli na sobno temperaturo. V
asepti¢nih pogojih smo s spatulo po Drigalskem trdno gojis¢e premazali s 100 pl raztopine
karbenicilina, koncentracije 10 mg/ml. Nato smo z mikrobiolosko zanko rahlo podrgnili po
obrnili tako, da je bilo gojiS¢e zgoraj, in ju preko noci inkubirali pri 37 °C.

Kolonije, ki so se razvile iz zamrznjene trajne kulture, smo hranili pri 4 °C in jih

uporabljali v obdobju enega meseca.

3.2.2 AFINITETNA SELEKCIJA BAKTERIOFAGOV V4
PEPTIDNOPREDSTAVITVENE KNJIZNICE T7Select®-hexamer

Peptidnopredstavitveno knjiznico smo izpostavili trem selekcijskim procesom, med
katerimi smo skus$ali izolirati tiste bakteriofage, ki se najbolj specificno vezejo na tar¢no
molekulo (Ieptinski receptor). Vsaka selekcijska stopnja je bila v grobem sestavljena iz Stirih
delov: (i) vezava knjizni¢nih bakteriofagov na povrsino, prekrito z leptinskim receptorjem;
(i1) spiranje nevezanih bakteriofagov; (iii) elucija vezanih bakteriofagov; (iv) pomnoZzevanje
eluata in njegov vstop v novo selekcijsko stopnjo (slika 9). Na vsaki stopnji smo uspeh
selekcije in pomnozevanja spremljali z mikrobiolosko titracijo nepomnozenega in

pomnozenega eluata.
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vezava bakteriofagov

na taréno molekulo

% elucija vezanih bakteriofagov

.rg\ %@ pomnozevanje eluata

Slika 9: Afinitetna selekcija bakteriofagov iz peptidnopredstavitvene knjiznice
T7Select™. Slika prikazuje vezavo bakteriofagov na taréno molekulo, imobilizirano na
kroglice. Pri afinitetni selekciji, ki smo jo izvedli, smo tar¢no molekulo (LepR-Fc) vezali na

protein G oz. protein A, adsorbirana na polistirensko povrsino mikrotitrske ploscice.

3.2.2.1 Prva selekcijska stopnja

Priprava knjiznice za nanos

Na osnovi titracije pomnoZene knjiznice T7Select”-hexamer smo njen titer ocenili na
priblizno 8,1 x 10" pfu/ml (angl.: pfu — plaque forming unit, plakotvorna enota), njena
raznolikost (ocenjena ob konstrukciji knjiznice (Miha Kosma¢ in Tomaz Bratkovic,
neobjavljeno)) pa znasa 1,5 x 10’ primarnih klonov. Ker smo Zeleli priblizno 500 kopij
vsakega posameznega klona, smo potrebovali 9,3 ul pomnozene knjiznice:

Volumen = (1,5 x 107 x 500 pfu) / ( 8,1 x 10" pfu/ml)

Volumen = 9,3 ul

Temu volumnu smo dodali 90,7 ul 0,1 % PBST in tako dobili 100 pl redCene
pomnozene knjiznice T7Select”-hexamer, ki je vstopila v prvo selekcijsko stopnjo.

Izlocitev bakteriofagov, ki se nespecificno vezejo na komponente mikrotitrske ploscice

in blokirnega sredstva

V eno vdolbinico mikrotitrske plog¢ice (Nunc-Immuno™ Module F8 MaxiSorp loose)
smo odpipetirali 250 pl blokirnega pufra (2 % blokirni pufer ECL), jo zatesnili s Parafilmom®

in inkubirali 1 h pri 37 °C. Po eni uri smo raztopino odlili in zaostalo teko¢ino odstranili s
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trkanjem ob papirnato brisaco. Vdolbinico smo nato dvakrat sprali s po 250 ul 0,1 % PBST,
preden smo vanjo odpipetirali alikvot knjiznice. Mikrotitrsko plos€ico smo inkubirali pri 4 °C
preko noci.

Priprava mikrotitrskih ploscic za prvo afinitetno selekcijo (vezava proteina G; vezava

tarcne molekule LepR-Fc; blokiranje nezasedene povrsine)

Zalozno raztopino proteina G (koncentracije 1 mg/ml) smo desetkrat red¢ili v
karbonatnem pufru (pH 9,6). 100 pl te raztopine smo odpipetirali v eno vdolbinico
mikrotitrske plos¢ice (Nunc-Immuno™ Module F8 MaxiSorp loose), jo zatesnili s
Parafilmom® in inkubirali preko no¢i pri 4 °C. Teko&ino smo naslednji dan odstranili.
Vdolbinico smo nato Stirikrat sprali tako, da smo vanjo odpipetirali po 250 pl 0,1 % PBST in
ob rahlem stresanju (50 obr./min) pustili 5 min pri sobni temperaturi.

5 ul raztopine LepR-Fc (~1,25 pg) smo dodali 250 ul 2 % blokirnega pufra ECL,
nezno premesali in prenesli v pripravljeno vdolbinico z vezanim proteinom G. Ob rahlem
stresanju (50 obr./min) smo inkubirali pri sobni temperaturi eno uro. V tem koraku smo
izvedli dve vezavi: (i) vezavo Fc regije leptinskega receptorja na protein G in (ii) vezavo
blokirnega pufra na nezasedene dele mikrotitrske ploscice, s ¢imer smo preprecili potencialno
nespecifi¢no vezavo kasneje dodanih bakteriofagov.

Po eni uri smo raztopino odlili in vdolbinico petkrat sprali z 0,1 % PBST.

Vezava knjiznicnih bakteriofagov na LepR-Fc

100 pl peptidnopredstavitvene knjiznice, ki smo jo preko noci inkubirali v blokirani
mikrotitrski plosc¢ici, smo prenesli v vdolbinico z vezano tar¢no molekulo. Tako smo skusali
zmanjSati delez v afinitetno selekcijo vstopajocih bakteriofagnih klonov, ki se prek
predstavljenih peptidov (ne)specificno vezejo na polistiren mikrotitrske ploscice ali
komponente blokirnega sredstva. Mikrotitrsko plodgico smo zai¢itili s Parafilmom” in jo
pustili stresati (50 obr./min) 1,5 h.

Spiranje nevezanih bakteriofagov

Teko€ino smo odstranili iz vdolbinice in jo desetkrat sprali s po 250 pl 0,1% PBST.
Vsak korak spiranja je ob rahlem stresanju (50 obr./min) trajal 5 min.

Elucija vezanih bakteriofagov

Po spiranju smo v vdolbinico odpipetirali 100 pl 1 % SDS in pustili 10-15 min ob
stresanju (50 obr./min) pri sobni temperaturi. Po 10-15 min smo dodali §e novih 50 pl 1 %
SDS, na hitro premesali s pipeto in eluat pobrali iz mikrotitrske plos¢ice.

2 pl eluata smo uporabili za mikrobiolosko titracijo, ostalih 148 ul pa smo prenesli v

kulturo za pomnozevanje.
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PomnozZevanje in izolacija eluata

Kulturi za pomnozevanje (3.1.4) smo dodali eluat in stresali pri 37 °C priblizno 1,5 h
oz. do trenutka, ko smo opazili lizo gostiteljskih celic. Vsebino erlenmajerice smo nato
prenesli v centrifugirko volumna 50 ml, v katero smo pred tem odpipetirali 3,9 ml 5 M NaCl.
Sledilo je centrifugiranje (4 °C, 10000 obr./min, 10 min), s katerim smo odstranili ostanke
bakterijskih celicnih sten. Supernatantu smo zatem dodali 6,5 ml 50 % (w/v) PEG-8000,
dobro premesali in ga 45 min inkubirali na ledu. Oborjene bakteriofage smo locili od tekocine
s centrifugiranjem (4 °C, 13200 obr./min, 10 min). Supernatant smo odlili, ponovno na kratko
centrifugirali in zaostalo teko¢ino odstranili Se s pipeto.

Oborino smo ponovno suspendirali v 1,5 ml raztopine 0,1 % (w/v) Zelatine in 10 %
(v/v) glicerola v PBS, intenzivno premeSali na vibracijskem meSalniku in zopet centrifugirali
(4 °C, 14000 obr./min, 5 min). Supernatant smo prenesli v novo mikrocentrifugirko, 2 ul
uporabili za mikrobiolosko titracijo, ostalo pa shranili pri —20 °C.

Mikrobioloska titracija

Da smo lahko ocenili Stevilo bakteriofagov v eluatih in v sami knjiznici, smo v vsaki
selekcijski stopnji izvajali klasicno mikrobiolosko titracijo: kulturo gostiteljskega
bakterijskega seva smo okuzili z red¢itvijo bakteriofagov in jo prenesli na agarno gojisce. Po
priblizno 3 h pri 37 °C so se na gojiscu pojavili prozorni plaki, katerih §tevilo nam je bilo v
pomo¢ pri izracunu okvirnega Stevila bakteriofagov v eluatu.

Postopek:

1. S teko¢im gojis¢em LB smo pripravili ustrezne desetkratne redcitve eluatov, in sicer
102, 10° in 10* za nepomnozene eluate, 10%, 10 in 10" za pomnoZene ter 107 in 10® za samo
knjiZnico.

2. Petrijevke z gojis¢em LB-agar smo vzeli iz hladilnika in jih ogreli na 37 °C.

3. V mikrovalovni pecici smo raztalili agarozno gojis€e. Za vsako redcCitev eluatov
smo ga nalili po 3 ml v sterilne centrifugirke volumna 10 ml. Vsaki centrifugirki z agaroznim
gojis¢em smo dodali Se 3 pl karbenicilina in 3 pl IPTG. Do uporabe smo jih inkubirali pri 52
°C.

4. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 250 pl kulture za mikrobiolosko titracijo
(3.1.4) in ji dodali po 10 pl vsake izmed red¢enih raztopin nepomnozenega eluata ter vsebino
premesali na vibracijskem mesalniku. Kadar smo delali mikrobiolosko titracijo pomnoZzenega
eluata ali knjiznice, smo 250 pl kulture za mikrobiolosko titracijo dodali po 100 pl vsake

izmed redcenih raztopin.
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5. Celotno vsebino mikrocentrifugirk smo s pipeto prenesli v segreto agarozno gojisce,
hitro premesali na vibracijskem mesalniku in prelili na gojisc¢e LB-agar. Ohlajena gojiS¢a smo
2-3 h inkubirali pri 37 °C.

6. Po inkubaciji smo presteli prozorne plake in s pomocjo faktorja red¢enja izraunali

priblizno vrednost Stevila bakteriofagov v eluatu oz. osnovni knjiznici.

Iz pribliznih vrednosti Stevila bakteriofagov v pomnoZenem eluatu smo izracunali
volumen pomnoZenega eluata, ki smo ga vnesli v naslednjo selekcijsko stopnjo, in sicer z

namenom vnosa enakega Stevila bakteriofagnih delcev v vsako stopnjo afinitetne selekcije.

3.2.2.2 Druga selekcijska stopnja

Iz vrednosti, dobljenih na osnovi mikrobioloske titracije, smo preracunali, da moramo
v drugo selekcijsko stopnjo vnesti 25 pl prvega pomnozenega eluata, ¢e Zelimo ohraniti
priblizno enako Stevilo bakteriofagov. Temu volumnu smo dodali Se 75 pl 0,1 % PBST in
tako dobili 100 pl red¢enega prvega pomnozenega eluata, ki je vstopil v drugo selekcijsko
stopnjo.

Drugi krog selekcije je potekal enako kot prvi, le da smo tokrat zaostrili pogoje vezave
z namenom selekcije klonov s ¢im visjo afiniteto do LepR: (i) uporabili smo le 3,6 pul
raztopine tar¢ne molekule LepR-Fc (~0,9 ng), (i1) ¢as vezave bakteriofagov na tarcno
molekulo smo skrajSali na 1 h, (iii) po odstranitvi nevezanih bakteriofagov smo vdolbinico
spirali petnajstkrat (250 ul 0,1 % PBST, 50 obr./min, 5 min).

Poleg tega smo namesto proteina G v vdolbinico mikrotitrske plos¢ice za imobilizacijo
LepR-Fc vezali protein A v enaki koncentraciji. S to zamenjavo smo skusali prepreciti

ohranjanje tistih bakteriofagnih klonov, ki so se v prvi selekcijski stopnji vezali na protein G.

3.2.2.3 Tretja selekcijska stopnja

Iz vrednosti, dobljenih na osnovi mikrobioloske titracije, smo preracunali, da moramo
v tretjo selekcijsko stopnjo vnesti 15 pl drugega pomnozenega eluata, ¢e zelimo ohraniti
priblizno enako Stevilo bakteriofagov. Temu volumnu smo dodali Se 85 pul 0,1 % PBST in
tako dobili 100 ul redéenega drugega pomnoZenega cluata, ki je vstopil v tretjo selekcijsko
stopnjo.

Tako kot v prvi selekcijski stopnji (3.2.2.1) smo tudi tu v vdolbinico mikrotitrske
ploscice vezali protein G in se tako izognili afinitetni selekciji morebitnih vezalcev na protein

A.
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Tretja selekcijska stopnja je sicer potekala enako kot prvi dve, le da bakteriofagov

tretjega pomnozenega eluata nismo koncentrirali. Po lizi bakterijskih gostiteljskih celic smo

pomnozenemu eluatu dodali 3,9 ml NaCl in centrifugirali (4 °C, 10000 obr./min, 10 min).

Supernatantu smo nato dodali 4,2 ml glicerola in tretji pomnoZeni eluat shranili pri —80 °C.

3.2.3 POMNOZEVANUJE IN IZOLACIJA POSAMEZNIH KLONOV T7

Da smo lahko v nadaljevanju kvalitativno ovrednotili afiniteto posameznih

bakteriofagnih klonov do leptinskega receptorja, smo jih 20 pomnozili z okuzbo

gostiteljskega bakterijskega seva. Titer fagov po pomnozevanju in koncentriranju je znasal

~10"" pfu/ml.

Postopek:

. 1z petrijevke, na kateri so se pomnozili kloni tretjega nepomnoZenega eluata, smo v
LAF-komori s pipeto pobrali 20 plakov in jih prenesli v 500 pl pufra PEB. Izbrali smo
tisto petrijevko, ki ni vsebovala ve¢ kot 100 plakov, s ¢imer smo povecali verjetnost,
da en plak vsebuje le en klon.

.V 20 epruvet volumna 12 ml smo odpipetirali po 3 ml kulture za pomnozevanje in
vsaki dodali 20 pl enega izmed klonov v pufru PEB. Pomnozevanje je potekalo ob
mocnem stresanju (225 obr./min) pri 37 °C.

. Po lizi bakterijskih gostiteljskih celic smo v vsako epruveto odpipetirali 333 pl NaCl
in centrifugirali (4 °C, 10000 obr./min, 10 min).

