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POVZETEK

Citokini obsegajo veliko druzino nizkomolekularnih glikoproteinov, katerih glavna
funkcija je regulacija imunskega sistema. Citokine, ki so odgovorni za sprozitev
kemotakse, imenujemo kemotakti¢ni citokini (kemokini), med katere uvr$¢amo tudi
monocitni kemotakti¢ni protein 1 (MCP-1/CCL2). CCL2 je najpomembnejsi CC-kemokin,
Ki je odgovoren za iniciacijo kemotakse in migracijo levkocitov, predvsem monaocitov, na
mesto vnetja. Omenjeni kemokin deluje posredno, preko vezave na z G-proteinom
sklopljen receptor (GPCR) CCR2. Ceprav je CCL2 osrednjega pomena za udinkovit
imunski odziv ob poskodbi tkiva ali okuzbi, prekomerna signalizacija prek receptorjev
CCR2 lahko vodi do patoloskih procesov, kot so revmatoidni artritis, multipla skleroza,
miokardni infarkt, ateroskleroza, astma in razvoj nekaterih oblik tumorjev. Razvoj
nizkomolekularnih antagonistov CCR2 je zahteven, saj se interakcija s primarnim
endogenim ligandom CCL2 mocno razlikuje od sicerSnje vezave majhnih signalnih
molekul na GPCR. Eden od nacinov zagotavljanja selektivnosti zaviranja signalizacije
prek CCR2 je uporaba nevtralizacijskih protiteles proti CCL2.

V pric¢ujo¢i magistrski nalogi smo si zadali cilj dolo¢iti antigensko determinanto na CCL2,
ki jo prepozna nevtralizacijsko monoklonsko protitelo S101. Rezultati predhodnih raziskav
na S101 so nakazovali, da protitelo prepoznava konformacijski epitop, a niso dali jasnega
odgovora, kateri aminokislinski ostanki so klju¢ni za interakcijo s paratopom. Pri delu smo
uporabili dve razliéni bakteriofagni predstavitveni knjiznici nakljuénih peptidov, Ki
predstavljata nabor bakterijskih virusov, med katerimi vsak na svoji povrSini izraza
drugac¢no peptidno zaporedje. Z uporabo tehnike afinitetne selekcije smo iz Sirokega
nabora povrSinsko predstavljenih peptidov izolirali tiste, ki so sposobni prepoznave in
vezave tarCe, tj. protitelesa S101. Pogoje afinitetne selekcije smo prilagodili iskanju
strukturno raznolikih peptidnih ligandov, ¢eprav na raun niZjega izplena presejalnega
procesa. Po treh selekcijskih ciklih smo analizirali vezavo posameznih obogatenih
bakteriofagnih klonov s S101 v prisotnosti in odsotnosti CCL2 in potrdili specifi¢nost
vezave izrazenih peptidov na paratop protitelesa. Sklepamo, da identificirani peptidi
predstavljajo t.i. mimotope, mimetike epitopa. Posameznim bakteriofagnim klonom smo
izolirali genomsko DNA, dolocili nukleotidna zaporedja insertov, ki kodirajo povrSinsko
predstavljene peptide, ter jih prevedli v aminokislinska zaporedja. Za identifikacijo
konformacijskega epitopa smo dobljena zaporedja peptidov poravnavli med sabo in skupaj

s prostorsko strukturo MCP-1, pri ¢emer smo uporabili dva racunalnis$ka programa za

Vi



kartiranje zapletenih epitopov (Pepitope in EpiSearch). Rezultati nakazujejo, da antigensko
determinanto, ki jo prepozna S101, tvorijo Stirje aminokislinski ostanki, to so Y13,
K35/K38, P37 in E39.

Klju¢ne besede:

CCL2, monoklonsko nevtralizacijsko protitelo, kartiranje epitopa, konformacijski epitop,
predstavitev na bakteriofagu
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ABSTRACT

Cytokines comprise a large family of low molecular weight glycoproteins whose main
function is the regulation of the immune system. Cytokines that are resposible for
triggering chemotaxis are called chemotactic cytokines (chemokines). Monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1/CCL2) is the most important CC chemokine,
responsible for the initiation of chemotaxis and migration of leucocytes, mostly
monocytes, to the spot of inflammation. This chemokine acts via binding to and activating
its cognate receptor CCR2, a member of the G protein-coupled receptor (GPCR) family.
Although CCL2 is crucial for effective immune response to tissue damage or infection, the
increased values of CCL2 can indicate the presence of a pathological process in the
organism and the onset of some illnesses, such as rheumatoid arthritis, myocardical
infarction, multiple sclerosis, atherosclerosis, asthma, and cancer. Because the interaction
with the primary endogenous ligand CCL2 significantly differs from small signaling
molecules binding to GPCR, the development of low molecular weight antagonists of
CCR2 is difficult. One way of ensuring selectivity of signaling inhibition through CCR2 is
the use of neutralizing antibodies against CCL2.

In this Master's thesis we set out to determine the epitope on CCL2 that is recognized by
the neutralizing monoclonal antibody S101. The results of previous research on the S101
suggested that the antibody may recognize the conformational epitope, but they did not
give a clear answer which amino acid residues are essential for interaction with the
paratope. Here, we used two phage display libraries, each represented by a vast collection
of bacterial viruses displaying on their surface different peptide sequences, to map the
epitope. By using the biopanning technique we isolated peptide bearing clones that are
capable binding the target (antibody S101). Biopanning was carried out under low
stringency conditions, which led to structurally diverse peptide ligands at the expense of
low screening vyield. After three rounds of selection a competitive Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) (i.e., in presence of native ligand, recombinant CCL2)
indicated binding of selected peptides to antibody paratope. We conclude that the
identified peptides represent epitope mimetics (mimotopes). We isolated genomic DNA
from individual phage clones and sequenced the oligonucleotide inserts to determine the
amino acid sequence of the surface displayed peptides. To identify CCL2 residues forming
the epitope we aligned the peptide sequences to 3D structure of CCL2 using two computer
programmes (Pepitope and Episearch). The results suggest that the antigenic determinant
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recognized by the S101 consists of four amino acid residues: Y13, K35 / K38, P37, and
E39.

Key words:

CCL2, monoclonal neutralizing antibody, epitope mapping, conformational epitope, phage
display
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1 UVOD
1.1 CITOKINI

Citokini so zapletena skupina glikoproteinov, ki se sintetizirajo in sprosc¢ajo kot odgovor
na aktivacijo imunskega sistema in so tako regulatorji imunskega sistema (1). So skupina
majhnih regulacijskih proteinov, ki jih izlo¢ajo skoraj vse celice, v glavnem pa limfociti in
makrofagi. Citokini igrajo osrednjo vlogo v imunskem sistemu, saj posredujejo zapletene
interakcije med celicami, ki sodelujejo pri razvoju ucinkovitega imunskega odziva. Kot
celi¢ni signalni proteini uravnavajo delitev, diferenciacijo, efektorske funkcije in prezivetje
celic. Udelezeni so tako pri razvoju humoralnega kot tudi celicno posredovanega
imunskega odziva, sprozitvi vnetja, uravnavanju hematopoeze ter celjenju ran (2).
Delovanje citokinov je pogojeno z vezavo na specificne receptorje, pri ¢emer pride do

sprozitve signala, ki se prenese v notranjost celice in spremeni izrazanje genov (2, 3).

Odkritje citokinov sega v leto 1950, natan¢nejSa dolocitev njihove strukture in delovanja
pa je trajala vec let, a dandanes poznamo ze veC kot Sestdeset razli¢nih vrst citokinov.
Citokine lahko razdelimo glede na njihovo funkcijo ali glede na vrsto celic, ki jih izlo¢ajo
(4). Citokini obsegajo raznolike druzine molekul, kot so rastni dejavniki, interferoni,
interlevkini, dejavniki tumorske nekroze in kemokini (2). V slednjo uvrs¢amo tudi

monocitni kemotakti¢ni protein 1 (MCP-1/CCL2).

1.2 KEMOKINI

Kemotakti¢ni citokini oz. krajSe kemokini, so majhne proteinske molekule (5) (velikosti 6-
14 kDa in sestavljeni iz 70-125 aminokislin (6)), ki imajo klju¢no vlogo pri rekrutiranju in
migraciji imunskih celic, predvsem levkocitov, na mesto vnetja ali posSkodbe (5, 6) in tako
sodelujejo pri induciranju kemotakse, kar je njihova osrednja funkcija (2). Predpogoj za
sprozitev kemotakse je vezava kemokinov na ustrezne kemokinske receptorje, ki jih
uvrs¢amo med z G-proteinom sklopljene receptorje (7). Vezava kemokina na receptor
sprozi aktivacijo proteina G, kar povzro¢i odziv imunskih celic in njihovo migracijo na
mesto vnetja ter spro$canje citotoksi¢nih protimikrobnih snovi (6). Nekateri kemokini
sodelujejo pri procesu angiogeneze, prav tako poznamo tudi homeostatske kemokine, Ki
usmerjajo levkocite v limfaticnih organih ter opravljajo nadzorne funkcije (6). Funkcija

kemokinov je pomembna tako pri prirojeni kot tudi pri pridobljeni imunosti (2).



Do danes poznamo Ze okrog 50 razlicnih kemokinov, ki jih razdelimo v Stiri skupine, in
sicer glede na to, kakSen vzorec tvorita terminalna cisteina (5) - ali sta cisteina loCena s
kak$no aminokislino (X) ali pa sledita drug drugemu (CC) (2) in glede na kromosomsko
lokacijo genov (5). Vsaka skupina ima svojo vrsto receptorjev, Ki jih prav tako razdelimo v

stiri skupine. Poznamo (slika 1):

e CC-kemokine: dva zaporedna cisteina na N-koncu polipeptidne verige brez
vmesnega aminokislinskega (AK) ostanka. Geni, ki kodirajo to skupino
kemokinov, se nahajajo na kromosomu 17. Receptor: CCR,

e CXC-kemokine: cisteinska ostanka lo¢i katerakoli druga AK, geni za to skupino se
nahajajo na kromosomu 4. Receptor: CXCR,

e XC-kemokine: nimajo prvega cisteina. Receptor: XCR,

e (CX3C-kemokine: cisteina sta lo¢ena s tremi AK-ostanki. Receptor: CX3CR (2, 5,

6, 8).
i | |
& C| C C|XC
C C
C - kemokini CC - kemokini CXC - kemokini
Peptidna veriga CI >>>>>
Disulfidni most ~—— CXXXC

CX3C - kemokini

Slika 1: Strukturni prikaz Stirih skupin kemokinov (prirejeno po S1).

Cisteinska ostanka na N-koncu verige sta zelo pomembna, saj tvorita strukturno zelo
pomembno disulfidno vez (5). Ta omejuje visokovariabilno N-kon¢no zanko, ki
predstavlja eno izmed treh locenih domen, ki tvorijo strukturo kemokinov. Poleg N-kon¢ne

zanke prostorsko strukturo tvorijo $e tri antiparalelne ploskve B in C-kon¢na vijacnica o

(8).

Kemokini in njihovi receptorji so vkljuceni v patologijo razli¢nih bolezni, kot so AIDS,
avtoimunske bolezni (psoriaza, revmatoidni artritis, multipla skleroza), pljucne bolezni

(astma, kroni¢na obstruktivna plju¢na bolezen), rakava in zilna obolenja ter zavrnitev



presadka (8). Glede na to, da kemokine in njihove receptorje povezujemo s Stevilnimi

patoloskimi stanji, je raziskovanje strukture in delovanja le-teh bistvenega pomena.

1.3 MONOCITNI KEMOTAKTICNI PROTEIN 1 (MCP-1/CCL2)

Monocitni kemotakti¢ni protein 1 (MCP-1) je kemokin, ki ga uvr§¢amo v skupino CC-
kemokinov, zato ga lahko oznacujemo tudi s kratico CCL2 in je prvi odkriti humani
kemokin znotraj omenjene skupine (8). Poleg MCP-1 med monocitne kemoatraktivne
proteine priStevamo $e Stiri kemokine, in sicer MCP-2 (CCL8), MCP-3 (CCL7), MCP-4
(CCL13) in MCP-5 (CCL12) (9). Znotraj vseh nastetih kemokinov je najve¢ pozornosti
raziskovalec pritegnilo delovanje MCP-1, saj ima le-ta klju¢no vlogo kot kemoatraktant
monocitov, limfocitov T in naravnih celic ubijalk, obenem pa je kemokin MCP-1 udeleZen
tudi pri Stevilnih vnetnih in avtoimunskih boleznih (5, 7) ter tako predstavlja enega
najpomembnej$ih kemokinov skupine CC. Za delovanje MCP-1 je klju¢nega pomena
njegova vezava na ustrezen kemokinski receptor, in sicer se MCP-1 lahko veze na dva
receptorja - CCR2 in CCR11 - a je bistvenega pomena predvsem vezava na CCR2, pri
¢emer pride do aktivacije kemotakse in migracije monocitov (7, 8, 10). CCR2 je
kemokinski receptor, ki ga uvrs¢amo med z G-proteinom sklopljene receptorje (GPCRS)
0z. t.i. 7-transmembranske receptorje, ki predstavljajo najveéjo skupino membranskih
proteinov v cloveSkem genomu in €n0 najpomembnejSih prijemaliS¢ za nacrtovanje
zdravilnih uéinkovin (7, 10, 11). Receptor sestavlja sedem hidrofobnih transmembranskih

regij z znotrajceli¢nim C-koncem ter zunajceli¢nim N-koncem

CCR2 izrazajo Stevilne celice: monociti, nezrele dendriti¢ne celice, aktivirani limfociti T,
bazofilci ter endotelijske celice in celice gladkih miSic v Zilni steni (7). Receptor CCR2
lahko razdelimo v dve skupini, CCR2A in CCR2B. Skupini se razlikujeta v C-koncu in
glede na to, katere vrste celic ju izrazajo. CCR2A izrazajo predvsem mononuklearne celice
in gladke misi¢ne celice, medtem ko je za aktivirane naravne celice ubijalke in monocite
znacilna B-izooblika receptorja. Receptor CCR2 je odgovoren tako za provnetne kot tudi
za protivnetne ucinke v odvisnosti od tega, katere vrste celic ga izrazajo oz. izlo€ajo. Tako
je provnetno delovanje receptorja povezano z njegovim izraZzanjem na povrsini antigen-
predstavitvenih celic in T-celic. Protivnetni ucinki pa so omejeni na izrazanje CCR2 na

povrsini regulatornih celic T (8).

Kljub temu da se na receptor CCR2 lahko vezejo tudi drugi kemokini, npr. CCL7, CCL8 in

CCL13, je za rekrutacijo monocitov bistvena vezava CCL2 (7). Po vezavi MCP-1 na



transmembranski receptor CCR2 pride do konformacijske spremembe receptorja in s tem
do aktivacije proteina G, kar omogoca prenos zunanjega signala v celicno notranjost. V
neaktivnem stanju je na heterotrimerni (sestavljajo ga tri podenote: a, B, y) protein G
vezan gvanin difosfat (GDP), ki se ob aktivaciji proteina zamenja z gvanin trifosfatom, pri
¢emer podenota o oddisocira, lo¢eni podenoti a in By pa nato lahko aktivirata ali inhibirata
encime oz. ionske kanalcke in s tem povzrocita prenos signala oz. migracijo imunskih celic
vV smeri kemokina (8, 12). Za sprozitev migracije celic v smeri kemotakticnega gradienta je
bistvenega pomena sprostitev podenote By, kar omogoca direktno aktivacijo fosfolipaze C.
Aktivirana fosfolipaza C sprozi nastanek inozitol trifosfata in diacil glicerola, kar vodi do
spros¢anja znotrajceli¢nega kalcija in aktivacije protein-kinaze C (10, 12). Signali, ki jih
sprozijo kemokinski receptorji, so zelo kratki in prehodni, delovanje receptorja pa se
prekine s fosforilacijo C-konca receptorja ter homologno in heterologno desenzitizacijo
(10).

CCL2 izlo¢ajo monociti, endotelijske in epitelijske celice, fibroblasti, celice gladkih miSic,
astrociti in makrofagi. Nastajanje proteina lahko poteka ves cas, ali pa ga izzovejo citokini,
rastni hormon ali oksidativni stres (8). Razli¢ni mediatorji (molekule) lahko stimulirajo ali
pa inhibirajo spros¢anje CCL2. Inhibicijo spros¢anja povzroCajo estrogen, retinojska
kislina in glukokortikoidi, nasprotno pa inducirajo spros¢anje dejavnik tumorske nekroze
a, interferon vy, stresni in trombocitni rasni dejavnik (10, 13). Monocitni kemotakti¢ni
protein 1 je vkljuCen v Stevilna patoloska stanja: astma, glomerulonefritis, revmatoidni
artritis, ateroskleroza, multipla skleroza, bolezni srca in ozilja, ter celo rakava obolenja,
obenem pa je kljuéni dejavnik pri procesu vnetja in igra klju¢no vlogo pri imunskem
odzivu (7, 8, 14).

Molekulska masa kemokina CCL2, glede na prisotnost O-glikozilacije, znasa 9 oz. 13 kDa,
protein pa sestavlja 76 aminokislinskih ostankov. Gen, ki kodira CCL2, se nahaja na
kromosomu 17 (8). Z uporabo jedrske magnetne resonance (NMR) in rentgenske difrakcije
so ugotovili, da je prostorska struktura kemokina CCL2 sorodna strukturam ostalim
kemokinom, in sicer jo tvorijo N-kon¢na zanka, omejena z disulfidno vezjo, ki jo tvorita
cisteina ter C- koncna vijacnica a, ki prekriva tri antiparalelne ploscice B (slika 2).
Sekundarno strukturo proteina tvorijo stiri regije ploS¢ B, ki obsegajo dolocCene
aminokislinske ostanke: 9-11 (B0), 27-31 (B1), 40-45 (B2) in 51-54 (B3), poleg tega pa Se
C-kon¢na vijacnica, ki obsega aminokislinske ostanke 58-69 (8) (slika 2). Raziskave so



pokazale, da je N-kon¢ni del proteina odgovoren za njegovo biolosko aktivnost, prvih Sest
aminokislinskih ostankov, s poudarkom na Asp-3, pa je klju¢nih za aktivacijo kemotakse.
Aminokislina na mestu 1 omogoca direktno vezavo na receptor CCL2, obenem pa so
aminokislinski ostanki 7-10 odgovorni za sprozitev desenzitizacije. Za ugotavljanje in vivo
delovanja CCL2, so znanstveniki v preteklosti uporabili Stevilne zivalske modele,
najpogosteje misi, ki so jim izbili gen za CCL2. Rezultati so pokazali, da v takih primerih
ne prihaja do pravilnega rekrutiranja monocitov na mesto vnetja, s ¢imer je bila dokazana

vloga kemokina v vnetnem procesu in s tem njegova primarna bioloska funkcija (14).

Disulfidna mosticka
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Slika 2: Zgoraj: shema terciarne strukture MCP-1. Spodaj: sekundarna struktura CCL2
(prirejeno po S2).