Supernatant smo prelili v epruvete s 556 ul PEG-8000 in jih za 45 min postavili na
led.

. Oborine, zbrane s centrifugiranjem (4 °C, 13200 obr./min, 10 min), smo ponovno

suspendirali v 160 pl PBS in jih shranili pri 4 °C.

3.2.4 OCENA AFINITETE SELEKCIONIRANIH BAKTERIOFAGOV T7 DO

LEPTINSKEGA RECEPTORJA S TESTOM ELISA

3.2.4.1 Inverzna ELISA vseh (20) izbranih klonov

S prirejenim testom ELISA smo kvalitativno ovrednotili afiniteto posameznih

bakteriofagnih klonov do leptinskega receptorja. Z izrazom »inverzna« ELISA skuSamo

poudariti, da smo imobilizirane fagne klone detektirali s prosto tar¢no molekulo v raztopini

(in ne obratno, kot je to obi¢ajno).
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Postopek:

Po 50 pl vsakega izoliranega klona (S3-1 — S3-20) v PBS smo odpipetirali v
vdolbinice in jih vezali preko noci pri 4 °C. Dve vdolbinici smo pustili prazni (brez
bakteriofagov), da sta nam na koncu sluzili kot slepa kontrola. V nadaljevanju smo ju
izpostavili enakim pogojem kot vse ostale.

Naslednji dan smo tekoc¢ino odlili in odstranili zaostalo tekoCino s trkanjem ob
papirnato brisaco. Nezasedeno povrSino v vdolbinicah smo blokirali z 250 ul 2 %
blokirnega pufra (mleko v prahu) in 1 h inkubirali pri 37 °C.

Tekoc¢ino smo odlili in vdolbinice Stirikrat sprali s po 250 ul 0,1 % PBST, posamezno
spiranje je trajalo 5 min.

V vsako vdolbinico smo odpipetirali 50 pl raztopine leptinskega receptorja v 0,1 %
PBST. Pripravili smo jo tako, da smo 5 pl izhodne raztopine LepR-Fc, koncentracije
250 pg/ml, dodali 47 pl 0,1 % PBST. Mikrotitrsko plos€ico smo zatesnili s
Parafilmom® in jo ob rahlem stresanju (50 obr./min) inkubirali 2 h pri sobni
temperaturi.

Vdolbinice smo sprali §tirikrat po 5 min z 250 ul 0,1 % PBST.

V vsako vdolbinico smo dodali 65 pl kozjega monoklonskega protitelesa proti humani
Fc-regiji, konjugiranega s HRP (hrenovo peroksidazo) (anti-hFc/HRP), redCenega z
0,1 % PBST v razmerju 1:1000. Ob rahlem stresanju (50 obr./min) smo vezali
protitelo 1 h pri sobni temperaturi.

Ko smo tekocino odstranili, smo vdolbinice spirali Sestkrat po 5 min z 250 ul 0,1 %
PBST.

V vse vdolbinice mikrotitrske plos¢ice smo z veckanalno pipeto nanesli po 100 pl
raztopine ABTS.

Kinetiéno merjenje absorbance je potekalo na ¢italcu mikrotitrskih plos¢ic Tecan
GENios pri valovni dolzini 405 nm. Merili smo jo 1 h, meritve pa je Citalec izvedel

vsake 3 min.

3.2.4.2 Inverzna ELISA petih klonov z najvisjo afiniteto do LepR-Fc

Klone z izkazano afiniteto do LepR-Fc smo uporabili Se v drugem ELISA testu. V

enem stolpcu mikrotitrske plosCice smo ovrednotili interakcijo z LepR-Fc, v drugem pa z

infliksimabom (himernim monoklonskim protitelesom, s humano regijo Fc). Na ta nacin smo

skusali dognati, ali se izbrani kloni veZejo na receptorski del fuzijskega proteina LepR-Fc ali

pa morda na Fc-regijo.
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V vdolbinice tretjega stolpca smo namesto bakteriofagov adsorbirali infliksimab iz
raztopin razlicnih koncentracij. Nanj smo neposredno vezali s HRP oznaCeno protitelo,
usmerjeno proti humani Fe-regiji. Te meritve so nam sluzile kot pozitivne kontrole.

Postopek:

1. V vdolbinice smo odpipetirali 45 pl raztopine posameznih klonov v PBS in
bakteriofage vezali preko nocCi pri 4 °C. Uporabili smo tistih 5 klonov, ki so v
zacetnem ELISA testu do LepR-Fc izkazovali najvi§jo afiniteto (S3-1, S3-3, S3-6, S3-
13, S3-17) in en klon, katerega afiniteta do LepR-Fc je bila zelo nizka (S3-19).

V tretji stolpec mikrotitrske plos¢ice smo nanesli 100 pl raztopine infliksimaba, in

sicer v padajoc¢ih koncentracijah. Zacetno raztopino (10 mg/ml) smo v karbonatnem

pufru (pH 9,6) red¢ili 100-krat, 200-krat, 400-krat, 1000-krat in 1500-krat. Infliksimab
smo vezali preko noci pri 4 °C.

2. Naslednji dan smo odstranili tekoc¢ino iz mikrotitrske plos€ice in v vse vdolbinice
odpipetirali 250 pl 2 % blokirnega pufra (mleko v prahu). Inkubirali smo 1 h pri 37
°C.

3. Teko€ino smo odlili in vdolbinice Stirikrat sprali po 5 min z 250 pl 0,1 % PBST.

4. V vdolbinice stolpca 1 smo nato odpipetirali po 50 pl raztopine LepR-Fc v 0,1 %
PBST, koncentracije 25 pg/ml. V vdolbinice stolpca 2 smo odpipetirali enak volumen
raztopine infliksimaba v 0,1 % PBST, koncentracije 25 pg/ml.

V vdolbinice stolpca 3 smo odpipetirali po 50 ul PBS. Mikrotitrsko plos¢ico smo ob

rahlem stresanju (50 obr./min) inkubirali 2 h pri sobni temperaturi.

5. Tekocino smo odlili, vdolbinice Stirikrat sprali z 250 pl 0,1 % PBST (5 min).

6. V vsako vdolbinico smo dodali 65 pl kozjega monoklonskega protitelesa proti humani
Fc-regiji, konjugiranega s HRP, red¢enega z 0,1 % PBST v razmerju 1 : 1000. Ob

rahlem stresanju (50 obr./min) smo vezali protitelo 1 h pri sobni temperaturi.

7. Ko smo tekocino odstranili, smo vdolbinice sprali Sestkrat z 250 pl 0,1 % PBST (5
min).

8. V vse vdolbinice mikrotitrske plos¢ice smo z veckanalno pipeto nanesli po 100 pl
raztopine ABTS.

0. Kineti¢no merjenje absorbance je potekalo na Citalcu mikrotitrskih plos¢ic Tecan

GENios pri valovni dolzini 405 nm. Merili smo jo 1 h, meritve pa je Citalec izvedel

vsake 3 minute.
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Preglednica II: Razpored posameznih fagnih klonov in raztopin infliksimaba (Infl.) na

mikrotitrski ploscici.

1 2 3
A S3-1 S3-1 Infl. (1500x)
LepR-Fc Infl. PBS
B S3-3 S3-3 Infl. (1000x)
LepR-Fc Infl. PBS
C S3-6 S3-6 Infl. (400x)
LepR-Fc Infl. PBS
D S3-13 S3-13 Infl. (200x)
LepR-Fc Infl. PBS
E S3-17 S3-17 Infl. (100x)
LepR-Fc Infl. PBS
F S3-19 S3-19 /
LepR-Fc Infl. PBS
/ /
G LepR-Fc Infl.
/ /
H LepR-Fc Infl.
50 pl raztopine (25 pg/ml) LepR-Fc v 0,1 % PBST
LepR-Fc
I 50 pl raztopine (25 pg/ml) infliksimaba v 0,1 % PBST
n
50 ul PBS
PBS

3.2.5 POMNOZEVANJE INSERTA IZBRANIH BAKTERIOFAGNIH KLONOV
T7 Z VERIZNO REAKCIJO S POLIMERAZO (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo je metoda sinteze nukleinskih kislin in vitro, ki nam
omogoca enostavno in hitro pomnozevanje dolo¢enega odseka DNA v kompleksni meSanici
molekul. Zanjo je znalilen tristopenjski temperaturni profil, ki se zacne z denaturacijo
dvoverizne DNA. Sledi prileganje dveh oligonukleotidnih zacetnikov, ki sta komplementarna
zaporedjem na 5'- in 3 -koncih tarénega DNA odseka in kot tak$na zagotavljata specifi¢nost
reakcije. Cikel se zakljuc¢i s podaljsevanjem verige DNA s termostabilno DNA polimerazo
(28).

Nujne komponente reakcijske zmesi za PCR so: matricna DNA, termostabilna DNA
polimeraza (najpogosteje polimeraza Tag, primarno izolirana iz bakterije Thermus aquaticus),

par oligonukleotidnih zacetnikov (ki se prilega nasprotnim verigam matricne DNA in
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»zajema« odsek, ki ga zelimo pomnoziti), vsi Stirje deoksinukleotidi (ANTP-ji), magnezijevi
ioni (ki so nujni za delovanje DNA polimeraze) ter reakcijski pufer ustreznega pH.
V Sestih mikrocentrifugirkah smo pripravili reakcijsko zmes s kon¢nim volumnom 25

ul, ki je vsebovala naslednje komponente:

o 1ul bakteriofagnega klona v PEB (S3-1, S3-3, S3-6, S3-13, S3-17, S3-19)
e 95ul ddH,O

o 1ul T7Select UP zacetni oligonukleotid (5 uM)

o 1lul T7Select DOWN zacetni oligonukleotid (5 pM)

e 125ul  PCR Master Mix

Mikrocentrifugirke smo vstavili v cikli¢ni termostat in nastavili temperaturni program:

cas trajanja temperatura stopnja

5 min 94 °C zaCetna denaturacija DNA

50s 94 °C denaturacija

1 min 50°C prileganje 35 ciklov
1 min 72 °C podaljSevanje

6 min 72 °C zaklju¢no podaljSevanje

3.2.6 IZOLACIJA IN CISCENJE PRODUKTOV VERIZNE REAKCIJE S
POLIMERAZO

Po pomnozevanju bakteriofagnega inserta z reakcijo PCR je bilo potrebno iz
reakcijske zmesi odstraniti presezne deoksinukleotide in oligonukleotidne zacetnike, ki bi
lahko motili kasnejse doloevanje nukleotidnega zaporedja. Komplet Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System temelji na sposobnosti DNA, da se v prisotnosti kaotropnih soli veze
na silikagelno membrano (27), v okolju z nizko ionsko jakostjo pa od nje disociira.

Postopek:

1. Reakcijski zmesi PCR (S3-1, S3-3, S3-6, S3-13, S3-17, S3-19) smo dodali enake
volumne (25 pl) raztopine za vezavo na membrano (Membrane Binding Solution), ki
vsebuje kaotropno sol gvanidinijev izotiocianat.

2. 'V zbiralne mikrocentrifugirke smo vstavili minikolone SV Minicolumn, to je stolpce s
silikagelno membrano, ki omogocajo vezavo DNA.

3. Reakcijske zmesi PCR smo prenesli na minikolono in pri sobni temperaturi inkubirali
1 min.
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4. Vsebine mikrocentrifugirk smo centrifugirali 1 min pri 14000 obr./min. S tem smo
zmes v mikrocentrifugirki »potisnili« skozi membrano, DNA pa se je nanjo vezala.
Minikolono smo po koncanem centrifugiranju odstranili, teko¢ino iz
mikrocentrifugirke zavrgli, nato pa vanjo ponovno namestili minikolono.

5. Sledilo je spiranje minikolon z dodatkom 700 pl raztopine za spiranje (Membrane
Wash solution), ki ji je bil predhodno dodan 95 % etanol. Ponovno smo vsebino
mikrocentrifugirk centrifugirali (1 min, 14000 obr./min) in zatem izpraznili zbiralno
mikrocentrifugirko. Spiranje smo ponovili s 500 ul raztopine za spiranje, a tokrat smo
Cas centrifugiranja podaljsali (5 min, 14000 obr./min).

6. Zbiralno centrifugirko smo izpraznili, nato pa jo skupaj z minikolono centrifugirali 1
min, da smo popolnoma odstranili etanol.

7. Minikolono smo prenesli v ¢isto mikrocentrifugirko in nanjo previdno nanesli 50 pl
vode brez nukleaz. Inkubirali smo 1 min pri sobni temperaturi, nato pa centrifugirali (1
min, 14000 obr./min).

8. Minikolono smo zavrgli, vsebino mikrocentrifugirke, ki je vsebovala eluirano DNA,

pa shranili pri -20 °C.

3.2.7 PREVERJANJE USPESNOSTI POMNOZEVANJA IN IZOLACIJE
INSERTOV BAKTERIOFAGOV T7 Z GELSKO ELEKTROFOREZO

Agarozna gelska elektroforeza je metoda separacije nabitih bioloskih makromolekul
glede na njithovo velikost, naboj in konformacijo. Omogoca locevanje fragmentov DNA,
velikih od petdeset do nekaj desettiso¢ baznih parov. Vzorec negativho nabite DNA v
elektricnem polju potuje skozi pore agaroznega gela od negativno nabite katode proti
pozitivno nabiti anodi, pri ¢emer je hitrost potovanja odvisna od velikosti fragmenta. Gelu je
predhodno dodano fluorescentno barvilo etidijev bromid, ki nam omogoc¢a vizualizacijo
dvoverizne DNA, ko po koncani elektroforezi gel izpostavimo ultravijoli¢ni svetlobi. S to

metodo smo preverili ustreznost poteka reakcije PCR ter izolacije produktov PCR.

36



V Sestih mikrocentrifugirkah smo pripravili zmes za nanos na elektroforezni gel, ki je
vsebovala:

e 2 ul nanaSalnega barvila za gelsko elektroforezo (bromfenol modro, ksilen cianol,
glicerol), ki omogoca vizualno »sledenje« vzorcu DNA in poveca gostoto zmesi (lazji
nanos)

e 5 pulizolata produkta PCR (S3-1, S3-3, S3-6, S3-13, S3-17, S3-19)

e 5ulddH,O

V eno mikrocentrifugirko pa smo odpipetirali 2 pl nanaSalnega barvila za gelsko
elektroforezo, 8 ul ddH,O in 2 pl oznadevalca velikosti. Ta nam je pomagal oceniti velikost
pomnoZzenih fragmentov DNA.

Vsebino vseh sedmih mikrocentrifugirk smo s pipeto prenesli v luknjice na agaroznem
elektroforeznem gelu (3.1.6). Kadicko smo pokrili in jo prikljuéili na vir napetosti.

Elektroforeza je potekala priblizno 60 min, pri napetosti 100 V in konstantnem toku 75 mA.