Kot Ze omenjeno, sta kemokin CCL2 in njegov receptor CCR2 vkljucena v patofiziologijo
Stevilnih vnetnih in avtoimunskih bolezni, zato se je izkazalo, da ima blokiranje oz.
preprecevanje vezave CCL2 na receptor CCR2 precejSen terapevtski potencial pri
zdravljenju omenjenih bolezni. Danes je poznanih ve¢ razliénih struktur antagonistov
CCR2 (prikazano na sliki 3). V raziskavi, ki jo opisujejo Kim in sodelavci (7), je najbolj
ucinkovit antagonist, ki se z najvecjo afiniteto veze na receptor in tako povzroci inhibicijo
kemotakse, spojina Stevilka 7 (slika 4). Do informacij o tem, kateri aminokislinski ostanki
receptorja so kljucni za interakcijo z antagonisti, pridemo s pomo¢jo mutageneze samega

receptorja. Rezultati izvedenih mutagenez so pokazali, da je interakcija molekule



antagonista z aminokislinskim ostankom Glu291 neizogibna, ¢e zelimo doseci
antagonisti¢no delovanje. Prav tako so za vezavo antagonista zelo pomembne interakcije s
Tyr120, His121 in Thr292, medtem ko so interakcije z ostalimi deli receptorja (npr. Tyr49,
GIn288) odvisne od vrste antagonista. Pri tovrstnih raziskavah velikokrat dolo¢amo tudi
ICso-vrednost antagonistov, in sicer spremljamo njeno spreminjanje glede na izvedeno
mutacijo in tako dolo¢imo pomembnost posameznih aminokislinskih ostankov receptorja

za vezavo antagonistov (7).
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Slika 3: Strukture znanih antagonistov receptorja CCR2 (prirejeno po S3).

Slika 4: Antagonist Stevilka 7. Rumeno: glicinamid (prirejeno po S3).

Kljub temu da dandanes poznamo Ze veliko struktur sinteznih antagonistov CCR2, pa jih je
veCina Se v fazi razvoja zdravilnih ucinkovin. V raziskovalne namene uporabljajo

veéinoma nevtralizacijska protitelesa in pa nekatere bioloSke antagoniste.



Da bi razumeli, kako se protein CCL2 veze na svoj receptor CCR2, so znanstveniki v
preteklosti naredili ve€ raziskav, s pomocjo katerih so identificirali aminokislinske ostanke,
ki so esencialni za vezavo na CCR2 in njegovo aktivacijo (5, 15). Do zelenih ugotovitev so
prisli z izvedbo mutageneze receptorja in CCL2. Pri slednjem so vse povrSinsko izrazene
aminokislinske ostanke nadomestili (substituirali) z aminokislino alanin, nekatere pa so
zamenjali tudi z drugimi aminokislinami, s ¢imer so preucili vpliv naboja, hidrofobnosti in
velikosti posameznega aminokislinskega ostanka za vezavo na receptor. Nekateri
eksperimenti so bili izvedeni tudi tako, da so ohranili samo N-kon¢ni del receptorja
(izrazili so ga kot membransko vezan fuzijski protein) in tako preverili sposobnost vezave
CCL2, medtem ko so ostali del receptorja odstranili (15). Ugotovitve, ki so doprinesle k

razumevanju vezave CCL2 na CCR2, so naslednje:

e aminokislinski ostanki C11, F15, T16 in 151 CCL2 se neposredno vezejo na N-
konec receptorja,

e zgoraj omenjeni AK-ostanki tvorijo skupaj z Y13 in P37 hidrofobno podro¢je, ki
lo¢uje dva skupka bazi¢nih AK (K18, K19, R24, K35, K38, K49),

e prvih 35 aminokislinskih ostankov (ve¢inoma so negativno nabiti) na N-kon¢nem
delu receptorja je kljucnih za visoko afiniteto vezave proteina,

e podatki NMR-studij kazejo, da N-kon¢ni del receptorja vstopa v interakcije z
izredno obsirno povrsino MCP-1,

e aminokislinski ostanki na N-koncu CCL2 ne vplivajo bistveno na afiniteto vezave,
temveC so bistveni pri prenosu signala, obenem je bistvenega pomena dolZina
polipeptidne verige, ne pa to¢no zaporedje ostankov,

e vecina to¢kovnih mutacij v CCL2 nima bistvenega vpliva na sposobnost vezave,

e bistvenega pomena za vezavo je Y13, saj zamenjava z A doprinese k zmanjSanju
afinitete vezave proteina,

e zamenjava R24A ima drugi najvecji vpliv na zmanjSanje afinitete vezave proteina,
prav tako na zmanjsanje vpliva mutacija K49A,

e zmenjava Y13 s Phe, ne spremeni afiniteto vezave,

e substitucija Y13 z vecjim (Trp), bolj polarnim aromati¢nim (His) aminokislinskim
ostankom ali substitucija v Leu, zmanjsa afiniteto vezave za faktor 4-22,

e mutacije v zanki ob tridesetem AK-ostanku (K35A, K38A, P37A) zmanjsajo

afiniteto vezave za faktor 10; mutacija K35E povzroci bistveno vec¢je zmanjSanje



afinitete, kar kaze na to, da je K35 verjetno vkljucen v elektrostatske interakcije z
receptorjem,

e posamezne tockovne mutacije D3A, ISA, N6A, ne vplivajo v vecji meri na
spremembo interakcije CCL2 s CCR2, vegji vpliv ima le mutacija ISP,

e mutacije znotraj samega receptorja so pokazale, da sta za interakcijo CCR2 CCL2,
pomembna AK-ostanka D25 in D27,

e prav tako sta za prenos signala pomembna C32 in C277, ki se nahajata na
receptorju. Zamenjava teh cisteinov v alanin povzro¢i zmanjSanje intenzitete
signala receptorja, saj ne nastane disulfidna vez, kar vodi v zmanjSanje afinitete
vezave CCL2,

¢ prevladujoce interakcije med CCR2 in CCL2 so elektrostatske in hidrofobne,

e pomembno je tudi dejstvo, da se CCL2 veze na zunajceli¢no regijo receptorja in ne
na odprtino iz zank (5, 15, 16).

Na sliki 5 so shematsko predstavljeni bistveni deli CCL2, in sicer:

e rdece: bazi¢ni AK-ostanki K18, K19, R24, K35, K38 in K49,
e zeleno: N-kon¢ni del kemokina,
e vijoli¢asto: Y13 in P37, ki tvorita hidrofobno podrocje,

e sivo: AK-ostanki C11, F15, T16 in 151, ki vstopajo v interakcijo z receptorjem.
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Slika 5: Shematski prikaz strukture MCP-1 (prirejeno po S4).

Z izvedbo stevilnih eksperimentov v preteklih letih so znanstveniki uspeli identificirati
aminokislinske ostanke, ki vstopajo v interakcijo z receptorjem, a kljub temu spoznanje o
tem, kako natan¢no se kemokini veZejo na receptor in na kakSen nacin sproZzijo njegovo

aktivacijo, $e ni popolnoma jasno raziskano (5).

Protein CCL2 ima v naSem organizmu dvojno vlogo: vkljucen je v patologijo $tevilnih
bolezni, obenem pa ima glavno funkcijo pri imunskem odzivu, je namre¢ eden kljuénih
dejavnikov pri iniciaciji vnetnega procesa in tako bistven pri prebolevanju virusnih okuzb
(10, 13). CCL2 z vezavo na receptor povzro¢i migracijo in aktivacijo celic, ki so vkljucene
v vnetni proces ter tako omogoci prihod celic na mesto vnetja - najveckrat monocitov, kjer
poskrbijo za odstranitev vdirajocih mikrobov oz. vnetnih agensov. V Casu vnetja je v

prizadetem tkivu prisoten CCL2, prav tako pa so prisotni $e nekateri drugi kemokini (10).

CCL2 je udelezen tudi pri miokardnem infarktu, in sicer je znotraj 24 ur po infarktu
povisana njegova serumska vrednost, obenem so poviSane koncentracije prisotne tudi pri
poskodbah pljuc, jeter in ledvic. Povecane koncentracije kemokina v sinovialni tekocini
lahko kazejo na prisotnost nekaterih avtoimunskih bolezni, najveckrat so pokazatelj

razlicnih vrst artritisa (13). CCL2 prisostvuje tudi pri nekaterih alergijskih stanjih, Se



posebej pri astmi, pri cemer najdemo v epiteliju bronhijev povisane koncentracije le-tega

(8, 10).

Stevilne $tudije kaZejo, da je pove¢ano izrazanje kemokina CCL2 prisotno tudi pri
nekaterih rakavih obolenjih, kot so gliom, rak dojke in jajénikov. Novejse Studije kazejo,
da imajo kemokini in njihovi receptorji velik vpliv na patogenezo rakavih obolenj,
domnevajo celo, da imajo kemokini tako protumorne kot tudi protitumorne lastonosti. Ker
imajo sposobnost aktivacije limfocitov, lahko spodbudijo protitumorne odgovore,

nasprotno pa so vkljuceni tudi v angiogenezo, kar lahko povzro€i razvoj in rast tumorjev
(8, 10).

Raziskan je bil tudi vpliv prisotnosti CCR2 in CCL2 na pojav debelosti. Dokazali so, da
kemokin in njegov receptor sodelujeta pri procesu adipogeneze, kar vodi v debelost in
pogosto tudi v razvoj diabetesa tipa II. Pri bolnikih, ki so moc¢nejSe postave, pogosto
najdemo povisane plazemske vrednosti omenjenega kemokina, prav tako pa je opazno tudi

prekomerno gensko izraZzanje samega proteina in receptorja (17).

CCR2 in CCL2 sta pomembna dejavnika pri razvoju Stevilnih bolezni, zato predstavljata
pomembni tar¢i za razvoj novih zdravilnih uéinkovin, predvsem protitumornih zdravilnih

ucinkovin in zdravilnih u¢inkovin za preprecevanje srénega infarkta in vnetnih bolezni.

1.4 NEVTRALIZACIJISKA PROTITELESA

Protitelesa (Ab) imenovana tudi imunoglobulini (1g) so glikoproteinske molekule, ki so
pomemben sestavni del imunskega sistema. Sintetizirajo se v celicah imunskega sistema —
aktiviranih limfocitih B (plazmatkah), njihov nastanek pa je povezan z vdorom
mikroorganizmov v cloveski organizem. Osnova za aktivacijo imunskega sistema je
reakcija protitelesa s tujim antigenom, tj. molekulo, ki sprozi specificen imunski odziv
(nastanek protiteles, toleranco, celi¢no posredovano imunost). Protitelesa so v razli¢nih
telesnih tekocCinah, kot so kri, sluz, solze, slina, urin in mleko dojeCe matere.
Imunoglobulini imajo simetricno zgradbo, in sicer so sestavljeni iz dveh lahkih in dveh
tezkih polipeptidnih verig, ki so povezane z disulfidnimi vezmi. Glede na vrsto tezke
verige poznamo ve¢ razredov protiteles (G, M, A, D in E). Tako tezko kot tudi lahko
verigo sestavljajo konstantna in variabilna podrocja, slednja predstavljajo vezavno mesto
za antigen in imajo vecjo raznolikost aminokislinskega zaporedja kot pa konstantna

podrocja. Tridimenzionalna zgradba protiteles je v obliki ¢rke »Y«, a le-ta med cepitvijo s
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papainom razpade na dva fragmenta Fab (angl. Fragment Antigen Binding) in en fragment
Fc (angl. Fragment Crysallizable) (2, 18, 19, 20).