3.2.8 MERJENJE KONCENTRACIJ DNA

Koncentracijo izoliranega produkta PCR smo ocenili spektrofotometri¢no. Uporabili
smo spektrofotometer NanoDrop” ND-1000, katerega delovanje temelji na tehnologiji
opticnih vlaken. Za dolocitev koncentracije smo potrebovali le eno kapljico (1 pl) vzorca, ki
jo je spektrofotometer oblikoval v stolpec optimalne dolzine (0,5-1 mm) (29). Meritve smo
izvajali pri valovni dolzini 260 nm, kjer je absorpcija ultravijoli¢ne svetlobe pri nukleinskih
kislinah najvi§ja. Poleg tega smo belezili tudi kontaminacijo vzorcev s proteini — ker imajo ti
absorpcijski maksimum pri valovni dolzini 280 nm, smo dolocali razmerje absorpcij

As60/A2s0.

3.29 DOLOCITEV NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA INSERTOV V
BAKTERIOFAGIH T7

Dolocitev nukleotidnega zaporedja nasih vzorcev je izvedla druzba Eurofins MWG
Operon, in sicer z metodo po Sangerju oziroma s t. i. dideoksi metodo. Ta je dobila ime zaradi
kljucne vloge dideoksinukleotidov (ddNTP), ki zaradi odsotnosti hidroksilne skupine na 3°-

ogljikovem atomu deoksiriboze ob vgraditvi ustavijo podaljSevanje verige DNA.
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Nujne komponente reakcijske zmesi za dolocitev zaporedja DNA so poleg vzorcne
DNA Se vsi Stirje deoksi- in dideoksinukleotidi, oligonukleotidni zacetnik ter DNA-
polimeraza. Postopek se za¢ne z vro€insko denaturacijo dvojne vijacnice. Oligonukleotidni
zacetnik (T7Select UP) v reakcijski zmesi se nato veze na komplementarno zaporedje
matricne DNA in ob prisotnosti DNA-polimeraze se zacne sinteza komplementarne verige.
Dokler se v podaljSevanje vkljucujejo le dNTP, poteka sinteza verige nemoteno, ko pa se
vgradi ddNTP, se elongacija ustavi zaradi nezmoznosti tvorbe fosfodiestrske vezi z
naslednjim nukleotidom.

Vsak izmed Stirih ddNTP je oznaCen s svojim fluorescentnim barvilom, ki emitira
svetlobo specificne valovne dolzine. Ko s kapilarno elektroforezo lo¢imo fragmente glede na
njihovo dolZino, lahko tako po osvetlitvi z laserskim zarkom razberemo zaporedje DNA s

pomocjo fluorescencnega detektorja (31).

3.2.10 PRIPRAVA POSAMEZNIH BAKTERIJSKIH KOLONIJ E. coli K12
ER2738

Trajna kultura bakterij je bila shranjena v tekocem gojis¢u LB s 25 % (v/v) glicerola
pri —80 °C. Dve petrijevki s trdnim gojis¢em LB-agar smo ogreli na sobno temperaturo in ju v
asepticnih pogojih s spatulo po Drigalskem premazali s 100 pl raztopine tetraciklina,
koncentracije 4 mg/ml. Zamrznjeno trajno kulturo smo odtalili in red¢ili s teko€im gojis¢éem
LB v razmerju 1 : 10° 50 ul te redéene kulture smo s spatulo po Drigalskem razmazali po
no¢i inkubirali pri 37 °C.

Kolonije, ki so se razvile iz zamrznjene trajne kulture, smo hranili pri 4 °C in jih

uporabljali v obdobju enega meseca.

3.2.11 AFINITETNA SELEKCIJA BAKTERIOFAGOV V4
PEPTIDNOPREDSTAVITVENE KNJIZNICE Ph.D.-C7C™

3.2.11.1 Prva selekcijska stopnja

Priprava knjiZnice za nanos

Osnovna knjiZnica je vsebovala priblizno 2 x 10" bakteriofagov/ml, njena ocenjena
raznolikost pa znasa 1,2 x 10° primarnih klonov (17). Ker smo Zeleli v prvo selekcijsko

stopnjo vnesti priblizno 150 kopij vsakega klona, smo uporabili 10 pl osnovne knjiznice (2 x
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10" bakteriofagov). Temu volumnu smo dodali $e 90 pl PBS in tako dobili 100 ul knjiznice,
ki je vstopila v prvo selekcijsko stopnjo.

Stopnje, ki sledijo (Izlocitev bakteriofagov, ki se nespecificno vezejo na komponente

mikrotitrske ploscice in blokirnega sredstva, Priprava mikrotitrskih ploScic za prvo afinitetno

selekcijo (vezava proteina G; vezava tarcne molekule LepR-Fc; blokiranje nezasedene

povrsine), Vezava knjiznicnih bakteriofagov na LepR-c in Spiranje nevezanih bakteriofagov),

so enake kot pri delu s peptidnopredstavitveno knjiznico T7Select”hexamer in so opisane v
podpoglavju 3.2.2.1.

Elucija vezanih bakteriofagov

Po spiranju smo v vdolbinico odpipetirali 100 pl elucijskega pufra in ob rahlem
stresanju (50 obr./min) mikrotitrsko ploS¢ico inkubirali pri sobni temperaturi 10 min. Eluat
smo s pipeto prenesli v mikrocentrifugirko z 20 ul nevtralizacijskega pufra in premesali na
vibracijskem mesSalniku. 2 pl prvega nepomnozenega eluata smo uporabili za mikrobiolosko
titracijo, ostalih 118 ul pa smo prenesli v kulturo za pomnozevanje, pripravljeno po postopku,
opisanem v poglavju 3.1.4.

Pomnozevanje in izolacija eluata

1. Eluat smo pomnozevali v 20 ml kulture za pomnozevanje. Bakteriofagi M13 se v
bakterijskih gostiteljskih celicah pomnozujejo tako, da ne povzrocajo njihove lize,
temveC neprestano izstopajo skozi celicno membrano. Po 4,5 h smo vsebino
erlenmajerice prelili v centrifugirko volumna 50 ml in centrifugirali (4 °C, 10000
obr./min, 10 min).

2. Supernatant smo prelili v novo centrifugirko in ponovno centrifugirali pod enakimi
pogoji. Supernatantu smo nato dodali 3,3 ml 20 % (w/v) PEG/2,5 M NaCl, dobro
premesali na vibracijskem meSalniku in fage oborili preko no¢i pri 4 °C.

3. Oborino smo naslednji dan loc¢ili od supernatanta s centrifugiranjem (4 °C, 10000
obr./min, 15 min), nato pa jo ponovno suspendirali v 1 ml PBS in prenesli v
mikrocentrifugirko.

4. Sledilo je ponovno centrifugiranje (4 °C, 14000 obr./min, 5 min). Supernatant smo
prenesli v novo mikrocentrifugirko, mu dodali 170 pl 20 % (w/v) PEG/2,5 M NacCl in

1 h inkubirali na ledu (ponovno obarjanje).
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5. Po centrifugiranju (4 °C, 10000 obr./min, 10 min) smo oborino ponovno suspendirali
v 200 ul PBS, Se enkrat hitro centrifugirali (4 °C, 14000 obr./min, 1 min) in
supernatant (prvi pomnozeni eluat) prenesli v novo mikrocentrifugirko. 2 pl prvega
pomnozenega eluata smo uporabili za mikrobiolosko titracijo, ostalo pa shranili pri —
20 °C.

Mikrobioloska titracija

Mikrobioloska titracija bakteriofagov M13 je potekala nekoliko drugace od titracije
bakteriofagov T7.

Postopek:

1. S teko¢im gojis¢em LB smo pripravili ustrezne desetkratne red¢itve eluatov, in sicer
10", 10% in 10° za nepomnozene in 10%, 10° in 10'° za pomnoZene eluate.

2. Petrijevke z gojis¢em LB-agar smo vzeli iz hladilnika, jih ogreli na 37 °C ter
premazali z raztopino LB/IPTG/X-Gal (3.1.4).

3. V mikrovalovni pecici smo raztalili agarozno gojis¢e. Za vsako red¢eno raztopino
smo je nalili po 3 ml v sterilne centrifugirke volumna 10 ml. Do uporabe smo jih inkubirali
pri 52 °C.

4. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 200 pl kulture za mikrobiolosko titracijo
(3.1.4). Tej kulturi smo zatem dodali po 10 pl vsake izmed red¢enih raztopin eluata in vsebino
premesali na vibracijskem meSalniku.

5. Celotno vsebino mikrocentrifugirk smo s pipeto prenesli v segreto agarozno gojisce,
hitro premesali na vibracijskem meSalniku in prelili na gojis¢e LB-agar. Ohlajena gojiS¢a smo
preko noci inkubirali pri 37 °C.

6. Po inkubaciji smo presteli majhne modre plake in s pomocjo faktorja redCenja

izracunali priblizno vrednost Stevila bakteriofagov v eluatu.

Iz dolocenih vrednosti Stevila bakteriofagov v pomnoZenem eluatu smo izracunali
volumen pomnoZenega eluata, ki smo ga vnesli v naslednjo selekcijsko stopnjo, in to z

namenom vnosa enakega Stevila bakteriofagnih delcev v vsako stopnjo afinitetne selekcije.

3.2.11.2 Druga selekcijska stopnja

Iz vrednosti, dobljenih na osnovi mikrobioloske titracije, smo preracunali, da moramo
v drugo selekcijsko stopnjo vnesti 10 pl prvega pomnozenega eluata, ¢e Zelimo ohraniti
priblizno enako Stevilo fagov. Temu volumnu smo dodali Se 90 pul 0,1 % PBST in tako dobili

100 pul redcenega prvega pomnozenega eluata, ki je vstopil v drugo selekcijsko stopnjo.
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Vse ostale korake smo izvedli na enak nacin kot v prvi selekcijski stopnji, a z dvema
razlikama: (1) namesto proteina G smo vezali protein A v enakih koncentracijah (podobno kot
pri afinitetni selekciji iz knjiznice T7Select”hexamer); (ii) nevezane bakteriofage smo spirali
pri bolj zaostrenih pogojih, in sicer desetkrat po 5 min z 250 ul 0,5 % PBST in ne 0,1 %
PBST.

3.2.11.3 Tretja selekcijska stopnja

Iz vrednosti, dobljenih na osnovi mikrobioloske titracije, smo preracunali, da moramo
v tretjo selekcijsko stopnjo vnesti 12,5 pl drugega pomnozenega eluata, ¢e zelimo ohraniti
priblizno enako Stevilo bakteriofagov. Temu volumnu smo dodali Se 87,5 ul 0,1 % PBST in
tako dobili 100 pl red¢enega drugega pomnoZenega eluata, ki je vstopil v tretjo selekcijsko
stopnjo.

Ostali koraki so potekali na enak nacin kot v drugi selekcijski stopnji, le da smo

namesto proteina A zopet vezali protein G.

3.2.12 POMNOZEVANJE IN IZOLACIJA POSAMEZNIH KLONOV M13

Podobno kot v primeru bakteriofagov T7 (3.2.3) smo po zakljuceni tretji selekcijski
stopnji nekaj bakteriofagnih klonov pomnozili v gostiteljskem bakterijskem sevu. Kasneje

smo ovrednotili njihovo afiniteto do LepR-Fc s testom ELISA.

3.2.12.1 PomnoZevanje iz plakov pobranih klonov tretjega nepomnoZenega eluata

1. Po 2 ml kulture za pomnoZevanje bakteriofagov M13 (3.1.4) smo odpipetirali v
epruvete volumna 12 ml.

2. Iz petrijevke, na kateri so se pomnozili bakteriofagni kloni tretjega nepomnoZzenega
eluata, smo v LAF-komori s pipeto prenesli 15 plakov v kulture za pomnozevanje. Ob
mocnem stresanju (225 obr./min) smo bakteriofage pomnozevali 4,5 h pri 37 °C.

3. Vsebino epruvet smo prenesli v mikrocentrifugirke in centrifugirali (4 °C, 10000
obr./min, 10 min).

4. Supernatantu smo dodali 335 pl 20 % (w/v) PEG/2,5 M NaCl, dobro premesali na
vibracijskem mesSalniku in pustili obarjati preko noci pri 4 °C.

5. Naslednji dan smo oborino od supernatanta locili s centrifugiranjem (4 °C, 10000

obr./min, 15 min) in jo ponovno suspendirali v 230 ul PBS.
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3.2.12.2 PomnoZevanje dveh pomnoZenih klonov z najviSjo afiniteto do leptinskega
receptorja
Na osnovi opravljenega ELISA testa (3.2.13.1) smo izbrali dva klona (Sc3-10, Sc3-11)
z najvi§jo afiniteto do LepR-Fc in ju pomnozili. Hkrati z njima smo pomnozili tudi kontrolni
bakteriofag K4, predhodno izoliran iz knjiznice Ph.D.-C7C™, z visoko afiniteto do
streptavidina (18).
Postopek:
1. Za vsak klon smo v erlenmajerici pripravili 40 ml kulture za pomnoZevanje (3.1.4) in
ji dodali 25 pl pomnozenih klonov v PBS (3.2.12.1). Ob mocnem stresanju (250
obr./min) smo klone pomnozevali 4,5 h pri 37 °C.
2. Vsebino erlenmajeric smo prelili v centrifugirke in centrifugirali (4 °C, 10000
obr./min, 10 min).
3. Supernatant smo prenesli v centrifugirke s 6,7 ml 20 % (w/v) PEG-8000/2,5 M NaCl,
intenzivno premesali in preko noci obarjali pri 4 °C.
4. Naslednji dan smo oborino od supernatanta locCili s centrifugiranjem (4 °C, 10000
obr./min, 15 min) in jo ponovno suspendirali v 1 ml PBS.
5. Po kratkem centrifugiranju (4 °C, 10000 obr./min, 5 min) smo supernatant prenesli v
mikrocentrifugirke in mu dodali 167 pl 20 % (w/v) PEG-8000/2,5 M NacCl.
6. 1 h smo bakteriofage obarjali na ledu, nato pa jih pozeli s centrifugiranjem (4 °C,
14000 obr./min, 10 min).
7. Oborino smo ponovno suspendirali v 200 ul PBS.