Protitelesa imajo v nasem organizmu dve poglavitni funkciji, in sicer:

e neposredno vezavo antigena, kar povzroci delitev in diferenciacijo limfocitov B z
ustreznimi specificnimi protitelesi. Tako nastanejo plazmatke in spominske celice.

o cfektorske funkcije: vecino funkcij protiteles posredujejo Fe regije, ki se vezejo z
receptorji na razli¢nih celicah in so specificne za razred. Ker lahko v limfocitih B
pride do preklopa tezke verige, se posledicno enaka specificnost za antigen izraza v

razli¢nih razredih (2, 18).

Poleg opisanih funkcij imajo nekatera protitelesa tudi sposobnost zmanjSati ali celo
popolnoma blokirati delovanje tar¢nega antigena (18). Tako delujoca protitelesa
imenujemo nevtralizacijska protitelesa, ki jih poleg v terapevtske namene, velikokrat
uporabljamo tudi v eksperimentalne namene. Uporabljamo jih namre¢ lahko kot tarce v
postopku afinitetne selekcije in s tem pridobimo podatke o aminokislinkem zaporedju
peptidov, ki posnemajo dele proteinov, ki vstopajo v interakcije z receptorji (14).

Glede na to, ali protitelesa izdeluje eden ali ve¢ klonov limfocitov B, poznamo
monoklonska in poliklonska protitelesa. Slednja so pridobljena iz ve¢ klonov celic in so
sposobna vezave na ve¢ epitopov antigena. Monoklonska protitelesa so produkt enega
samega klona limfocitov B in se veZejo zgolj na en epitop. Njihova bistvena prednost je v

definirani specifi¢nosti in moznosti pridobivanja v neomejenih koli¢inah (18, 21).

1.5 METODE KARTIRANJA EPITOPQV (angl. epitope mapping)
Molekule protiteles in antigenov imajo na svoji povrSini posebna mesta namenjena vezavi,

torej ni nepomembno, s katerim delom se medsebojno vezejo.

Epitopi (antigenske determinante) so strukturno definirana mesta na antigenu, s katerimi se
veze paratop protitelesa. Paratopi so predeli protitelesa, ki so odgovorni za vezavo na
epitop in se nahajajo v fragmentu Fab, in sicer v variabilnih regijah tezke in lahke verige.
Vezava antigena na protitelo je predstavlijena na sliki 6. Aminokislinska zaporedja
hipervariabilnih regij so tako bistvenega pomena za specificnost vezave antigena, a kljub
temu na vezavo vplivajo tudi ogrodni deli vezis¢a. Makromolekule antigena so ve¢inoma

veliko vecje od paratopa protitelesa, posledi¢no se protitelo ne more vezati na celoten
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antigen. Epitop, na katerega se veze protitelo, v glavnem sestavlja zgolj pet ali Sest
aminokislinskih ostankov, zato imajo po navadi proteini na svoji povrsini ve¢ razli¢nih

epitopov, ki jih prepoznavajo in vezejo razli¢na protitelesa (2, 22).

Epitop

Antigen

Paratop
Protitelo

Slika 6: Prikaz vezave antigena in protitelesa (prirejeno po S5).

Epitope lahko razdelimo v dve skupini glede na razporeditev aminokislinskih ostankov.
Poznamo linearne in konformacijske epitope. Linearne epitope tvorijo zaporedni
aminokislinski ostanki, determinante pa so v nativni konformaciji ve¢inoma nedostopne in
se pojavijo samo Vv denaturirani obliki proteina. Druga skupina so konformacijski
(steri¢ni) epitopi, Ki so sestavljeni iz aminokislinskih ostankov, ki so v primarni strukturi
lahko dale¢ narazen, a Se z zvitjem polipeptidne verige v znacilno prostorsko konformacijo
mocno priblizajo drug drugemu, kar omogo¢i, da jih protitelo prepozna kot enoten epitop
(2, 22, 23).

Tako linearni kot tudi konformacijski epitopi zagotavljajo dragocene informacije o
prepreevanju nekaterih vrst bolezni, zdravljenju in diagnosticiranju le-teh, prav tako pa
lahko s proucevanjem epitopov pridobimo informacije o strukturi samega proteina in
njegovih interakcijah z drugimi bioloSkimi molekulami. Skozi ¢as so se tako razvile
Stevilne metode proucevanja oz. raziskovanja epitopov. Sam postopek, pri katerem Zelimo

dolociti epitop antigena, s katerim se veze protitelo, imenujemo Kartiranje (23, 24).

1.5.1 RENTGENSKA KRISTALOGRAFSKA DIFRAKCIJA IN NMR
Rentgenska kristalografska difrakcija je metoda, ki predstavlja »zlati standard« za
dolo¢anje strukture antigenskih determinant in velja kot metoda izbora. Predpogoj za
izvedbo rentgenske difrakcije je tvorba kompleksa (kristala) antigen-protitelo, ki ga

pridobimo s postopkom kokristalizacije. Epitop, ki ga zelimo identificirati, v bistvu
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predstavlja nekakSen vmesnik med antigenom in protitelesom. Pridobljeni kristal
obsevamo z rentgenskimi zarki, ki se pri prehodu skozi kristal zaradi njegove ponavljajoce
urejene strukture uklanjajo in tako na detektorju tvorijo difrakcijski vzorec. Sledi obdelava
podatkov, kjer najprej izmerimo intenziteto in polozaj lis ter dolo¢imo dimenzije osnovne
celice. Nato lahko z uporabo zapletenih matematicnih algoritmov, ki so vgrajeni v
racunalniSke programe, izraunamo karto elektronske gostote, ki nam da podatke o tem,
Kje se nahajajo elektroni, iz ¢esar sklepamo na prostorske koordinate posameznih atomov.
Kljub temu da metoda ponuja zelo zanesljive rezultate, je tudi izredno zahtevna in
nepredvidljiva. Poleg rentgenske difrakcije lahko za identifikacijo epitopov uporabimo tudi
NMR (nuklearno magnetno resonanco). Gre za spektroskopsko metodo, pri kateri na
strukturo snovi sklepamo na osnovi magnetnih interakcij atomskega jedra z okolico.
Valovna dolzina elektromagnetnega valovanja, ki jo doloCeno jedro absorbira, je odvisna
od lege samega jedra, dobljeno dolzino pa moramo nato primerjati $e z valovno dolzino
standarda. Tako lahko metodo NMR uporabljamo tudi v postopku Kkartiranja, Kjer

pridobimo atomsko zgradbo antigenske determinante (18, 24).

1.5.2 MUTAGENEZA
Za namene Kkartiranja poleg spektroskopskih metod uporabljamo tudi druge vrste metod.
Tehni¢no najenostavnej$i postopek Kkartiranja epitopov je t.i. mestno-specifi¢na
mutageneza. Pristop temelji na spremembi aminokislinskega zapisa antigena, pri ¢emer
obstoje€o aminokislino zamenjamo z drugo. Z nadaljnjim testiranjem lahko opazujemo
morebitno spremembo sposobnosti vezave modificiranega antigena s protitelesom.
Zmanjsanje afinitete vezave kot posledica zamenjave nativnega aminokislinskega ostanka
nakazuje na to, da spremenjeni aminokislinski ostanek najverjetneje sodeluje pri tvorbi
epitopa. Uporaba mutageneze nam omogoca prouCevanje velikega Stevila proteinov. S
posameznimi zamenjavami aminokislin lahko pridobimo podatke tako o strukturi kot tudi
funkeciji proteinov. Kljub temu da opisana metoda ne zahteva najvisjega nivoja strokovnega
znanja in drage opreme, jo le redko uporabljamo kot samostojno metodo. Najveckrat jo
uporabljamo v kombinaciji z rentgensko difrakcijo, kar omogoca lazje interpretiranje

rezultatov in pravilnej$o identifikacijo aminokislinskih ostankov epitopa (24, 25).

1.5.3 METODA PRIPRAVE SINTETICNIH PEPTIDOV
Leta 1984 je profesor Geysen s sodelavci predstavil novo metodo kartiranja epitopov, ki so

jo poimenovali »Pepscan« (24). V principu metoda temelji na kemijski sintezi
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prekrivajoc¢ih se peptidov, ki zajemajo celotno zaporedje antigena, ki ga preucujemo.
Sinteza peptidov (dolzine med 6 in 18 aminokislin (26)) poteka na trdnem polimernem
nosilcu. Tako pripravljenim sinteznim peptidom moramo nato Se preveriti sposobnost
vezave na tar¢no protitelo, kar naredimo z encimskoimunskim testom (ELISA). S pomocjo
znanega aminokislinskega zaporedja sinteznih peptidov, lahko dolo¢imo zaporedje epitopa,
ki ga prepoznava tarca (monoklonsko ali poliklonsko protitelo). Poleg sinteznih peptidov
lahko pripravimo tudi fuzijske proteine. Ker moramo sintetizirati veliko peptidov, je
Mmetoda draga in zahteva veliko mero natan¢nosti, zato jo je v zadnjem c¢asu nadomestila
metoda predstavitve na bakteriofagu, prav tako je potrebno upostevati omejenost metode
na identifikacijo zgolj linearnih epitopov (24, 26, 27, 28).

1.5.4 AFINITETNA SELEKCIJA PEPTIDOV IZ BAKTERIOFAGNIH
PREDSTAVITVENIH KNJIZNIC
Bakteriofagi ali krajSe fagi, so bakterijski virusi, ki inficirajo bakterijske celice in za
pomnozevanje svoje nukleinske kisline uporabljajo bakterijske replikacijske mehanizme
(18). Fagi so preprosti virusi, ki se med seboj razlikujejo po obliki in velikosti, vsi pa so
zgrajeni iz nukleinske kisline-imajo lahko enoverizno ali dvoverizno DNA ali RNA, ki se
lahko nahajata bodisi v linearni bodisi v cikli¢ni obliki, ki jo obdaja proteinski plascek.
Bakteriofagov je veliko ve¢, kot je samih bakterij, a velja, da so fagi specifi¢ni ne samo za

posamezno bakterijo, temvec tudi za posamezen sev (18, 29).

George Smith je leta 1985 opisal tehniko predstavitve na bakteriofagu (angl. phage
display), ki omogoca izrazanje eksogenih peptidov ali celo polipeptidov, na povrsini
kapside uporabljenega bakteriofaga (30). IzraZanje doseZemo s tehnologijo rekombinantne
DNA, pri ¢emer v gen za kapsidni strukturni protein vkljuéimo gen, ki kodira tuj peptid ali
protein. V procesu predstavitve na bakteriofagu najveckrat uporabljamo filamentne oz.
nitaste fage, in sicer najpogosteje fag M13 (shematsko je predstavljen na sliki 7), Ki
vsebuje enoverizno DNA. Slednji kot gostitelja uporablja tiste seve bakterije E. coli, ki
imajo poseben F-pilus, s katerim se veZze N-konec kapsidnega proteina plll, kar omogoci
okuzbo bakterij in posledi¢no vstop virusnega genskega materiala v gostiteljske celice. Ker
je M13 nitasti bakteriofag, le-ta svoje DNA ne vgradi v genom gostitelja, temve¢ DNA
sluzi kot matrica za sintezo novih samostojnih virusnih delcev, ki prehajajo celi¢no
membrano. Pri tem se bakterijske celice ne poSkodujejo in so sposobne nadaljnje delitve,

Ki pa je pocasnejsa. Rezultat okuzbe bakterij z virusi je nastanek velikega Stevila
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bakteriofagnih klonov, ki na svoji povrsini izrazajo popolnoma enake peptide ali proteine.
Ti so obicajno v obliki fuzijskih proteinov povezani s proteinoma plll (prisoten je v petih
kopijah) ali pVIII (prisoten je v ve¢ kot dva tiso¢ kopijah) (18, 27, 28, 30, 31).

Povrsinsko predstavljen
oo peptid ali protein
A \

('p— Kapsidni protein plll

Fagni genom

Vstavljen DNA insert

Plaséni protein pVill

Slika 7: Shematski prikaz strukture bakteriofaga M13 (prirejeno po S6). Rdece je
oznacen vstavljen fragment DNA, ki kodira na povrSini izraZzen peptid ali protein. Z modro
je oznacen kapsidni protein pllIl, ki je prisoten v petih kopijah. Rumena barva oznacuje
plaséni protein pVIII, ki je prisoten v ve¢ tiso¢ kopijah. Zeleno je upodobljen genom

bakteriofaga.

S tem ko v vsak bakteriofagni vektor vstavimo drugacen segment DNA, omogocimo, da
vsak izmed fagov na svoji povrSini predstavi razlicne peptide (tj. peptide z razlicnim
aminokislinskim zaporedjem). Nabor mnogih bakteriofagov, vsak z vstavljenim druga¢nim
genskim zapisom (insertom) za protein ali peptid, ki ga vstavimo v fagno DNA,
imenujemo bakteriofagna knjiznica. Konstrukcija bakteriofagnih knjiznic poteka s
pomocjo fagnih vektorjev, v katere na 5'-konec gena za protein plll ali pVIII vstavimo
oligonukleotid, katerega zaporedje nukleinskih baz je popolnoma naklju¢no. Posledi¢no se
na povrsini fagov lahko izrazijo peptidi z najrazli¢nejSimi aminokislinskimi zaporedji.
Povezava med v genomu kodiranim nukleotidnim zaporedjem (genotip) in
aminokislinskim zaporedjem peptida (fenotip) omogoca izolacijo in identifikacijo tistih
bakteriofagov, ki so sposobni prepoznavati in vezati taréo. Postopek izolacije specificnih
bakteriofagov iz bakteriofagnih predstavitvenih knjiznic imenujemo afinitetna selekcija
(angl. biopanning) (24, 30, 31).
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Afinitetna selekcija je metoda, ki nam omogoca, da iz mnozice bakteriofagnih klonov,
izselekcioniramo tiste, ki na svoji povrSini predstavljajo tar¢no-Specifi¢ne peptide (t.j.
peptide z afiniteto do taréne makromolekule). Postopek afinitetne selekcije v glavnem

predstavljajo trije bistveni koraki (30): a.) imobilizirana taréna protitelesa inkubiramo z

bakteriofagi bakteriofagne knjiznice; b.) nevezane bakteriofage odstranimo z veckratnim

spiranjem; c.)_vezane bakteriofage eluiramo in pomnozimo v gostiteljskem bakterijskem

sevu. Ce Zelimo izolirati peptide z visoko afiniteto do tarénega proteina, moramo
praviloma izvesti najmanj tri selekcijske stopnje. V prvo stopnjo selekcije vnesemo
najvecje Stevilo razlicnih bakteriofagov, v vsako naslednjo stopnjo pa vnesemo eluirane
bakteriofage iz predhodne selekcijske stopnje, ki smo jih pomnozili in tako pridobili veliko
kopij posameznega bakteriofagnega klona (pravimo, da smo posamezne klone obogatili).
Konéni rezultat, ki si ga pri tej metodi Zelimo, je, da zaradi zaostrovanja selekcijskih
pogojev pridobimo bakteriofagne klone z Zelenimi lastnostmi - torej le tiste, ki dejansko
prepoznavajo izbrano taro in se nanjo vezejo ter tako posnemajo strukturo epitopa
tarénega protitelesa. Na koncu posamezne vezalce identificiramo s presejalnim testom, Ki
sloni na prirejenem encimskoimunskem testu. (28, 31). Ko pridobimo aminokislinska
zaporedja peptidnin  mimetikov epitopa (mimotopi) (nanje sklepamo na osnovi
nukleotidnega zaporedja insertov), jih primerjamo z zaporedji dolo¢enih odsekov antigena.
Ce zaznamo ujemanje, lahko identificiramo epitop uporabljenega protitelesa (24). Potrebno
pa se je zavedati, da moramo izbrati optimalno Stevilo selekcijskih ciklov, saj lahko s
prevelikim Stevilom selekcijskih stopenj izgubimo zeleno raznolikost struktur peptidnih
ligandov, tj. obogatimo en sam klon. Celoten potek afinitetne selekcije je predstavljen na
sliki 8.

Nanos bakteriofagov na
Tnkubacija in bakterijske gostlteljske
celice
vezava fagov s -
tarénimi ini l

protitelesi v) Pomnozitev posameznih
bakteriofagnih klonov

\
'
- -
Pomnozevanje Spiranje l
bakteriofagov v 11evegamh Izvedba encimskoimunskega
tekocem gojiscu ~ bakteriofagov testa (ELISA)

[

)

o Doloc¢itev nukleotidnega
zaporedja inserta

Elucija vezanih
bakteriofagov

Slika 8: Prikaz poteka afinitetne selekcije (prirejeno po S7).
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2 NAMEN DELA

V okviru magistrske naloge bomo identificirali aminokislinske ostanke kemokina CCL2, ki
tvorijo antigensko determinanto, ki jo prepozna in veze nevtralizacijsko protitelo S101.

Predhodne raziskave nakazujejo, da protitelo prepoznava konformacijski epitop.

Izhodis¢e eksperimentalnega dela bosta uporaba prostorske strukture MCP-1 in tehnika
predstavitve na bakteriofagu v kombinaciji z afinitetno selekcijo. Pri delu bomo v postopku
afinitetne selekcije peptidov iz dveh bakteriofagnih predstavitvenih knjiznic (Ph.D.-C7C™
in Ph.D.-12™) skusali selekcionirati peptide, ki izkazujejo afiniteto do protitelesa S101.
Pogoje afinitetne selekcije bomo prilagodili obogatitvi strukturno raznolikih peptidnih

ligandov na rac¢un nizjega izplena.

S prirejenimi  encimskoimunskimi testi (ELISA) bomo skusali potrditi specificno
interakcijo identificiranih peptidnih ligandov s paratopom tarCnega protitelesa.
Aminokislinska zaporedja mimetikov epitopa (mimotopov) bomo nato primerjali s
strukturo antigena (proteina CCL2) ter tako dolocili aminokislinske ostanke, ki tvorijo
(konformacijski) epitop nevtralizacijskega protitelesa S101. Ker je dolo¢anje
konformacijskih epitopov tezavno, bomo pri delu uporabili napredna racunalniska
programa Pepitope in EpiSearch, ki poravnavata aminokislinsko zaporedje mimotopov s
prostorsko strukturo makromolekule CCL2. Ker je protitelo S101 nevtralizacijsko,
predvidevamo, da bodo med aminokislinskimi ostanki epitopa taksni, ki so kljuéni za

vezavo CCL2 na receptor CCR2.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.11 KEMIKALUE
REAGENT

agar-agar
agaroza

citronska kislina monohidrat

DMF

DMSO
EDTA, 0,5M

etanol, 100%
glicerol

glicin

HCI, 32%

H202

H2S04

IPTG

KCI

KH2PO4
K2HPO4

kvasni ekstrakt
MgCl.