3.2.13 OCENA AFINITETE SELEKCIONIRANIH BAKTERIOFAGOV M13 DO
LEPTINSKEGA RECEPTORJA S TESTOM ELISA

3.2.13.1 Test ELISA za 14 izbranih klonov tretjega nepomnoZenega eluata

Namen tega testa je bil izbor klonov, ki so do leptinskega receptorja izkazali najvisjo
afiniteto (takih, pri katerth smo pri testu ELISA zabelezili najstrmejSe naraScanje
absorban¢nega signala po Casu). NajboljSim vezalcem smo kasneje dolocili nukleotidno
zaporedje inserta, ki kodira povrSinski peptid, dva izmed njih pa smo uporabili Se za

natancnejSe ovrednotenje njune afinitete s kvantitativnim testom ELISA.
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Postopek:

. 'V 15 vdolbinic smo odpipetirali 50 ul raztopine LepR-Fc¢ v karbonatnem pufru (pH
9,6), koncentracije 23 pg/ml. V vdolbinice, ki so sluzile kot slepa kontrola, smo
odpipetirali 50 pl raztopine infliksimaba v karbonatnem pufru (pH 9,6), koncentracije
20 pg/ml. V vdolbinico, ki je sluzila kot kontrola ustreznosti postopka, smo nanesli 50
ul raztopine streptavidina v karbonatnem pufru (pH 9,6), koncentracije 50 pg/ml.
Raztopine smo vezali preko noci pri 4 °C.

. Naslednji dan smo odstranili teko€ino iz mikrotitrske plos¢ice in blokirali nezasedeno
povrsino z 250 pl 2 % blokirnega pufra ECL 1 h pri sobni temperaturi, ob rahlem
stresanju (50 obr./min).

. Ko smo odstranili blokirni pufer, smo v vdolbinice z LepR-Fc in infliksimabom
nanesli 100 pl vsakega posameznega pomnozenega klona v PBS (od Sc3-1 do Sc3-
14), ki smo mu dodali 100 pl 0,5 % blokirnega pufra ECL. V vdolbinico z vezanim
streptavidinom smo odpipetirali enako koli¢ino pomnozenega klona K4 (z dokazano
visoko afiniteto do streptavidina). Klone smo pri sobni temperaturi in rahlem stresanju
(50 obr./min) vezali 1,5 h.

Sledilo je spiranje z 250 ul 0,075 % PBST, in sicer trikrat po 5 min.

.V vdolbinice smo odpipetirali 200 pl raztopine monoklonskega protitelesa proti
bakteriofagu M13, konjugiranega s HRP (anti-M13-Mab-HRP). Za nanos smo ga z 0,5
% blokirnim pufrom ECL red¢ili v razmerju 1 : 5000. Vezali smo ga 1 h ob rahlem
stresanju (50 obr./min), in sicer pri sobni temperaturi.

. Vdolbinice smo spirali trikrat po 5 min z 250 pl 0,075 % PBST.

.V vse vdolbinice mikrotitrske plos¢ice smo z veckanalno pipeto nanesli po 200 pl
raztopine ABTS.

. Kinetiéno merjenje absorbance je potekalo na citalcu mikrotitrskih plos¢ic Tecan
GENios pri valovni dolzini 405 nm. Merili smo jo 1 h, meritve pa je Citalec izvedel

vsake 3 minute.
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Preglednica III: Razporeditev klonov M13 tretjega nepomnozenega eluata na mikrotitrski
ploscici.

1 2 3 4
A Sc3-1 Sc3-1 Sc3-9 Sc3-9
B Sc3-2 Sc3-2 Sc3-10 | Sc3-10
C Sc3-3 Sc3-3 Sc3-11 | Sc3-11
D Sc3-4 Sc3-4 Sc3-12 | Sc3-12
E Sc3-5 Sc3-5 Sc3-13 | Sc3-13
F Sc3-6 Sc3-6 Sc3-14 | Sc3-14
G Sc3-7 Sc3-7 / /
H Sc3-8 Sc3-8 K4 K4

raztopina LepR-Fc v karbonatnem pufru (¢ = 23 pg/ml)

raztopina infliksimaba v karbonatnem pufru (c = 20 pg/ml)

raztopina streptavidina v karbonatnem pufru (¢ = 50 pg/ml)

3.2.13.2 Kvantitativha ELISA dveh klonov z najvisjo afiniteto do LepR-Fc¢
Na osnovi rezultatov prvega testa ELISA smo izmed 14 klonov izbrali dva, ki sta
izkazovala najvisjo afiniteto do leptinskega receptorja (Sc3-10, Sc3-11) in ju pomnozili
(3.2.12.2). Z mikrobiolosko titracijo (3.2.11.1) smo dolocili njun titer in titer kontrolnega
bakteriofaga K4.
Za ¢im boljse ovrednotenje afinitete klonov Sc3-10 in Sc3-11 smo izvedli test ELISA
z razli¢nimi red¢itvami raztopin obeh pomnozenih klonov.
Postopek:
1.V vdolbinice mikrotitrske plos¢ice smo odpipetirali po 50 pl raztopine LepR-Fc v PBS
(25 pg/ml), za slepo kontrolo pa 50 pl raztopine infliksimaba v PBS (20 pg/ml). V eno
vdolbinico smo nanesli Se 50 ul raztopine streptavidina v PBS, koncentracije 50
ug/ml. Raztopine smo vezali pri 4 °C preko noci.
2. Iz vdolbinic smo odstranili teko¢ino in vanje odpipetirali po 330 pl 2 % blokirnega
pufra ECL. Ob rahlem stresanju (50 obr./min) smo nezasedeno povrsino blokirali 1,5 h

pri sobni temperaturi.
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. Medtem smo pripravili reditve bakteriofagnih klonov Sc3-10, Sc3-11 in K4.
Raztopine pomnoZzenih bakteriofagov smo red¢ili s PBS in 1 % blokirnim pufrom
ECL, tako da smo dobili tri razli¢ne koncentracije klonov Sc3-10 in Sc3-11: 2 x 10”,
5% 10"in 1 x 10" pfu:

bakteriofagi v PBS PBS 1 % blokirni pufer ECL koncentracija
(pfu)

33,3 pul 66,7 ul 110 pl 2 x 10"

Sc3-10 8,3 ul 91,7 ul 110 pl 5x 10"
1,7 ul 98,3 pl 110 pl 1x10"

18,2 ul 81,8 ul 110 pl 2 x 10"

Sc3-11 4,6 ul 95,4 ul 110 pl 5x10"
0,9 ul 99,1 ul 110 pl 1x10"

K4 5,7 ul 94,3 pl 110 pl 2 x 10"

/ / 100 pl 110 pl 0

. 1z mikrotitrske ploS€ice smo odstranili teko€ino in vanjo odpipetirali raztopine
bakteriofagov (200 pl/vdolbinico). Vezali smo jih 2 h ob rahlem stresanju (50
obr./min) pri sobni temperaturi.

. Mikrotitrsko plos¢ico smo sprali trikrat po 5 min z 250 pl 0,1 % PBST.

. Nanesli smo 200 pl anti-M13-Mab-HRP v 2 % blokirnem pufru ECL. Protitelo smo
red¢ili v razmerju 1:5000 in ga vezali 1 h ob rahlem stresanju (50 obr./min) pri sobni
temperaturi.

. Mikrotitrsko ploS¢ico smo sprali trikrat po 5 min z 250 pl 0,1 % PBST.

.V vse vdolbinice mikrotitrske plos¢ice smo z veckanalno pipeto nanesli po 200 pl
raztopine ABTS.

. Kineti¢no merjenje absorbance je potekalo na citalcu mikrotitrskih plos¢ic Tecan
GENios pri valovni dolzini 405 nm. Merili smo jo 1 h, meritve pa je Citalec izvedel

vsaki 2 minuti.

45




Preglednica IV: Razporeditev redcenih raztopin klonov Sc3-10 in Sc3-11 ter kontrolnega
klona K4.

1 2
Sc3-10 Sc3-10
A 2x 10! 2x 10!
Sc3-10 Sc3-10
B 5x10° 5x10°
Sc3-10 Sc3-10
C 1% 10 110"
Sc3-11 Sc3-11
D 2 x 10" 2 x 10"
Sc3-11 Sc3-11
E 5% 10° 5% 10
Sc3-11 Sc3-11
F 1 x 10" 1 x 10"
G / /
K4 K4
H 2 x 10" 2 x 10"
raztopina LepR-Fc v karbonatnem pufru (¢ = 23 pg/ml)
raztopina infliksimaba v karbonatnem pufru (¢ = 20 pg/ml)
raztopina streptavidina v karbonatnem pufru (¢ = 50 pg/ml)

3.2.14 IZOLACIJA GENOMSKE DNA BAKTERIOFAGOV M13

Izolacijo DNA iz bakteriofagov smo izvajali z metodo obarjanja z absolutnim
etanolom. V prisotnosti kaotropnih ionov (I') se sprva porusi integriteta fagne kapside. Po
dodatku etanola pride zaradi polarnosti molekule DNA in nizke dielektri¢ne konstante medija
do tvorbe ionskih vezi med fosfatnimi skupinami DNA in pozitivno nabitimi (natrijevimi)
ioni v raztopini. Posledica tega je obarjanje nukleinskih kislin iz raztopine.

Postopek:

1. 25 pl pomnoZenih klonov v PBS smo v mikrocentrifugirkah red¢ili do volumna 250 ul

s teko¢im gojis¢em LB.

2. Dodali smo 100 pl 20 % (w/v) PEG-8000/2,5 M NaCl, premesali in postavili na led

(20 min).

3. Oborino smo locili od supernatanta s centrifugiranjem (10000 obr./min, 10 min) in
fage ponovno suspendirali v 100 pl jodidnega pufra (pH 8). Vsebino smo dobro
premesali na vibracijskem mesalniku, dodali Se 250 pl absolutnega etanola in ponovno

premesali.
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4. Mikrocentrifugirke smo inkubirali 10 min pri sobni temperaturi in jih nato
centrifugirali (14000 obr./min, 10 min). Supernatant smo hitro in previdno odstranili s
pipeto, oborino pa ponovno suspendirali v 400 pl 70 % etanola.

5. Ko smo vsebino dobro premesali, je sledilo ponovno centrifugiranje (14000 obr./min,
5 min).

6. Supernatant smo odstranili s pipeto, oborino pa posusili pri 37 °C.

3.2.15 DOLOCITEV NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA INSERTOV V
BAKTERIOFAGIH M13

Kot pri bakteriofagih T7 je tudi dolocevanje nukleotidnega zaporedja insertov v
bakteriofagih M13 izvajala druzba Eurofins MWG Operon z dideoksi metodo (3.2.9).
Uporabljen zacetni oligonukleotid je bil standardni zacetnik -96 gIII (Eurofins MWG
Operon).
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IV. POVZETEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

Tocki 4.1 in 4.2 shematsko prikazujeta zaporedje uporabljenih metod naSega

diplomskega dela.

4.1 AFINITETNA SELEKCIJA IZ KNJIZNICE T7Select®-hexamer

izloCitev fagov z afiniteto do povrsine mikrotitrske plosc¢ice in blokirnega sredstva (3.2.2.1) <

|

vezava knjizni¢nih bakteriofagov oz. bakteriofagov pomnozenega eluata na tar¢no molekulo
LepR-Fc (3.2.2.1)

|

spiranje nevezanih bakteriofagov (3.2.2.1) trije cikli

’

elucija vezanih bakteriofagov (3.2.2.1)

mikrobioloska «—
titracija (3.2.2.1) l
pomnoZzevanje in izolacija eluata (3.2.2.1)

’

pomnozevanje in izolacija posameznih klonov (20) tretjega nepomnozenega eluata (3.2.3)

v

vrednotenje afinitete pomnozenih in izoliranih klonov s prirejenim testom ELISA (3.2.4)

v

pomnoZevanje inserta petih fagnih klonov (z najvi§jo afiniteto do LepR-Fc) z reakcijo PCR
(3.2.5)

’

izolacija in ¢iS¢enje produktov PCR (3.2.6)

v

preverjanje uspesnosti pomnozevanja in izolacije insertov bakteriofagov T7 z gelsko
elektroforezo (3.2.7)

’

merjenje koncentracij DNA (3.2.8)

’

dolocitev nukleotidnega zaporedja insertov v bakteriofagih T7 (3.2.9)
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4.2 AFINITETNA SELEKCIJA I1Z KNJIZNICE Ph.D.-c7C™

izlocitev fagov z afiniteto do povrSine mikrotitrske ploS¢ice in blokirnega sredstva <+—
(3.2.11.1)

v

vezava knjizni¢nih bakteriofagov oz. bakteriofagov pomnozZenega eluata na tar¢no molekulo
LepR-Fc (3.2.11.1)

v

spiranje nevezanih bakteriofagov (3.2.11.1) trije cikli

,

elucija vezanih bakteriofagov (3.2.11.1)

mikrobioloska «——

titacija (3:2.11.1) ™\ !

pomnozevanje in izolacija eluata (3.2.11.1)

|

pomnozevanje in izolacija posameznih klonov (15) tretjega nepomnozenega eluata (3.2.12.1)

’

vrednotenje afinitete pomnozenih in izoliranih klonov s prirejenim testom ELISA (3.2.13.1)

’

pomnozevanje dveh pomnozenih klonov z najvisjo afiniteto do LepR-Fc (3.2.12.2)

’

kvantitativna ELISA dveh klonov z najvi§jo afiniteto do LepR-Fc (3.2.13.2)

|

izolacija genomske DNA bakteriofagov M13 (3.2.14)

|

dolocitev nukleotidnega zaporedja insertov v bakteriofagih M13 (3.2.15)

49



V. REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 AFINITETNA SELEKCIJA PEPTIDOV, PREDSTAVLJENIH NA
BAKTERIOFAGIH T7

5.1.1 REZULTATI MIKROBIOLOSKIH TITRACIJ

Iz knjiznice peptidov, predstavljenih na bakteriofagih T7, smo skusSali izolirati tiste
klone, ki bi izkazovali afiniteto do leptinskega receptorja. Izvedli smo tri stopnje afinitetne
selekcije in uspesnost na vsaki stopnji ocenili z mikrobiolosko titracijo. Rezultati te metode so
nam pomagali pri:

(a) dolocitvi stevila bakteriofagov v nepomnozenih eluatih (NE) in titra bakteriofagov v
pomnozenih eluatih (PE);

(b) izracunu volumna pomnozenega eluata, ki je vstopil v naslednjo selekcijsko stopnjo;

V vsako selekeijsko stopnjo smo vnesli priblizno enako §tevilo bakteriofagov (~5 x 10° pfu).
(¢) izracunu odstotka elucije pri posamezni selekcijski stopnji;

Gre za razmerje med S$tevilom bakteriofagov v nepomnoZenem eluatu in Stevilom vseh
bakteriofagov, ki so vstopili v selekcijo. Ce v predhodni selekcijski stopnji uspesno ohranimo
klone, ki se veZejo na taréno molekulo, pricakujemo, da bo odstotek elucije v naslednji
selekcijski stopnji narasel.

Na agarnem gojis€u, uporabljenem za mikrobiolosko titracijo, so se razvili prozorni
plaki (podro¢ja na bakterijskem travniku, kjer je prislo do lize celic). Stevilo plakov smo
presteli in z upoStevanjem koeficienta redCitve bakteriofagov v eluatih izracunali prej

navedene parametre. Ti so zbrani v preglednicah V, VI in VIL
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Preglednica V: Izracun Stevila bakteriofagov v NE in titrov bakteriofagov v PE pri

selekciji iz knjiznice T7Select-heksamer.

Stevilo plakov | redcitev | $t. bakteriofagov v eluatu oziroma titer eluata
alikvot knjiznice* | 221 10’ 2,2 % 10° pfu/0,1 ml x 0,1 ml = 2,2 x 10° bakteriofagov
1. NE 17 107 1,7 x 10 bakteriofagov x 10 = 1,7 x 10* bakteriofagov
1. PE 200 10° 2,0 x 10" pfu/0,1 ml = 2,0 x 10" pfu/ml
2. NE 28 10 2,8 x 10 bakteriofagov x 10 = 2,8 x 10* bakteriofagov
2. PE 331 10° 3,3 x 10" pfu/0,1 ml = 3,3 x 10" pfu/ml
3. NE 40 10° 4,0 x 10° bakteriofagov x 10 = 4,0 x 10* bakteriofagov

*Mikrobiolosko titracijo redcene knjiznice smo opravili, potem ko smo jo preko noci

inkubirali pri 4 °C v blokirani mikrotitrski plos€ici. Zato je Stevilo bakteriofagov v njej nizje

od predvidenega zaGetnega vnosa bakteriofagov v prvo selekcijsko stopnjo (ki je 7,5 x 10°).

Preglednica VI: Izracun volumnov pomnozenih eluatov za vnos v naslednjo selekcijsko

stopnjo (pri izradunu smo upostevali Zeljo v vsako selekcijsko stopnjo vnesti 5 x 10°

bakteriofagov).

volumen PE za vnos v naslednjo selekcijsko stopnjo

2. selekcijska stopnja

V=5 x 10’ pfu/ (2,0 x 10" pfu/ml) = 25 pl

3. selekcijska stopnja

V=5x10"pfu/ (3,3 x 10" pfu/ml) =15 ul

Preglednica VII: Izracun odstotkov elucije posameznih selekcijskih stopenj.

vnos s knjiznico

7,5 % 10" pfu/ml x 0,100 ml = 7,5 x 10’ pfu

izplen 1. NE

1,7 x 10° pfu/ml x 0,150 ml = 2,6 x 10" pfu

odstotek elucije

% elucije = (2,6 x 10" pfu/ (7,5 x 10’ pfu)) x 100% = 3,5 x 107 %

vnos s 1. PE

2,0 x 10" pfu/ml x 0,025 ml = 5,0 x 10’ pfu

izplen 2. NE

2,8 x 10° pfu/ml x 0,150 ml = 4,2 x 10" pfu

odstotek elucije

% elucije = (4,2 x 10% pfu/ (5,0 x 10’ pfu)) x 100% = 8,4 x 107 %

vnos z 2. PE 3,3 x 10" pfu/ml x 0,015 ml = 5,0 x 10’ pfu
izplen 3. NE 4,0 x 10° pfu/ml x 0,150 ml = 6,0 x 10* pfu
odstotek elucije % elucije = (6,0 x 10* pfu / (5,0 x 10° pfu)) x 100% = 1,2 x 10~ %
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Stevilo fagov, ki se ohranijo po prvi in drugi eluciji, je praviloma nizko, in sicer med
10% in 10° pred pomnozevanjem (19). Izmed vseh 1,5 x 107 razli¢nih primarnih klonov jih bo
namre¢ le majhen delez izkazoval dovolj visoko afiniteto do taréne molekule, da kljub
spiranju od nje ne bo disociiral. Vendar pa naj bi po treh selekcijskih stopnjah zaradi
obogatitve visoko afinitetnih klonov izplen Ze presegal 10° bakteriofagov (19).

V naSem primeru sicer izplena za&etnih dveh stopenj znagata 2.6 x 10* in 4,2 x 10*
bakteriofagov, vendar pa vrednost v tretji selekcijski stopnji naraste le minimalno (6,0 x 10%).
Odstotek elucije se tako v drugi selekcijski stopnji poveca samo 2,4-krat, a je potrebno
upostevati, da smo pogoje selekcije v primerjavi s prvo selekcijsko stopnjo zaostrili.
ZmanjSali smo mnozino tar¢ne molekule (leptinskega receptorja), skrajsali Cas vezave
bakteriofagov na tar¢no molekulo in podaljSali spiranje nevezanih bakteriofagov. Glede na to,
da so pogoji v tretji selekcijski stopnji ostali nespremenjeni, pa bi pricakovali nekoliko vecji
porast odstotka elucije v primerjavi z drugo stopnjo. Povecal se je le za 1,4-krat. Iz
literaturnih podatkov (18) vidimo, da se pri uspesni afinitetni selekciji Stevilo eluiranih
bakteriofagov poveca od 50- do 100-krat v vsaki selekcijski stopnji, kar lahko privede tudi do
10%-kratne obogatitve visokoafinitetnih klonov.

Pri nasi selekciji se je odstotek elucije v vsaki stopnji sicer povecal, a je prirastek
relativno majhen. To dejstvo nakazuje na ohranitev zgolj nizkoafinitetnih vezalcev na
leptinski receptor iz izhodne knjiznice. Izguba potencialno najboljsih vezalcev v prvi
selekcijski stopnji je pogosta tezava pri presejanju bakteriofagnih predstavitvenih knjiznic, saj
bakteriofaga (v nasem primeru priblizno 500). V nadaljnjih stopnjah, ko so vsi eluirani kloni
prisotni v ve¢ deset- ali stotisoCih kopijah, je tovrstna nevarnost zanemarljiva. Manj verjetna
razlaga je, da Ze v izhodni bakteriofagni knjiznici kloni s predstavljenimi visokoafinitetnimi
peptidi sploh niso prisotni. Obstaja pa moznost, da smo dolocene visokoafinitetne klone
izlo¢ili v prvem koraku selekcije, ko smo peptidnopredstavitveno knjiznico preko noci
inkubirali v blokirani mikrotitrski plos¢ici z namenom, da se znebimo vezalcev polistirenske
povrsine vdolbinice in blokirnega pufra. To so najverjetneje kloni, katerih povrSinski peptidi
imajo visoko vsebnost aromatskih, alifatskih in bazi¢nih aminokislin (34, 35). Glede na to, da
smo s tem korakom izlogili kar 71 % zaGetnega $tevila bakteriofagov (od 7,5 x 10° se jih je
ohranilo le 2,2 x 10°), lahko upravi¢eno sklepamo, da se znotraj te populacije klonov nahajajo

tudi morebitni za LepR-Fc visokoafinitetni kloni.

52



5.1.2 TESTA ELISA

5.1.2.1 Inverzna ELISA vseh (20) izbranih klonov

Ker je $lo za inverzni test ELISA, na mikrotitrski plos€ici nismo imobilizirali taréne
molekule, paC¢ pa bakteriofagne klone, na katere smo potem vezali leptinski receptor v
raztopini. S tem smo se izognili morebitni delni denaturaciji ali spremembi strukture tar¢ne
molekule ob njeni adsorpciji na povrsino polistirenske mikrotitrske ploscice. Glavna prednost
te prirejene metode pred »klasi¢no« pa je ojacitev signala, ki je posledica nizkoafinitetnih
interakcij med bakteriofagnimi kloni in leptinskim receptorjem. Z inkubacijo raztopine LepR-
Fc nad imobiliziranimi kloni smo namre¢ pomaknili ravnotezje reakcije v smeri nastanka
produkta (kompleksa klon — LepR-Fc), saj je bil reaktant v raztopini (LepR-Fc) v prebitku.
Nasprotno je primerljivo visoke titre bakteriofagov nemogoce doseci. S hrenovo peroksidazo
konjugirano protitelo, usmerjeno proti humani Fc-regiji, se je nato vezalo na LepR-Fc, temu
pa je sledila detekcija s kromogenim substratom. Hrenova peroksidaza katalizira oksidacijo
ABTS v prisotnosti H,O, do zeleno obarvanega produkta. Merili smo absorbanco nastalega
produkta ABTS" pri 405 nm.

Meritve smo izvajali po nacelu kineti¢nega in ne klasi¢nega (angl. endpoint) ELISA-
testa. Prednosti takSnega pristopa so Stevilne: reakcije nastanka obarvanega produkta ni
potrebno zaustaviti z dodatkom »dusilca« po to¢no dolo¢enem casu, nesimultano dodajanje
substrata v vdolbinice in razlike v koli¢ini dodanega substrata pa ne vplivajo na meritev (32,
33). Ker smo absorbanco merili kineti¢no (na tri minute), nas niso zanimale absolutne
vrednosti absorbanc ob dolo¢enem ¢asu, pa¢ pa narascanje absorbance v odvisnosti od ¢asa
(naklon krivulje A(t)). Naklon smo dolocili v zafetnem (linearnem) obmocju, kjer je bila
hitrost encimske reakcije maksimalna (vmax) in je nastajanje produkta potekalo s kinetiko
ni¢tega reda. Zato smo izbrali meritve znotraj obmocja med 3. in 39. minuto. Krivulja doseze
v kasnejSih Casovnih toCkah plato, medtem ko na samem zaletku Se ni vzpostavljeno
ravnotezje med asociacijo in disociacijo encima in substrata.

Kljub uporabi inverznega testa ELISA pa razmerja signalov vzorec : slepa niso
zadovoljivo visoka. Povpre¢je signalov slepih vrednosti (to je vdolbinic brez vezanih
bakteriofagov) je le 4,4-krat niZje od najvi§jega odziva vzorca (klon S3-13), v dveh primerih
(klona S3-10 in S3-11) pa je celo visje od odzivov vzorcev. To ni posledica visokih slepih
signalov, pa¢ pa nizkih signalov vzorcev. Strmina krivulje A(t) oz. hitrost nastajanja
obarvanega produkta je odvisna od Stevila kopij peptida, ki se izraza na povrSini virusa, od
samega bakteriofagnega titra in pa od afinitete nekega klona do leptinskega receptorja. Ce
privzamemo, da je Stevilo kopij peptidov na vseh klonih zelo podobno (od 5 do 15 kopij na
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bakteriofag) in da se tudi titri posameznih klonov med seboj bistveno ne razlikujejo (med

pomnozevanjem smo vse klone izpostavili istim pogojem), potem lahko predpostavimo, da so

razlike v naklonih posledice razlik v afiniteti peptidov do receptorja. Na osnovi izra¢unanih

naklonov smo tako izbrali pet bakteriofagnih klonov, ki so pri testu ELISA dali najmocnejSe

odzive (tj. najbolj strmo naras¢ajoce naklone; kloni z oznakami S3-1, S3-3, S3-6, S3-13 in

S3-17). Poleg teh petih klonov pa smo v dodatne teste ravno zaradi nizkega odziva vnesli tudi

klon S3-19, ki nam je sluzil za primerjavo z vi§jeafinitetnimi fagi.

A(A/t) x 1000000 (Ae/s)

-10,00

40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

-5,00

kloni S3

Slika 10: Nakloni krivulj A(t) posameznih klonov tretjega nepomnozenega eluata (S3-

1-83-20) med 3. in 39. minuto (vrednostim smo odsteli povprecje naklona slepih kontrol, to je

vdolbinic brez bakteriofagov).
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5.1.2.2 Inverzna ELISA petih klonov z najviSjo afiniteto do LepR-Fc

Sest izbranih klonov smo skugali natanéneje preuditi. Zanimalo nas je predvsem, ali je
njihova afiniteta posledica vezave na zunajcelicno domeno leptinskega receptorja ali na Fc-
regijo humanega imunoglobulina G v fuzijskem proteinu LepR-Fc. V ta namen smo na vsak
imobiliziran klon vezali enkrat raztopino LepR-Fc in drugi¢ infliksimab (humanizirano
protitelo) ter oba odziva po dodatku konjugata anti-hFc/HRP in detekciji z ABTS med seboj
primerjali.

Rezultati so pokazali, da je afiniteta vseh petih klonov do LepR-Fc sicer vecja, a
vezava na infliksimab vseeno ni zanemarljiva. Naklon krivulje A(t) pri vezavi na infliksimab
namre¢ predstavlja tudi do 44 % naklona vezave na LepR-Fc (klon S3-1). Menimo, da to ni
posledica vezave na Fc-regijo, saj bi bila v tem primeru oba naklona priblizno enaka
(koncentraciji LepR-Fc¢ in infliksimaba, uporabljeni pri inverznem testu ELISA, sta bili enaki
(3.2.4.2)). Verjetnejsa je razlaga, da pride do nespecifi¢nih interakcij med izrazenimi peptidi
in infliksimabom.

Uporabili smo tudi klon (S3-19), ki je ze v prvem ELISA-testu izkazoval nizjo
afiniteto do LepR-Fc. Njegov odziv pri vezavi na LepR-Fc je bil povsem primerljiv odzivu pri
vezavi na infliksimab, na podlagi ¢esar sklepamo, da se je verjetno vezal na Fc-regijo tarénih
molekul.

Zanimiv je tudi podatek, da dajejo kloni (primerjalno) razli¢no visoke odzive v obeh
ELISA-testih. V prvem testu (5.1.2.1) po velikosti naklona izstopa klon S3-13, ki mu sledita
klona S3-3 in S3-17, medtem ko dajeta v drugem ELISA-testu klona S3-13 in S3-17 glede na
ostale tri viSjeafinitetne klone najnizja signala. To neujemanje ni tako presenetljivo, e
upostevamo, da je velikost vseh odzivov naSih klonov izredno nizka. Majhna napaka v
izmerjeni absorbanci (napaka instrumenta) tako privede do relativno velike spremembe
odziva (to je naklona A(t)). Zaradi ne povsem enakih pogojev merjenja pri dveh razli¢nih
ELISA-testih in odsotnosti ve¢ paralelk posameznega klona (iz katerih bi lahko izracunali

povprecje odziva) rezultati dveh testov med seboj niso primerljivi.
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Slika 11: Primerjava naklonov krivulj A(t) med 3. in 39. minuto, ko smo na izbrane
klone vezali LepR-Fc in ko smo nanje vezali infliksimab (vrednostim smo odsteli povprecje

naklona slepih kontrol).

Da odziv res naras¢a z ve¢anjem koncentracije vezane tar¢ne molekule, smo dokazali
s pozitivnimi kontrolami, to je z raztopinami infliksimaba, ki smo jih adsorbirali neposredno
na mikrotitrsko plo§¢ico. S tem smo potrdili ustreznost testa, lahko pa smo odzive kontrol tudi
primerjali z odzivi inverznega testa ELISA. Za primerjavo smo izbrali klon, ki je izkazal
najboljse lastnosti, to je visoko afiniteto do LepR-Fc in nizko afiniteto do infliksimaba (klon
S3-6). Koncentracija raztopine LepR-Fc, ki smo jo nanesli na imobilizirane klone, je znasala
25 pg/ml. Pri raztopini infliksimaba enake koncentracije je naklon A(t) tridesetkrat visji od
naklona pri klonu S3-6 (ko smo nanj vezali LepR-Fc).