NaCl

Na2HPO4 - 2H20
Nal

PEG-8000
pepton »Bacto™ Tryptone«

posneto mleko v prahu

PROIZVAJALEC
Carl Roth, Karlsruhe, Nemcija
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA

SERVA, Electrophoresis, Hiedelberg,
Nemcija

Merck, Darmstadt, Nemcija

Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA
Promega, Madison, ZDA

Riedel-de Haén AG, Seelze, Nemcija
Fluka, Buchs, Svica

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA
Carlo Erba Reagenti, Rodano, Italija
Merck, Darmstadt, Nemdija

Merck, Darmstadt, Nemcija

Promega, Madison, Wisconsin, ZDA
Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

Kemika, Zagreb, Hrvaska

Merck, Darmstadt, Nemcija
Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

Fluka Chemie, Buchs, Svica

Merck, Darmstadt, Nemcija
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA
Riedel-de Haén AG, Seelze, Nemcija
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA
Becton Dickinson and Co.,Sparks, ZDA

Pomurske mlekarne, Slovenija
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REAGENT PROIZVAJALEC

TMB Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA
Tris-HCI, 1M SERVA Electrophoresis GmbH, Nemc¢ija
Tween®-20 Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis, ZDA
X-gal Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

3.1.2 ANTIBIOTIK
ANTIBIOTIK PROIZVAJALEC

tetraciklin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA

3.1.3 BAKTERNSKI SEV

SEV PROIZVAJALEC
E. coli ER2738 New England BiolLabs, Massachusetts,
Ipswich, ZDA

3.1.4 BAKTERIOFAGNI KNJIZNICI

KNJIZNICA PROIZVAJALEC

Ph.D.-12™ New England BioLabs, Massachusetts,
(nakljuc¢ni linearni dodekapeptidi) Ipswich, ZDA

Ph.D.-C7C™ New England BioLabs, Massachusetts,
(nakljuéni cikli¢ni nonapeptid CX7C) Ipswich, ZDA

3.1.5 NEVTRALIZACIJSKO PROTITELO
NEVTRALIZACIJSKO PROTITELO PROIZVAJALEC

mi$je monoklonsko protitelo usmerjeno Abcam, Cambridge, Zdruzeno kraljestvo
proti humanemu MCP-1 (S101)
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3.1.6 PEPTIDI, PROTEINI
PEPTIDI, PROTEINI PROIZVAJALEC
anti-M13-mAb-HRP GE Healthcare, Little Chalfont,

(monoklonsko protitelo proti bakteriofagu Zdruzeno kraljestvo
M13, konjugirano s hrenovo peroksidazo)

BSA (goveji serumski albumin) Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA
DNaza Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA
kozje protikuncje IgG-HRP Millipore, Billerica, ZDA

3.1.7 SINTEZNI OLIGONUKLEOTID
OLIGONUKLEOTID NUKLEOTIDNO ZAPOREDJE

-96gll11 5'-CCCTCATAG TTA GCG TAA CG-3°

3.1.8 GOJISCA

GOJISCE LB

SESTAVA KOLICINA
pepton 10,09
kvasni ekstrakt 509

NaCl 5090

ddH20 ad1lL

Vse sestavine smo natehtali ter gojiSce sterilizirali z nasi¢eno vodno paro pri pogojih
121°C, 15 minut, nadtlak 1 bar. Avtoklavirano gojis¢e smo shranjevali pri sobni

temperaturi. Pred uporabo smo mu dodali ustrezno koli¢ino antibiotika.
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AGARNO GOJISCE LB

SESTAVA KOLICINA
pepton 40¢

kvasni ekstrakt 209

NaCl 209
agar-agar 6,09

ddH20 ad 400 mL

Gojisce smo najprej sterilizirali z nasi¢eno vodno paro (121°C, 15 minut, nadtlak 1 bar) ter
ga nato v komori z laminarnim pretokom zraka prelili v petrijevke in odkrite pustili, da se
je gojis€e strdilo. Nato smo petrijevke obrnili ter pocakali eno uro, da se je gojisce

posusilo. Tako pripravljena gojis¢a smo shranjevali v hladilniku.

GOJISCE LB Z AGAROZO

SESTAVA KOLICINA
gojisce LB 40 mL

1 M MgCl; 197 uL
agaroza 0,28 g

Avtoklavirano gojisée smo prelili v centrifugirke ter ga shranili pri sobni temperaturi. Pred

uporabo smo gojisce raztalili v mikrovalovni pecici.

3.1.9 RAZTOPINE IN PUFRI
PBS- fosfatni pufer (pH=7,4)

SESTAVA KOLICINA
NaCl 329

KClI 0,08 ¢
Na;HPO; - 2H,0 0,722 g
KH2PO4 0,096 g
ddH,0 ad 400 mL

Pufer smo avtoklavirali in ga shranili pri sobni temperaturi. Predhodno, smo mu

postopoma dodajali HCI, dokler nismo dosegli pH 7,4.
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PBST- fosfatni pufer s Tween®-om 20

SESTAVA KONCENTRACIJA KOLICINA
PBS 50 mL
Tween® 20 0,075 % 37,5 uL

0,1 % 50 uL

0,5% 250 uL

Predhodno pripravljenemu pufru PBS smo tik pred uporabo dodali ustrezno koli¢ino

Tween®-a 20. Pufer smo hranili pri sobni temperaturi.

PEG/NaCl

SESTAVA KOLICINA
20 % m/v PEG-8000 80¢g

2,5 M NaCl 5,85 ¢
ddH-0 ad 40 mL

Raztopino smo sterilizirali z nasi¢eno vodno paro (121°C, 15 minut, nadtlak 1 bar) in jo

shranjevali pri sobnih pogojih.
BLOKIRNI PUFER

1-% 0z. 5-% posneto mleko v prahu v pufru PBS; pufru PBS smo dodali ustrezno koli¢ino

mleka v prahu tik pred uporabo.

1 M raztopina IPTG

SESTAVA KOLICINA
IPTG 2,383 ¢
ddH-0 10 mL

Raztopino smo sterilizirali s filtracijo in jo shranjevali v zmrzovalniku (-20 °C).
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2% raztopina X-gal

SESTAVA KOLICINA
X-gal 029
DMF 10 mL

Raztopino smo shranjevali v zmrzovalniku (-20 °C) alikvotirano v mikrocentrifugirkah.

ELUCIJSKI PUFER (0,2 M glicin-HCI, pH = 2,2; 1 mg/mL BSA)

SESTAVA KOLICINA
glicin 300 mg
BSA 20 mg
ddH,0 20 mL

Elucijskemu pufru smo uravnali vrednost pH na 2,2, ga sterilizirali z membransko filtracijo

in ga shranjevali pri sobni temperaturi.

NEVTRALIZACIJSKI PUFER (1 M Tris- HCI, pH=9,1)

SESTAVA KOLICINA
Tris 2,423 ¢
ddH-0 ad 20 mL

Pufru smo uravnali pH (9,1), ga avtoklavirali ter ga shranili pri sobni temperaturi.

TRIS-PUFER Z JODIDNIMI IONI

SESTAVA KOLICINA
Tris 48,5 mg
0,5M EDTA 80 pL

Nal 23,98 g
ddH,0 ad 40 mL

Pufru smo uravnali pH na 8,0, ga zasc¢itili pred svetlobo ter shranili pri sobnih pogojih.
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RAZTOPINA TETRACIKLINA (20 mg/mL)

SESTAVA KOLICINA
tetraciklin 1649
glicerol 40 mL
ddH20 40 mL

Najprej smo tetraciklin raztopili v vodi in raztopino filtrirali prek membranskega filtra ter

nato dodali Se avtoklaviran glicerol. Raztopino smo shranili v zmrzovalniku.

PUFER ZA KROMOGENI SUBSTRAT 3,3'5,5'-TETRAMETIL BENZIDIN (TMB)
(pH=5,0)

SESTAVA KOLICINA
citronska kislina monohidrat 2109
Na;HPO, - 2H,0 17,8 g
ddH20 1L

Pufer smo shranjevali v hladilniku. Pred uporabo smo pufer dodali ustrezni koli¢ini TMB-
ja in DMSO-ja, in sicer: 1 tableti TMB (1 mg)/1 mL DMSO, dodamo 9 mL 0,05 M pufra.
Tik pred uporabo smo substratu dodali §e H202 (2 uL 30% H202 na 10 mL substrata).
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3.2 LABORATORIJSKA OPREMA

Vso laboratorijsko opremo (nastavki za pipete, steklovina, centrifugirke,..), ki je bila v

neposrednem stiku z bioloskim materialom, smo najprej sterilizirali z nasi¢eno vodno paro

pod tlakom (121°C, 15 minut, nadtlak 1 bar).

OPREMA

analitska tehtnica

avtomatska pipeta
avtoklav Kambi¢
avtoklav Systec
centrifuga
centrifuga

centrifuga

centrifugirke
hladilnik

inkubator

inkubator
LAF-komora
magnetni meSalnik
mikrotitrske plosCice
Nunc-Immuno™
mikrovalovna pecica

mikrocentrifugirke

multikanalna pipeta

nastavki za pipete

parafilm

pH meter

pipetor

OZNAKA
AB 104

€1200

2540 EL

IKA® mini G

5804 R (F-34-6-38)
5415 R (F-45-24-11)

15 mL, 50 mL

WTC

Unihood 650

LFVP 12

Rotamix 550 MMH
Module F8 MaxiSorp loose

1,5mL; 2mL

M100

10 ul, 200 pL, 1000 pl
Biosphere® (Filter) Tips
parafilm »M«® Laboratory
film

691

accu-jet® pro

PROIZVAJALEC
Mettler Toledo, Kiisnacht, Svica

BioHit, Finska

Kambic laboratorijska oprema, Semic
Systec, Wettenberg, Nemcija

IKA Works, Wilmington, ZDA
Eppendorf, Hamburg, Nemcija
Eppendorf, Hamburg, Nemcija

TPP®, Trasadingen, Svica

Gorenje, Velenje, Slovenija

Binder GmbH, Tuttlingen, Nem¢ija
UniEquip, Miinchen, Nemcija
Iskra pio, Sentjernej, Slovenija
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Nunc, Roskilde, Danska

LG, Seul, Juzna Koreja

SARSTEDT AG & Co, Niumbrecht,
Nemcija

BioHit, Finska

SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht,
Nemcija

Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
IL 60631

Metrohm, Herisan, Svica

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,

Germany
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OPREMA

pipete

precizna tehtnica
spektrofotometer

stresalnik
stresalnik
termoblok

zamrzovalnik

zamrzovalnik

OZNAKA

0,1-2,5 uL.
0,5-10 uLL
10-100 puL
100-1000 pL
Exacta 610 EB
ND-1000

Vibromix 314 EVT
IKA® MS3 digital

Vip Series -86 °C

PROIZVAJALEC

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
NanoDrop Technologies, Delaware,
ZDA

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

IKA Works, Wilmington, ZDA

Sanyo Electric Biomedical Co., Tokio,
Japonska

Gorenje, Velenje, Slovenija
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3.3 METODE

[ Priprava materiala (3.1) ]

J

Priprava bakterijske kulture E.
coli na agarnem gojiscu (3.3.1)

J

Priprava prekonoc¢ne kulture, kulture
za pomnozevanje in titracijo (3.3.1)

_ [ Blokiranje vdolbinic ]

Vezava tar¢nih protiteles
S101 na ploicice

[ Izolacija in ¢is¢enje fagov J Spiranje ploicic
-~

~

AFINITETNA SELEKCIJA
(3.3.2)
g

Pomnozevanje Inkubacua Ab z bakteriofagi
eluiranih fagov dx ¢h bakteriofagnih knjiznic

\ —— /
bakteriofagov
v v
Poliklonska ELISA Titracija PE
(3.3.5) (33.3)
v

PomnoZevanje posameznih
bakteriofagnih klonov (3.3.4)

[Dolocanje % elucije (3.3. 3)

4

[ Monoklonska ELISA (3.3.5) = kompetitivna ELISA (3.3.5) ]

J

Izolacija. ¢is¢enje in dolo¢anje nukleotidnega
zaporedja bakteriofagne DNA izbranih klonov (3.3.6)

J

Uporaba racunalniskih programov za
identifikacijo konformacijskih epitopov (3.3.7)

Organigram 1: Potek eksperimentalnega dela.
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3.3.1 PRIPRAVA BAKTERIJSKIH KULTUR E. COLI (ER 2738)
» Precep bakterijske kulture E. coli ER 2738 na agarno gojisce LB
S sterilno mikrobiolosko zanko smo se dotaknili trajne kulture E. coli 2738, ki smo jo

hranili v zmrzovalniku.

l

Bakterije smo z zanko nacepili v petrijevko z agarnim gojis¢em LB, na katerega smo

predhodno s spatulo po Drigalskem razmazali tetraciklin (20 ug/mL).

l

Petrijevke smo preko no¢i inkubirali pri 37 C ter nato shranili v hladilniku (4 “C).

Tako pripravljena bakterijska kultura E. coli, je predstavljala izhodi$¢e za pripravo kultur v
tekoCem gojis¢u, ki smo jih uporabili v nadaljevanju. Za pripravo kultur v tekocem gojis¢u

smo uporabili posamezne bakterijske kolonije iz agarnega gojis¢a LB.

» Priprava prekonoc¢ne kulture, kulture za pomnoZevanje in titracijo
Za nadaljnje delo smo morali pripraviti Se tri vrste bakterijskih kultur, in sicer: prekono¢no
kulturo, kulturo za titracijo in kulturo za pomnoZevanje bakteriofagov. Vse tri kulture smo
pripravili po enakem postopku, razlika je bila le v volumnu pripravljene kulture in ¢asu

gojenja.
Postopek:

V gojisce LB z dodanim tetraciklinom (20 ug/mL) smo precepili posamezno kolonijo
bakterije E. coli iz agarnega gojis¢a LB.
!

Bakterijsko kulturo smo stresali ter inkubirali pri 37 °C.

Inkubaciji prekonocne kulture in kulture za titracijo (5 mL) sta potekali ¢ez no¢, do
naslednjega dne 0z. do ustrezne opti¢ne gostote (ODeoo = 0,5). Inkubacija kulture za

pomnozevanje (20 mL) je trajala nekaj ur oz. do ODgoo = 0,01 — 0,05.

3.3.2 AFINITETNA SELEKCIJA PEPTIDOV 1Z BAKTERIOFAGNIH
PREDSTAVITVENIH KNJIZNIC (glej poglavje 1.5.4)
Pri afinitetni selekciji smo kot taréno molekulo uporabili monoklonsko nevtralizacijsko
protitelo S101, ki deluje proti kemokinu CCL2. Izhajali smo iz dveh bakteriofagnih

knjiznic, in sicer Ph.D.-C7C™, pri kateri so na povrsini virusnih delcev predstavljeni
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nakljuéni cikli¢ni heptapeptidi, ki jih z obeh strani obdajata cisteinska ostanka, in Ph.D.-
12™ Kkaterih virioni na povrSini predstavljajo naklju¢ne linearne dodekapeptide. Peptidi
obeh knjiznic so na N-konec proteina plll povezani preko tetrapeptidnega distan¢nika z
zaporedjem Gly-Gly-Gly-Ser (32) (slika 9). Izvedli smo tri selekcijske stopnje, vsaka
stopnja je bila sestavljena iz enakih korakov, razlika je bila le v koli¢ini dodanih
bakteriofagov ter v delezu povrSinsko aktivne snovi v pufru za spiranje. Eluiranje
bakteriofagov je bilo nespecifi¢no s spremembo vrednosti pH. V prvi stopnji selekcije smo
dodali najvecjo koli¢ino bakteriofagov. Po vsaki selekcijski stopnji, smo eluirane
bakteriofage Se pomnozili z okuzbo bakterij in tako pridobili t.i. pomnoZzeni eluat (PE), ki
je vseboval Stevilne kopije obogatenih bakteriofagnih klonov in ki smo ga prenesli v
naslednjo selekcijsko stopnjo. Z vsako stopnjo smo nekoliko zaostrovali pogoje in tako
obdrzali le tiste bakteriofage, ki imajo visoko afiniteto do tarénega protitelesa. Afinitetno

selekcijo s knjiznico Ph.D.-12 smo neodvisno izvedli dvakrat.

Ph.D.-12 X,,GGGS )

Ph.D.-C7C  ACX,CGGGS4lIID
L )

o599

Slika 9: Shematska zgradba uporabljenih bakteriofagnih knjiznic. Zgoraj: linearni
dodekapeptid (X - oznaka za poljubno aminokislino), ki ga peptidni distanénik GGGS,
povezuje z N-koncem proteina plll (zeleno). Spodaj: Cikli¢ni heptapeptid. Z obeh strani
peptidno zaporedje sedmih animokislin obdajata cisteina, ki tvorita disulfidno vez.
Distan¢nik (modro) povezuje peptidno zaporedje s proteinom plll (zeleno) (prirejeno po
S8).

Postopek:

VEZAVA TARCE: v dve vdolbinici mikrotitrske plod¢ice smo adsorbirali taréno protitelo
- monoklonsko nevtralizacijsko protitelo proti CCL2 S101 (100 pL raztopine tarénih
protiteles (koncentracija: 0,5 ug/mL) v pufru PBS). Plos¢ico smo inkubirali preko noci
pri 4 °C. Po inkubaciji smo vsebino vdolbinic odlili ter ju dobro osusili z udarjanjem ob

papirnato brisaco.

l
BLOKIRANJE: prosta mesta polistirenske vdolbinice smo blokirali z 200 uL 5-%

blokirnega pufra. Nato smo plos¢ico nezno stresali 1 uro pri sobni temperaturi.
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!
SPIRANJE: vsebino vdolbinic smo zopet odlili ter ju sprali trikrat po pet minut s 300 pL
0,1 % PBST. S tem smo odstranili morebitna neadsorbirana protitelesa, ki bi kasneje

tekmovala z imobiliziranimi protitelesi za vezavo bakteriofagov.

!

HIBRIDIZACIJA: v vdolbinici smo prenesli 100 puL pufra 0,1 % PBST s knjizni¢nimi
bakteriofagi. Zelo pomembna je bila koli¢ina bakteriofagov, ki se je razlikovala glede na
selekcijsko stopnjo. V prvi stopnji selekcije, smo v pufer PBS dali tolik$no koli¢ino
bakteriofagov, da smo dosegli pogoj 2x10'* pfu/100 pL (tj. priblizno 150 kopij
posameznega bakteriofagnega klona), v drugi stopnji smo dali toliksno koli¢ino
pomnozenega eluata iz prve stopnje, da smo dosegli titer 1x10! pfu/100 pL. V tretji
stopnji pa smo v pufer redgili toliko 2. PE, da je bil titer 1x10° pfu/100 pL. Plos&ico Smo

stresali eno uro pri sobni temperaturi.

!
SPIRANJE: vsebino vdolbinice smo odlili ter zopet spirali z 0,1 % PBST (desetkrat s po
petminutnim stresanjem), v drugi in tretji selekcijski stopnji pa smo spirali z 0,5 % PBST.
Tako smo odstranili nevezane bakteriofage in obdrzali tiste, ki so imeli na povrsini

izrazene peptide, ki prepoznavajo tar¢no protitelo.

!
ELUCIJA: v vdolbinici smo dodali 100 uL elucijskega pufra. Elucija je potekala natanko
deset minut, nato smo vsebino vdolbinice (eluirane bakteriofage), previdno prenesli v

mikrocentrifugirko, kamor smo predhodno napipetirali 30 uL nevtralizacijskega pufra.

l

TITRACIJA: za mikrobiolosko titracijo smo porabili 1,5 L. nepomnozenega eluata (NE)
(glej poglavije 3.3.3)
!

POMNOZEVANIJE: preostanek nepomnoZenega eluata, smo ob ognju prenesli v
predhodno pripravljeno kulturo za pomnozevanje bakteriofagov (20 mL) in stresali 4,5 ure
pri 37 °C.

!