Razlika v naklonih je pricakovana, saj je potrebno upostevati, da smo infliksimab iz
raztopin neposredno adsorbirali na povrSino mikrotitrske plos¢ice (adsorpcija je prakticno
ireverzibilna) in ga detektirali z visokoafinitetnimi protitelesi, konjugiranimi s HRP. Pri
detekciji bakteriofagnih klonov pa smo na mikrotitrsko plos€ico najprej vezali le-te, na njih
nanesli raztopino LepR-Fc oz. infliksimaba (interakcija med njimi je nizkoafinitetna) in Sele v
tretjem koraku konjugat anti-hFc/HRP. Ker je bila koncentracija bakteriofagov med
adsorpcijo ~10"" pfu/ml (oz. priblizno 0,2 nM in torej ~10°x niZja od koncentracije
infliksimaba), je to pomenilo tudi precej manj vezavnih mest za LepR-Fc oz. infliksimab kot

v primeru, ko smo tar¢ne molekule adsorbirali neposredno na povr§ino mikrotitrske ploscice.
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Slika 12: Primerjava narascanja absorbance v odvisnosti od casa pri pozitivnih

kontrolah (raztopinah infliksimaba) in klonu S3-6 (ko nanj veZzemo LepR-Fc).

5.1.3 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

Rezultati obeh ELISA-testov so nam omogocili izbor Sestih klonov, katerih
nukleotidno zaporedje smo Zzeleli dolociti (pet klonov z najvisjo afiniteto do LepR-Fc in en
nizkoafinitetni klon). Po 1 pl vsakega izmed klonov v PEB (3.2.3) smo zato vnesli v reakcijo
PCR. Visoka temperatura zacetne denaturacije (94 °C) je povzrocila denaturacijo virusne
kapside, znotraj nje pa tudi denaturacijo dvovijatne DNA. Oligonukleotidna zacetnika
T7SelectUP in T7SelectDOWN, dolga 19 nukleotidov, sta se na stopnji prileganja vezala na
komplementarne segmente fagne DNA v obmocju z ve¢ mesti za kloniranje (angl.: multiple
cloning site), znotraj katerega je kodiran tudi naklju¢ni heksapeptid. Cikel se je zakljucil s
fazo podaljsevanja in se skupno ponovil 35-krat.

Produkte reakcije PCR smo izolirali in ocistili z vezavo DNA na silikagelno
membrano v prisotnosti kaotropnih soli (3.2.6). UspeSnost pomnoZevanja inserta DNA smo

nato preverili z gelsko elektroforezo (5.1.4) in doloc¢ili koncentracijo izolirane DNA (5.1.5).
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5.1.4 REZULTATI GELSKE ELEKTROFOREZE

Po opravljeni elektroforezi smo gel presvetlili z UV-lu€ko za vizualizacijo produktov
verizne reakcije s polimerazo (PCR). Med bazne pare dvojne vijacnice se je namre¢ vgradilo
fluorescencno barvilo etidijev bromid (EtBr), predhodno dodano agaroznemu gelu. Pri
valovni dolzini 302 nm EtBr absorbira svetlobo in jo pri 590 nm emitira. Ker ima vezan na
molekulo DNA vecji izkoristek fluorescencéne svetlobe kot v prosti obliki, lahko fragmente
dvoverizne DNA lociramo v gelu.

Oznacevalec velikosti je omogocil dolocitev velikosti fragmentov v produktih PCR.
Ce je pomnozevanje potekalo pravilno, smo pri¢akovali produkte velikosti 175 baznih barov,
torej fragmente znotraj obmocja vezave oligonukleotidnih zacetnikov T7Select UP in
T7Select DOWN na genomu rekombinantnih bakteriofagov T7Select.

Na sliki 12 je razvidno, da je bilo vseh Sest insertov iz izbranih bakteriofagnih klonov

ustrezno pomnozenih, saj so povsod vidne lise velikostnega razreda med 150 in 200 baznimi

pari.

nanos vzorcev

Slika 12: Pod UV-lucko slikan elektroforezni gel po elektroforezi izbranih Sestih

klonov tretjega nepomnozenega eluata in oznacevalca velikosti (M).
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5.1.5 DOLOCITEV KONCENTRACIJE PRODUKTOV PCR

Preglednica VIII: Koncentracija DNA po pomnozevanju z reakcijo PCR in izolaciji s

kompletom Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.

klon koncentracija (ng/ul) A 260 nin/A280 nm
S3-1 40,7 1,83
S3-3 37,9 1,96
S3-6 41,0 1,76
S3-13 40,5 1,79
S3-17 40,5 1,92

Razmerje absorpcij pri valovnih dolzinah 260 nm in 280 nm nam daje informacijo o
kontaminaciji vzorca DNA s proteini. Pri ocenjevanju Cistote vzorca DNA velja splosno
pravilo, da za Cisti vzorec velja tisti, ki ima razmerje Azeo nm/A280 nm nad 1,8 (30). V nasem
primeru tem zahtevam ne ustrezata dva vzorca (S3-6 in S3-13). Pri pomnozevanju inserta
DNA iz bakteriofagov smo namreC v reakcijo PCR vnesli bakteriofagne klone v pufru PEB.
Tako so se v PCR-produktu nahajali ostanki virusne kapside. S kompletom Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System smo PCR-produkte nato ocistili (3.2.6), a se nismo povsem znebili
vseh makromolekul, ki so se hkrati z DNA vezale na silikagelno membrano.

Odstopanja klonov S3-6 in S3-13 od 1,8 so majhna, zato proteini, prisotni v teh

vzorcih niso motili dolocitve zaporedja heksapeptidov.

5.1.6 DOLOCITEV NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA INSERTOV V
BAKTERIOFAGIH T7

Z dideoksi-metodo in oligonukleotidnim zacetnikom T7Select UP je druzba Eurofins
MWG Operon dolocila nukleotidno zaporedje insertov izbranih bakteriofagnih klonov:
S3-1, $3-3, 83-6,83-17 Phe — Leu — Pli@ — Cys — Leu - Phe

S3-13 Phe — Tyr — [l§lf — Ser — Leu - Léeu

S3-19 Ser — Phe — Leu — Gly — Leu - Tyr
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Barve oznacujejo mesta aminokislinskih ostankov v heksapeptidu (rumena predstavlja
prvi, vijolina tretji, oranzna Cetrti, siva peti in zelena Sesti aminokislinski ostanek).

Stirje (S3-1, S$3-3, S3-6, S3-17) izmed petih klonov, ki so do leptinskega receptorja
izkazovali relativno visoko afiniteto, imajo enako zaporedje predstavljenega heksapeptida. To
zaporedje je sestavljeno iz treh aromatskih aminokislinskih ostankov (fenilalanin), dveh
enostavnih alifatskih (levcin) in Zveplo vsebujocCega cisteina. Insert petega klona (S3-13) se z
njimi ujema v prvem in petem aminokislinskem ostanku, na drugem, tretjem in Sestem mestu
se namesto levcinskega in dveh fenilalaninskih ostankov nahajajo prav tako nepolarni
tirozinski in levcinski, medtem ko je na Cetrtem mestu cisteinski ostanek »zamenjan« s
strukturno zelo podobnim serinskim.

Iz dobljenih rezultatov tezko sklepamo na verjetno optimalno sestavo heksapeptida za
vezavo na leptinski receptor, saj smo izolirali le dve razli¢ni aminokislinski zaporedji. Ti sta
si sicer podobni, a bi bila prisotnost dolocenega motiva prepricljivejSa, ¢e bi namesto Stirih
povsem enakih klonov izolirali $tiri, ki bi se med seboj razlikovali vsaj v eni aminokislini,
podobno kot se klon S3-13 razlikuje od ostalih. Podobnost obeh aminokislinskih zaporedij se
kaze na prvem, petem in Sestem mestu heksapeptida, kjer se pri vseh klonih nahaja nepolaren
aminokislinski ostanek, pri ¢emer je prvi povsod aromatski fenilalanin in peti levcin. Mesto tri
je pri obeh zaporedjih zasedeno z aromatskim aminokislinskim ostankom. Cetrti ostanek je
bodisi cistein bodisi serin, torej v obeh primerih molekula, ki vsebuje heteroatom z dvema
neveznima elektronskima paroma (Zveplo oz. kisik).

Glavne znacilnosti teh zaporedij, ki bi utegnile biti pomembne za vezavo na LepR-Fc
so: (1) fenilalanin na mestu ena, (ii) aromatska aminokislina na mestu tri, (iii) serin ali cistein
na mestu $tiri, (iv) levcin na mestu pet in v) lipofilna aminokislina na mestu Sest (strukturno
sorodna fenilalanin ali levcin). To lahko tako povzamemo z obliko F-X;-Ar-C/S-L-F/L, pri
¢emer so F, C, S in L aminokislinski ostanki fenilalanina, cisteina, serina in levcina, Ar
aminokislinski ostanek aromatske, X pa ostanek slabse definirane aminokisline. O
preferen¢nih aminokislinskih ostankih na polozaju dve iz le dveh zadetkov presejanja ne
moremo sklepati.

Klon S3-19 se je tako kot ostali ohranil po treh selekcijskih stopnjah, a ne izkazuje
afinitete do LepR-Fc oziroma je le-ta primerljiva z afiniteto do infliksimaba (5.1.2.2).
Izkazalo se je, da izraza klon S3-19 peptid, katerega zaporedje se od ostalih petih popolnoma
razlikuje. Mozno je, da se ta heksapeptid veZe na povsem drugem delu molekule LepR-Fc, na
primer na Fc-regiji. To razloZzi tudi primerljiva odziva pri testu ELISA po interakciji z LepR-

Fc in infliksimabom (5.1.2.2).
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5.2 AFINITETNA SELEKCIJA PEPTIDOV, PREDSTAVLJENIH NA
BAKTERIOFAGIH M13

5.2.1 REZULTATI MIKROBIOLOSKE TITRACIJE

Uspesnost afinitetne selekcije smo na vsaki izmed treh selekcijskih stopenj tudi tokrat
preverjali z mikrobiolosko titracijo, ki nam je omogocila oceno odstotka eluiranih
bakteriofagov na posamezni selekcijski stopnji.

Na gojiscu, uporabljenem za mikrobiolosko titracijo (LB-agarno gojisc¢e z dodanima
induktorjem IPTG in substratom za B-galaktozidazo X-gal), so se razvili modri plaki.
Bakteriofagi M 13 niso liti¢ni in zgolj upoc€asnijo delitev bakterij. Plaki so tako posledica nizje
gostote bakterij na bakterijskem travniku. Gojis¢e LB/IPTG/X-Gal nam je omogocilo
»prepoznati« plake, ki so bili posledica okuzb gostiteljskega bakterijskega seva s fagnim
vektorjem M13KE (osnova knjizniénih fagov), ne pa z morebitnim divjim tipom virusa iz
okolja. Vektor M13KE namre¢ vsebuje gen lacZa, ki kodira a-podenoto encima [3-
galaktozidaze, pod nadzorom promotorja lac UVS5. Gostiteljski bakterijski sev E. coli K12
ER2738 nosi zapis za m-podenoto B-galaktozidaze. Ob indukciji Lac operona z IPTG nastaja
funkcionalna f-galaktozidaza, ki substrat X-Gal cepi do modrega netopnega produkta, zato so
plaki na agarnem gojis¢u obarvani modro.

Plake smo presteli in z upoStevanjem koeficienta redCitve bakteriofagov v eluatih
izraCunali Stevilo bakteriofagov v nepomnozenih eluatih (NE) in titer bakteriofagov v
pomnozenih eluatih (PE) (preglednica IX). V preglednicah X in XI so podani izrauni
volumnov pomnozenih eluatov za vnos v drugo in tretjo selekcijsko stopnjo ter izracuni

odstotkov eluiranih bakteriofagov za posamezne selekcijske stopnje.

Preglednica IX: Izracun Stevila bakteriofagov v NE in titrov bakteriofagov v PE pri
selekciji iz knjiznice Ph.D-C7C™.

Stevilo plakov | redcitev | bakteriofagov v eluatu oziroma titer eluata
alikvot knjiznice 2,0 x 10" bakteriofagov (17)
1. NE 450 10 4,5 x 10° bakteriofagov x 10 = 4,5 x 10* bakteiofagov
1. PE 200 10 2,0 x 10" pfu/0,01 ml = 2,0 x 10" pfu/ml
2. NE 30 10 3,0 x 10° bakteriofagov x 10 = 3,0 x 10* bakteriofagov
2. PE 155 10° 1,6 x 10" pfu/0,01 ml = 1,6 x 10" pfu/ml
3. NE 80 10 8,0 x 10? bakteriofagov x10 = 8,0 x 10* bakteriofagov
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Preglednica X: Izracun volumnov pomnozenih eluatov za vnos v naslednjo selekcijsko
stopnjo (pri izradunu smo upostevali, da Zelimo v vsako selekcijsko stopnjo vnesti 2 x 10"

bakteriofagov).

volumen PE za vnos v naslednjo selekcijsko stopnjo

2. selekcijska stopnja | V=2 x 10" pfu/ (2,0 x 10" pfu/ml) =10 pl

3. selekcijska stopnja | V=2 x 10" pfu/ (1,6 x 10" pfu/ml) =13 pul

Preglednica XI: Izracun odstotkov elucije posameznih selekcijskih stopen;.

vnos s knjiznico 2,0 x 10" pfu/ml x 0,100 ml = 2,0 x 10"" pfu

izplen 1. NE 4,5 x 10° pfu/ml x 0,120 ml = 5,4 x 10" pfu

odstotek elucije % elucije = (5,4 x 10" pfu /2,0 x 10" pfu) x 100% = 2,7 x 10™ %
vnos s 1. PE 2,0 x 10" pfu/ml x 0,010 ml = 2,0 x 10"" pfu

izplen 2. NE 3,0 x 10° pfu/ml x 0,120 ml = 3,6 x 10" pfu

odstotek elucije % elucije = (4,2 x 10" pfu/ 5,0 x 10’ pfu) x 100% = 1,8 x 10™ %
vnos z 2. PE 1,6 x 10" pfu/ml x 0,013 ml =2,0 x 10"" pfu

izplen 3. NE 8,0 x 10° pfu/ml x 0,120 ml = 9,6 x 10* pfu

odstotek elucije % elucije = (6,0 x 10" pfu/ 5,0 x 10’ pfu) x 100% = 4,8 x 10™ %

Tudi pri tej afinitetni selekciji smo opazili le majhno naras¢anje odstotka elucije. V
drugi selekcijski stopnji se je njegova vrednost celo zmanjsala, kar lahko deloma pojasnimo z
zaostritvijo pogojev spiranja v primerjavi s prvo selekcijsko stopnjo (0,5 % PBST namesto
0,1 % PBST). Namen te zaostritve je bilo usmerjanje selekcije v smeri Se viSe afinitetnih
klonov, torej klonov, ki bi kljub mo¢nemu spiranju ostali vezani na LepR-Fc.

V tretji selekcijski stopnji se odstotek elucije poveca le 2,7-krat, kar nakazuje na
selekcijo nizkoafinitetnih bakteriofagov. V prvo selekcijsko stopnjo smo namre¢ vnesli Se
manjse $tevilo kopij vsakega klona kot pri knjiznici T7Select”Hexamer, in sicer le 150. Tako
je ohranitev visokoafinitetnih klonov po prvi selekcijski stopnji nezanesljiva, zato se lahko
zgodi, da se kloni z optimalnimi zapored;ji za vezavo LepR-Fc izgubijo. Ohranili so se le kloni
nizje afinitete, katerih obogatitev je po treh selekcijskih stopnjah zaradi slabSe vezave na
LepR-Fc nizka. Podobno kot pri selekeiji iz knjiznice T7Select®Hexamer je bil za tak$ne
rezultate morda tudi tu vsaj delno odgovoren korak inkubacije knjiznice nad blokirano

vdolbinico pred vsako selekcijsko stopnjo. Na polistirensko povrsino so se vezali fagi, katerih
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nakljuéni peptidi so imeli visoko vsebnost aromatskih, alifatskih in bazi¢nih aminokislin (34,
35), med njimi pa so se morda nahajali tudi visokoafinitetni vezalci leptinskega receptorja.
Poleg tega pride pri pomnoZevanju fagov knjiznice Ph.D.-C7C™ tudi do »diskriminacije«
tistih klonov, ki izraZzajo z membrano bakterijske gostiteljske celice nekompatibilne peptide
(26). Fagi M13 se namrec iz celic E. coli ne sproscajo z lizo celice, pa¢ pa s sekrecijskim
mehanizmom bakterijske celice. Kloni, ki s tem procesom izlo€anja in infekcije bakterijskih
celic niso kompatibilni, se bodo zato kljub morebitni visoki afiniteti do tarcne molekule Ze po
drugi selekcijski stopnji izgubili (Stevilcno jih bodo »prerasli« pomnoZzeni slabSe afinitetni

kloni) ali pa bodo Ze v izhodni knjiznici zastopani z manjSim Stevilom kopij.

5.2.2 TESTA ELISA

5.2.2.1 ELISA 14 izbranih klonov tretjega nepomnoZenega eluata

Klone z najvisjo afiniteto po treh selekcijskih ciklih smo izbrali s kineti¢nim testom
ELISA (meritve vsake tri minute), v katerem smo primerjali naklona krivulje A(t) po vezavi
bakteriofagov na LepR-Fc in infliksimab. S tem smo ocenili ne le afiniteto klonov do LepR-
Fc, pac pa tudi specifi¢nost te vezave. Ta je bila tem vecja, ¢im manjsi je bil odziv pri vezavi
na humanizirano protitelo infliksimab, ki ima enako Fc-regijo kot fuzijski protein LepR-Fc.
Po vezavi bakteriofagov na ti tar¢ni molekuli smo detekcijo izvedli z monoklonskim
protitelesom proti bakteriofagu M13, konjugiranim s HRP (anti-M13-Mab-HRP). Kot
kromogen substrat smo tudi tokrat uporabili ABTS in pri 405 nm merili prirast absorbance kot
posledice nastajanja obarvanega produkta ABTS".

Casovni interval, znotraj katerega smo se odlo¢ili meriti naklon krivulje, je bil tokrat
med 3. in 21. minuto, ko je nastajanje produkta Se priblizno linearno. Za prikaz poteka
naraS€anja absorbance v odvisnosti od ¢asa smo zaradi preglednosti uporabili le en klon, in

sicer Sc3-10 (slika 13).
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Slika 13: Krivulji spreminjanja absorbance v odvisnosti od casa po vezavi klona Sc3-
10 na tarcno molekulo LepR-Fc oz. infliksimab in detekciji z anti-M13-Mab-HRP (na osnovi

teh krivulj smo se odlo¢ili za merjenje naklona med 3. in 21. minuto).

Prvi vtis ob pregledu rezultatov testa ELISA (slika 14) je, da obstaja med odzivi (to je
nakloni krivulj A(t)), dobljenimi po vezavi klonov na LepR-Fc, in odzivi po njithovi vezavi na
infliksimab bistvena razlika, ki takoj ovrze moznost, da so se bakteriofagi med selekcijo
vezali na Fe-regijo fuzijskega proteina LepR-Fc. Ce bi namre¢ prislo do takine vrste vezave,
bi pri¢akovali priblizno enako velikost odzivov po vezavi na obe tar¢ni molekuli (njuni
koncentraciji, uporabljeni med adsorpcijo na mikrotitrsko plos€ico, sta bili enaki (3.2.13.1)).
Druga ugotovitev pa je, da vezava na LepR-Fc kljub temu ni specifi¢na, saj prestavljajo
nakloni krivulj po vezavi na infliksimab tudi do 44 % naklonov, dobljenih po vezavi na LepR-
Fc (klon Sc3-7). Zanimivo je, da smo povsem enak odstotek izracunali tudi po inverznem
testu ELISA pri vrednotenju afinitete in selektivnosti vezave bakteriofagov knjiznice

T7Select®Hexamer.
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Slika 14: Nakloni krivulj A(t) posameznih klonov tretjega nepomnozenega eluata (Sc3-
1-Sc3-14) ter naklona pozitivne kontrole (PK) K4 med 3. in 21. min (vsak klon Sc3 smo
enkrat vezali na LepR-Fc (zelena barva) in enkrat na infliksimab (rdeca barva), medtem ko
smo klon K4 enkrat vezali na streptavidin (modra barva) in enkrat v prazno (blokirano)
vdolbinico (rumena barva); vrednostim je odSteto povprecje naklona slepih kontrol (vdolbinic

brez bakteriofagov)).

Iz dobljenih rezultatov smo izracunali razmerje med naklonom krivulje A(t), ko je
klon vezan na LepR-Fc, in naklonom, ko je vezan na infliksimab. Podobno smo v primeru
pozitivne kontrole izracunali razmerje med naklonom, ko je klon vezan na streptavidin in ko
je vezan na blokirano vdolbinico. Ti rezultati so podani v preglednici XII.

Med 14 bakteriofagnimi kloni opazimo dva »ekstrema«. Prvi je klon Sc3-1, katerega
nizek, da je razmerje naklonov kiepr/kinn. vec¢ kot dvakrat vi§je od razmerij pri vseh ostalih
klonih in obcutno vi§je tudi od razmerja Kgrept./Koiok. pozitivne kontrole K4 (preglednica XII).
njegov odziv po vezavi na infliksimab, kar pri¢a o neselektivnosti njegove vezave in se odraza
v najnizjem razmerju naklonov kiepr/kinn. (preglednica XII). Ne en ne drug klon tako nista
najustreznejSa kandidata za nadaljnjo obravnavo — prvi ne zaradi slabe afinitete do LepR-Fc
(ta je celo niZja od afinitet klonov Sc3-7, Sc3-8, Sc3-13 in Sc3-14 do infliksimaba), drugi pa
ne zaradi neselektivnosti vezave. Izmed vseh preostalih klonov smo jih nato izbrali osem z
najvisjo afiniteto in jim dolocili nukleotidno zaporedje. Klon Sc3-12 ima sicer visoko

razmerje naklonov kiepr/kinn, @ je njegova afiniteta podobno kot pri klonu Sc3-1 prenizka

65



(naklon krivulje A(t) je le 4,3-krat visji od povprecja naklonov slepih kontrol). Z dvema
izmed izbranih osmih smo izvedli Se kvantitativni ELISA-test. To sta bila klona Sc3-10 in
Fc (13-krat oz. 11-krat vi§ji od povprec¢ja naklonov slepih kontrol), kar pri¢a o njuni afiniteti,
poleg tega pa imata tudi visoko razmerje naklonov kicpr/king, kar je dokaz vecje selektivnosti
vezave. Pri klonu Sc3-10 je ta selektivnost Se posebej zadovoljiva, saj je naklon kiepr/King
primerljiv z naklonom Kgept /Kblok. pozitivne kontrole K4, ki velja za selektivnega vezalca

streptavidina.

Preglednica XII: Razmerja naklonov krivulj A(t) pri vezavi na taréno molekulo in

naklonov krivulj A(t) slepih kontrol.

klon kiepr/King.
Sc3-1 26,2
Sc3-2 5,2

Sc3-3 4,6

Sc3-4 6,5

Sc3-5 5,2

Sc3-6 4.2

Sc3-7 2,2

Sc3-8 3,5

Sc3-9 8,7
Sc3-10 11,2
Sc3-11 6,8
Sc3-12 8,5
Sc3-13 3,9
Sc3-14 34

Kstrept/Kbiok.

K4 14,2
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5.2.2.2 Kvantitativha ELISA klonov Sc¢3-10 in Sc¢3-11

S tem testom smo preverili, ali signal (naklon krivulje A(t) v njenem linearnem delu)
naras¢a z zviSevanjem Stevila bakteriofagov, ki jih inkubiramo nad imobiliziranim fuzijskim
proteinom LepR-Fc, in hkrati ostaja enak pri inkubaciji bakteriofagov nad imobiliziranim
infliksimabom. To bi potrdilo selektivnost interakcije peptidov na izbranih bakteriofagnih
klonih z ektodomeno leptinskega receptorja.

Ker smo meritve pri tem kontinuiranem ELISA-testu opravljali vsaki dve minuti (in ne
tri, kot prej), smo pri izratunu naklona krivulj A(t) upoStevali absorbance med 2. in 20.

minuto.
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Slika 15: A. Nakloni krivulje A (t) po kvantitativnem ELISA-testu s klonoma Sc3-10 in
Sc3-11 med 2. in 20. minuto (tri raztopine razlicnih koncentracij obeh klonov smo vezali na

LepR-Fc in infliksimab (modra in vijoli¢na barva). Uporabljene koncentracije: a) 2 x 10"

pfu, b) 5 x 10" pfuinc) 1 x 10" pfu.

V preglednici XIII so zbrana razmerja med nakloni krivulj A(t), ko so raztopine
klonov vezane na LepR-Fc in ko so vezane na infliksimab (kiepr/King.). V primeru pozitivne
kontrole je podano razmerje med naklonom krivulje A(t), ko je klon K4 vezan na streptavidin

in ko je vezan le na blokirano vdolbinico (Ksept./Kblok.)-
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Preglednica XIII: Razmerja naklonov krivulj A(t) pri vezavi na tarcno molekulo in

naklonov krivulj A(t) slepih kontrol.

klon koncentracija (pfu) Krepr/King.
2 x 10" 9,7
Sc3-10 5x 10" 6,1
1x10%° 22,1
2 x 10" 4,0
Sc3-11 5x 10" 4.4
1x10%° 2.8
k strept./k blok.
K4 2 x 10" 6797

Nakloni krivulje A(t) pri vezavi bakteriofagnega klona na LepR-Fc v obeh primerih
naraS€ajo z naraSCanjem koncentracije bakteriofagov (sliki 16 in 17). Hkrati pa s
povecevanjem koncentracije bakteriofagov naras€a tudi naklon krivulje A(t) pri vezavi
bakteriofagov na infliksimab. Ceprav porast v tem primeru ni tako izrazit, to nakazuje na
nespecificne interakcije peptidov z infliksimabom. Nihanja vrednosti Kiepr/Kinn, ki so pri
klonu Sc3-11 sicer manjsa kot pri klonu Sc3-10, so najverjetneje posledica napake zaradi zelo
nizkih odzivov, zato tezko vrednotimo njihov trend. Opazamo, da so razmerja Kiepr/Kinn pri
klonu Sc3-10 vi§ja kot pri klonu Sc3-11, kar kaze na vecjo selektivnost vezave peptida na
fagu Sc3-10 na leptinski receptor. Idealno obnaSanje nekega klona bi poleg dovolj visokega
razmerja kiepr/kinn (to bi potrjevalo selektivnost vezave) kazalo tudi narasCanje razmerja
kiepr/kinn z veCanjem koncentracije bakteriofagov.

Ce oba klona primerjamo s pozitivno kontrolo K4, opazimo precej drugaéne rezultate
kot v prvem ELISA-testu (5.2.2.1). Tam je bila selektivnost vezave (ovrednotena z razmerjem
Kiepr/Kin1) klona Sc3-10 skoraj primerljiva selektivnosti klona K4, medtem ko nam ta
natancnejsi kvantitativni ELISA-test med obema klonoma pokaze precej velike razlike tako v
afiniteti do taréne molekule (naklon A(t) je pri klonu K4 1241 x 10 absorbanénih enot
/sekundo, kar je trikrat ve¢ kot pri Sc3-10) kot tudi v selektivnosti vezave (razmerje naklonov

je pri K4 kar 72-krat vi§je kot pri Sc3-10).
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Povpregje naklona slepih kontrol znaga 9,54 x 10 absorbanénih enot/sekundo, kar je
primerljivo naklonom po vezavi Sc3-10 (1 x 10" pfu/ml) in Sc3-11 (1 x 10" pfu/ml) na
lahko trdimo, da je ta zanemarljiva, saj je odziv Ze v odsotnosti bakteriofagov relativno visok.

Vsekakor bi za ustrezno preucitev obnasanja klonov potrebovali meritve ve¢ razli¢nih
koncentracij bakteriofagov, poleg tega pa tudi veC paralel meritev posameznih koncentracij.
Pri naSem delu smo uporabili toliko red¢itev, kot nam je to dopuscala koli¢ina pomnozenih
klonov, predvsem pa smo bili omejeni z razploZzljivostjo fuzijskega proteina LepR-Fc.

Rezultati kvantitativnega ELISA-testa so tako pokazali, da obstaja premo sorazmerna
povezava med koncentracijo bakteriofagov in velikostjo naklona A(t). Za Se vecji odziv pri
vezavi klonov na LepR-Fc bi bilo torej potrebno povecevanje koncentracije bakteriofagov,
kar pa zaradi nespecificnih interakcij ni zazeleno. Primerjava s K4 je potrdila to, kar smo
sklepali Zze iz odstotkov elucije med afinitetno selekcijo (5.2.1), namre¢ selekcijo

nizkoafinitetnih klonov.
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Slika 16: Spreminjanje naklonov krivulje A(t) v odvisnosti od spreminjanja

koncentracije bakteriofagnega klona Sc3-10 pri vezavi na LepR-Fc¢ oz. infliksimab.
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Slika 17: Spreminjanje naklonov krivulje A(t) v odvisnosti od spreminjanja

koncentracije bakteriofagnega klona Sc3-11 pri vezavi na LepR-Fc oz. infliksimab.

5.2.3 DOLOCITEV NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA INSERTOV V
BAKTERIOFAGIH M13

Osmim klonom, izbranim po prvem ELISA-testu (5.2.2.1), smo z metodo obarjanja z
absolutnim etanolom (3.2.14) izolirali DNA in jo v obliki oborine poslali druzbi Eurofins
MWG Operon, kjer so z dideoksi-metodo in oligonukleotidnim zacetnikom -96 gIII dolo¢ili

nukleotidno zaporedje insertov izbranih bakteriofagnih klonov:

Sc3-4, Sc3-8, Sc3-11  Cys—Ser—Phe—LLeu-Ala—AldlE€l-Cys

Sc3-5 Cys—Gly-Ser-Pro—Phe—ll@-Ala—-Ala-Cys
Sc3-6 Cys—Trp—Ser—Ser-Thr-Ser—Leu-Thr-Cys
Sc3-10 Cys—Phe—-Leu—Leu—Ser—I1le-Ala—Phe-Cys
Sc3-13 Cys—Ser-Thr-[Fle-Ser-Ser-Pro-[Jll€-Cys
Sc3-14 Cys-Pro-Ser-Ser-GIn-Ser-jjjij-val-Cys

Barve oznacujejo mesta aminokislinskih ostankov v heptapeptidu (rumena predstavlja
prvi, zelena tretji, rjava peti, modra Sesti in vijoli¢na sedmi aminokislinski ostanek).

Zaporedje heptapeptida je v vseh primerih obdano s cisteinskima ostankoma, kar je
znaéilno za knjiznico Ph.D.-C7C™ (1.2.1). Kloni Sc3-4, Sc3-8 in Sc3-11 so identiéni, in sicer

je heptapeptid sestavljen predvsem iz nepolarnih aminokislinskih ostankov (fenilalanin, levcin
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in alanin), z izjemo serina na mestih ena in Sest. S tem zaporedjem imajo ostali $tirje kloni le
malo skupnega (ena oz. ni¢ enakih aminokislin).

Nekaj podobnosti s tremi identi¢nimi kloni kaze klon Sc3-13, ki ima na prvem mestu
prav tako serin, na mestih tri in sedem pa namesto levcina kratki alifatski izolevcin. — prav
tako nepolaren. Ce povezemo lastnosti vseh 3tirih klonov, bi njihovo aminokislinsko
zaporedje podali v obliki C-S-X,-L/I-X4-X5-X6-L/I-C, kjer predstavljajo C, S, L in I
cisteinski, serinski, levcinski in izolevcinski, X pa poljubni aminokislinski ostanek.

O skupnem motivu zaradi le dveh razli¢nih zaporedij tezko govorimo, kve¢jemu lahko
predpostavljamo, da ima do leptinskega receptorja najvecjo afiniteto ta to¢no doloceni klon
(Sc3-4 oz. Sc3-8 oz. Sc3-11), katerega frekvenca pojavljanja v tretjem nepomnozenem eluatu
je relativno visoka (iz gojis€a s priblizno 100 plaki tretjega nepomnozenega eluata smo

izolirali 14 klonov, od katerih ve¢ kot ena petina izraza prej omenjeno zaporedje).

5.3 PRIMERJAVA PEPTIDOV, IZOLIRANIH 1Z KNJIZNIC
T7Select®Hexamer in Ph.D.-C7C™

Zaradi zelo razli¢nih lastnosti vektorjev, uporabljenih pri obeh afinitetnih selekcijah
(vektor T7Select10-3b oz. vektor M13KE), bi bilo smiselno pricakovati, da rezultati obeh
selekcij med seboj ne bodo primerljivi. Ze sama konformacija izrazenih peptidov se pri obeh
knjiznicah precej razlikuje. T7Select®hexamer je kombinatorna knjiznica linearnih
heksapeptidov, ki jim ta linearnost daje ve¢jo moznost gibljivosti in spremembe konformacije,
medtem ko je Ph.D.-C7C™ kombinatorna knjiZnica cikli¢nih heptapeptidov, ki jim je
konformacija z disulfidno (S-S) vezjo med dvema cisteinoma Ze »vsiljena«.

Predvsem pa se knjiznici razlikujeta v zastopanosti posameznih aminokislin v
izrazenih peptidih. Sistemi, ki temeljijo na fagih T7, izrazajo bolj enakomerno zastopanost
posameznih aminokislin kot sistemi, temeljeci na fagih M13. To posledicno pomeni tudi
vecjo raznolikost peptidov, izrazenih na T7, in enakomernejSo porazdelitev hidropatije in
naboja peptidov (26). Vzrok za aminokislinsko »diskriminacijo« v fagih M13 je morfogeneza
nitastih bakteriofagov (5.2.1). Arginin in cistein na izraZzenih peptidih M13 sta za sekrecijo
novih fagnih delcev iz gostiteljske celice in infekcijo gostiteljskih celic neugodna, zato poteka

selekcija klonov v smeri zaviranja tistih, ki vsebujejo ti dve aminokislini.
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Kljub tem razlikam opazimo pri primerjavi klonov, izoliranih iz obeh knjiznic z
afinitetno selekcijo na leptinski receptor, pojavljanje nekaterih aminokislinskih ostankov na
tocno dolocenih mestih. Najbolj strogo ponavljajo¢ motiv je zaporedje Stirih aminokislin, ki
ga lahko povzamemo v obliki F-L/I-X-S/C. Pri tem predstavljajo F, L, I, S in C
fenilalaninski, levcinski, izolevcinski, serinski in cisteinski, X pa poljubni aminokislinski
ostanek. Aminokislini na prvem in drugem mestu tega motiva (fenilalanin in levcin/izolevcin)
se pojavljata v devetih izmed trinajstih zaporedij, medtem ko se aminokislina na mestu Stiri
(serin/cistein) pojavlja v osmih. Ce motiv nekoliko raz§irimo, ga lahko podamo v obliki S-F-
L/I-X-S/C-L/I-L/1, vendar pa se dodani trije aminokislinski ostanki pojavljajo z manjso
frekvenco kot ostanki v »oZjem« motivu. Opazimo tudi, da se pri klonih knjiznice
T7Select®hexamer na mestu tiri tega motiva pojavi bodisi serin bodisi cistein, medtem ko se
pri klonih knjiznice Ph.D.-C7C™ pojavlja zgolj serin (morda zaradi prej omenjene

podpovprecne zastopanosti cisteina v naklju¢nih peptidih).

S3-1 Phe-Leu-Phe-Cys-Leu-Phe
S3-3 Phe-Leu-Phe-Cys-Leu-Phe
S3-6 Phe-Leu-Phe-Cys-Leu-Phe
S3-17 Phe-Leu-Phe-Cys-Leu-Phe
S3-13 Phe-Tyr-Tyr-Ser-Leu-Leu
Sc3-10 Phe-Leu-Leu-Ser-1le-Ala-Phe
Sc3-4 Ser-Phe-Leu-Ala-Ala-Ser-Leu
Sc3-8 Ser-Phe-Leu-Ala-Ala-Ser-Leu
Sc3-11 Ser-Phe-Leu-Ala-Ala-Ser-Leu
Sc3-13 Ser-Thr-1le-Ser-Ser-Pro-l1le
Sc3-5 Gly-Ser-Pro-Phe-Ala-Ala-Ala
Sc3-14 Pro-Ser-Ser-GIn-Ser-Ser-Vval
Sc3-6 Trp—Ser—Ser-Thr-Ser—Leu-Thr
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VI. SKLEP

Z metodo afinitetne selekcije smo skuSali iz dveh bakteriofagnih predstavitvenih
knjiznic naklju¢nih peptidov izolirati peptide, ki bi tvorili interakcije z rekombinantnim
leptinskim receptorjem. Na osnovi rezultatov prirejenega testa ELISA smo izbrali trinajst
bakteriofagnih klonov, ki smo jim dolo¢ili nukleotidna zaporedja vstavljenih insertov. Ta smo
prevedli v aminokislinska zaporedja in tako dolo€ili primarno strukturo izrazenih peptidnih
ligandov. Na dveh stopnjah nasega eksperimentalnega dela smo tako pri knjiznici T7Select”-

hexamer kot pri knjiznici PhD.-C7C™

prisli do zakljucka, da izkazujejo kloni, ohranjeni po
vseh treh selekcijskih stopnjah, do tar¢ne molekule nizko afiniteto. Najprej se je to odrazalo v
nizkem delezu eluiranih bakteriofagov (glede na celokupen vnos v posamezem krogu
afinitetne selekcije) — ta se je v tretji selekcijski stopnji povecal le 1,4-krat (afinitetna selekcija
iz T7Select®-hexamer) oz. 2,7-krat (afinitetna selekcija iz PhD.-C7C™), medtem ko pri
izolaciji visoko afinitetnih bakteriofagov pricakujemo od 50- do 100-kratni porast (18).
Drugi¢ pa nam je izolacijo nizko afinitetnih klonov potrdil tudi prirejeni test ELISA, kjer so
dajali nasi izolirani kloni v primerjavi s pozitivno kontrolo (selektivni vezalec streptavidina
K4) zelo nizke odzive.

Visoko afinitetne klone smo najverjetneje izgubili ze po prvi selekcijski stopnji zaradi
relativno majhnega Stevila kopij posameznega bakteriofagnega klona (500 pri izolaciji iz
knjiznice T7Select™-hexamer in 150 pri izolaciji iz knjiznice PhD.-C7C™), ki pride v stik s
tarcno molekulo, in preostrih selekcijskih pogojev. Temu problemu bi se morda lahko deloma
izognili z uporabo ve€je mnozine tarcne molekule, kar pa bi povecalo stroske
eksperimentalnega dela.

Ker smo kot tar¢no molekulo uporabili fuzijski protein LepR-Fc, je obstajala moznost
afinitetne selekcije na Fc-regijo molekule in ne na ektodomeno leptinskega receptorja. Da se
izrazeni peptidi vezejo na receptorski del proteina, smo dokazali s testom ELISA, pri katerem
smo primerjali odzive po interakciji med kloni in LepR-Fc (kzer) z 0dzivi po interakciji med
kloni in infliksimabom (k;,s). Kljub temu da Fc-regija ni bila vpletena v vezavo na fagih
predstavljenih peptidov, je do neselektivnih interakcij z infliksimabom vseeno prislo.
Razmerje naklonov kje,r/kinn. v primerjavi s pozitivno kontrolo K4, pri kateri smo dolocali
razmerje Kgyeps/kpior. (razmerje med naklonom krivulje A(t) po interakciji med klonom K4 in
streptavidinom in naklonom po interakciji med K4 in blokirano povrSino), ni doseglo

primerljivih vrednosti. A to je bolj posledica nizke afinitete klonov do leptinskega receptorja
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(in torej nizkih vrednosti k;.,r) kakor pa neselektivne vezave na infliksimab (torej visokih
vrednosti k;,q). Odzive po interakciji klonov in LepR-Fc bi lahko primerjali tudi z odzivi med
kloni in kak$no drugo, leptinskemu receptorju bolj sorodno tar¢no molekulo. Uporabili bi
lahko na primer ¢lana citokinskih receptorjev razreda I, kamor sodi tudi leptinski receptor
sam. S tem bi dodatno preverili selektivnosti vezave izoliranih klonov.

Stirje izmed petih klonov (S3-1, S3-3, S3-6, S3-17), izoliranih iz knjiznice T7Select"-
hexamer, so izrazali identiCen peptid, peti (S3-13) pa se je z njim ujemal v petih
aminokislinskih ostankih. To ujemanje lahko povzamemo z obliko F-X,-Ar-C/S-L-F/L. 1z
knjiznice Ph.D.-C7C™ smo dolo¢ili nukleotidno zaporedje osmim klonom, med katerimi so
trije (Sc3-4, Sc3-8, Sc3-11) izrazali enak peptid, en (Sc3-13) pa se je z njim ujemal v treh
aminokislinskih ostankih. Aminokislinsko zaporedje teh Stirih klonov opiSemo v obliki C-S-
X,-L/1-X4-X5-X4-L/I-C. Ostali Stirje kloni so s tem zaporedjem izkazovali zelo malo
podobnosti (ena oz. nobena enaka aminokislina). Kljub razliki v peptidni predstavitvi obeh
sistemov pa smo s primerjavo vseh 13 klonov, izoliranih iz obeh knjiznic, uspeli njihove
lastnosti povezati v skupen motiv (F-L/I-X-S/C), ki ga kot celoto izraza 6 izmed vseh 13
klonov, posamezni aminokislinski ostanki tega motiva pa se pojavljajo v devetih oz. osmih
izoliranih klonih.

Ker smo izolirali premalo klonov oz. premalo razli¢nih aminokislinskih zaporedij, ne
moremo z gotovostjo trditi, da je opazen motiv dejansko odgovoren za vezavo na leptinski
receptor. Za to bi morali opraviti vecji presejalni test (tj. v test ELISA vkljuciti vecje Stevilo
klonov po tretji ali celo nadaljnjih selekcijskih stopnjah). Lahko pa bi »pomembnost«
doloc¢enih aminokislin na posameznem polozZaju v motivu za vezavo na leptinski receptor
preverjali tudi z usmerjeno mutagenezo, pri ¢emer bi v tej raziskavi dobljena aminokislinska
zaporedja nacrtno spreminjali in opazovali odzive tako spremenjenih klonov po vezavi na
LepR-Fc. S tem bi morda pridobili nova, visje afinitetna zaporedja, ki smo jih sicer med
selekcijo izgubili ali pa so bila zaradi morfogeneze bakteriofagov diskriminirana.

Peptidni ligandi, izolirani z afinitetno selekcijo iz bakteriofagnih knjiznic, obic¢ajno
tvorijo interakcije z bioloSko pomembnimi povrSinami tarénih proteinov (37), kot so aktivna
mesta na encimih ali povrSine, s katerimi se endogeni ligandi veZejo na ustrezne receptorje in
obratno. Zato je smiselno pri¢akovati, da bodo tak$ni peptidni ligandi delovali kot modulatorji
aktivnosti tar¢nih proteinov — kot kompetitivni ali alosteri¢ni inhibitorji encimov, substrati
proteaz, blokatorji endogenih ligandov in antagonisti receptorjev. Razvoj visoko afinitetnih
peptidnih ligandov leptinskega receptorja bi pomenil ucinkovito orodje za vpogled v

presnovne reakcije v telesu, ki so povezane z leptinom, ter za eksperimentalno preucevanje
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poteka Stevilnih bolezenskih zapletov, katerih natanéni mehanizmi so do zdaj Se nepoznani
(potek ateroskleroze, angiogeneza, razvoj avtoimunskih bolezni, rakavih obolenj itd.). Poleg
tega bi s takSnimi peptidi postavili tudi osnovo za razvoj antagonistov leptinskega receptorja,
ki bi se lahko v prihodnosti uporabljali v terapiji — bodisi kot peptidomimetiki bodisi kot
peptidi.
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