IZOLACIJA BAKTERIOFAGOV: Bakterijsko kulturo smo prelili v 50-mililitrsko
centrifugirko in centrifugirali 15 minut pri 4 °C na 10.000 obr./min. Bakterijske celice, ki
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so bile na dnu centrifugirke, smo zavrgli, supernatant, v katerem so bili fagi, pa smo prelili
v novo cetrifugirko, ponovno centrifugirali pri enakih pogojih in supernatant prenesli v
tretjo centrifugirko, kamor smo predhodno napipetirali 1/6 celotnega volumna (priblizno

3,33 mL) PEG/NaCl ter dobro premesali. Bakteriofage smo nato obarjali ¢ez no¢ pri 4 °C.

Oborjene bakteriofage iz prej$njega dne smo centrifugirali (15 minut, 4 °C, 10.000
obr./min) in supernatant odlili v odpad. Preostanek supernatanta smo odstranili s pipeto in
sedimentu dodali 1 mL pufra PBS ter mo¢no premesali. S pipeto smo suspenzijo prenesli v

mikrocentrifugirko in ponovno centrifugirali (5 minut, 4 °C, 13.200 obr./min), da Smo
odstranili preostanek bakterijskih celic 0z. netopne delce. Supernatant smo nato prenesli v
mikrocentrifugirko, kamor smo predhodno napipetirali 170 uL PEG/NacCl ter
mikrocentrifugirko za eno uro postavili na led. Tako smo bakteriofage ponovno oborili. Po

eni uri smo suspenzijo ponovno centrifugirali, in sicer 10 minut pri 4 °C in 13.200

obr./min, ter nato odlili ves supernatant. Sedimentu (pre¢iséeni bakteriofagi) smo dodali

200 pL pufra PBS, mocno premesali ter centrifugirali 1 minuto pri 4 °C in 13.200
obr./min. Supernatant smo nato prenesli v novo mikrocentrifugirko in tako dobili PE. 2 uLL

PE smo porabili za titracijo, ostalo pa smo shranili v hladilnik. Za potrebe titracije, smo

prej$nji dan pripravili 5 mL prekonocne kulture.

3.3.3 MIKROBIOLOSKA TITRACIJA
MikrobioloSka titracija je metoda, s katero lahko doloc¢imo koncentracijo bakteriofagov. Za
doloCanje koncentracije bakteriofagov smo morali pripraviti razlicne redcitve
bakteriofagne suspenzije z gojis¢em LB, glede na to ali smo dolocali koncentracijo

pomnoZenih ali nepomnoZenih eluatov.
Postopek:

Petrijevke z agarnim gojis¢em LB smo inkubirali pri 37 °C vsaj pol ure pred za¢etkom
titracije.
!

V mikrovalovni pecici smo raztalili gojisc¢e LB z agarozo in ga alikvotirali po 3-4 mL v
segrete centrifugirke. Pripravili smo toliko centrifugirk, kolikor je bilo red¢itev. Gojisce
smo s pomoc¢jo termobloka ohranjali pri temperaturi 52 °C. V vsako centrifugirko smo
napipetirali 25 pL 2 % X-gal in 3 pL IPTG. Slednja nam omogocata lazjo vizualizacijo

plakov (tj. podrocij na bakterijskem travniku, kjer se bakterije zaradi virusne okuzbe delijo
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pocasneje) - rekombinantni (knjizni¢ni) bakteriofagi tvorijo ob prisotnosti IPTG in Xgal

modro obarvane plake.

!

V mikrocentrifugirkah smo pripravili ustrezne red¢itve bakteriofagne suspenzije
(preglednica ) z gojis¢em LB. Suspenzijo smo premesali ter centrifugirali. Nato smo 10
uL iz vsake mikrocentrifugirke prenesli v novo mikrocentrifugirko, kamor smo predhodno

napipetirali 200 pL kulture za titracijo.

l

Celotno vsebino posamezne mikrocentrifugirke smo prenesli v termostatirano gojisce LB z
agarozo, premesali ter takoj vlili na petrijevke z agarnim gojis¢em LB. Petrijevke smo
pustili na pultu, dokler se gojisce ni strdilo, ter jih nato zatesnjene s parafilmom prenesli v

inkubator na 37 °C ter jih inkubirali preko noci.

l

Naslednji dan smo presteli Stevilo modrih plakov na posamezni plos¢i (za izracun smo
uporabili podatke iz plos¢, kjer je bilo vsaj 100 plakov) in s spodnjo enacbo izracunali

koncentracijo bakteriofagov oz. titer (pfu/uL).

Enacba 1: Enacba za izraun bakteriofagna titra.

stevile modrih plakov X faktor redéitve
10 ul

Titer =

Preglednica I: Izvedene redcitve pri mikrobioloski titraciji.

VRSTA ELUATA REDCITVE FAKTOR REDCENJA
NE 10%-10° 10
PE 108-10%° 10

Iz podatka, kolik$no koli¢ino bakteriofagov smo vnesli v posamezno selekcijsko stopnjo,

in iz podatka o tem, koliko se jih je eluiralo, lahko izracunali delez elucije (enacba 2).

Enacba 2: Izracun deleza elucije.

kolitina eluiranih bakteriofagov

® 100 = lucti
koli¢ina dodanih bakteriofagov % elucije
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Enacba 3: Enacba za izracun koli¢ine (Stevila) eluiranih bakteriofagov.

kolitina eluiranih bakteriofagov

Stevilo modrih plakov X faktor redtitve
= 10 L X130 plL

Po koncanih treh stopnjah afinitetne selekcije in pomnozevanju smo delo nadaljevali s
pomnozevanjem posameznih bakteriofagnih klonov in s testom ELISA, s katerim
smozeleli preveriti afiniteto bakteriofagov 0z. predstavljenih peptidov, do tarcega

protitelesa.

3.34 POMNOZEVANJE POSAMEZNIH BAKTERIOFAGNIH KLONOV
Klone za pomnozevanje smo izbrali naklju¢no, izbrali pa smo tiste plake, ki so bili dobro

lo¢eni od ostalih. Pomnozili smo po trideset klonov, in sicer: 30 klonov 3. NE Ph.D.-C7C,

30 klonov 2. NE Ph.D.—12 in 50 klonov 3. NE Ph.D.-12.
Postopek:

Dan pred pomnoZevanjem smo pripravili prekono¢no kulturo E. coli.

l

Prekono¢no kulturo smo stokrat red¢ili z gojis¢em LB z dodanim tetraciklinom (20
pug/mkL).

l

Redéeno kulturo smo alikvotirali po 2 mL v sterilne centrifugirke.

l

Alikvotirano kulturo smo okuzili z dobro lo¢enimi modrimi plaki z izbrane petrijevke.

l

Tako pripravljene centrifugirke smo moc¢no stresali 4,5 ure pri 37 °C.

l

Vsebini centrifugirk smo prelili v mikrocentrifugirke (2 mL) in centrifugirali v man;jsi
centrifugirki, in sicer pri nastavitvah 13200 obr./min, 2 minuti in 4 °C. Vsebino smo
ponovno prelili v nove mikrocentrifugirke in $e enkrat centrifugirali pri enakih pogojih.

Nato smo supernatane shranili v hladilniku.
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3.3.5 IDENTIFIKACIJA IN KARAKTERIZACIJA VEZALCEV S TESTOM
ELISA
Po koncani afinitetni selekciji Smo s pomoéjo prirejenega encimskoimunskega testa
(ELISA) ovrednotili oz. potrdili afiniteto vezave naklju¢no izbranih bakteriofagnih klonov
na ustrezna mesta na tarénem protitelesu S101. Najprej smo izvedli poliklonski test
ELISA, kjer smo testirali povpre¢no afiniteto obogatenih klonov v eluatih 1., 2. in 3. PE
Ph.D.-12 ter 1. in 2. PE Ph.D.-C7C. Prav tako smo zeleli identificirati tudi posamezne
klone, ki se dejansko vezejo na mAb, zato smo izvedli tudi monoklonski test ELISA 30
naklju¢no izbranih bakteriofagnih klonov 2.NE Ph.D.-12, 50 naklju¢no izbranih
bakteriofagnih klonov 3. NE Ph.D.-12 ter 30 klonov 3. NE Ph.D.-C7C. Ko smo
identificirali posamezne klone, ki se vezejo na tar¢no protitelo, sSmo le-te primerjali med
seboj v t.i kvantitativnem fagnem ELISA-testu. Uporabili smo enake titre klonov
(uporabljeni titri: 4-101° pfu; 2-101° pfu; 1-10%° pfu; 5-10° pfu; 2,5-10° pfu; 6,3-108 pfu in
1,25-10° pfu), tako da smo lahko iz odzivov (izmerjenih absorbanc) sklepali o razlikah v
afiniteti peptidov do protitelesa. Na koncu smo izvedli tudi kompetitivni test ELISA, s
katero smo Zeleli potrditi izpodrivanje bakteriofagov (katerih nukleotidna zaporedja smo
dolocili) iz tarénega protitelesa z nativnim antigenom CCL2. Test smo izvedli tako, da
smo najprej pripravili Stiri razli¢ne red¢itve (25 nM; 12,5 nM; 6,3 nM in 3,2 nM)
rekombinantnega CCL2 v pufru PBST. Nato smo pripravili e ustrezne red¢itve suspenzij
vseh stirih  fagnih klonov (7, 9, 13 in 49) v 5 %- blokirnem pufru z dodanim 0,075 %-
Tween®20 (uporabljeni titer: 1-10%° pfu/100pL). Tako pripravljene vzorce smo nanasali na
mikrotitrsko plos¢ico. Kompeticija med peptidi, izrazenimi na virusnih delcih, in CCL2 bi
potrdila vezavo peptidov na paratop protitelesa. Pri vsakem testu ELISA, smo imeli tudi t.i.

slepi vzorec, ki ni vseboval tarénih protiteles.
Postopek:

Nevtralizacijsko protitelo S101 smo s pufrom PBS do koncentracije 5 pg/mL in v
vdolbinice mikrotitrske plos¢ice napipetirali po 50 uL tako pripravljene tarce. Prazne
vdolbinice so predstavljale negativno kontrolo. Plos¢ico smo rahlo pretresli in preko noci
shranili v hladilniku (pri monoklonski in poliklonski ELISI). Pri kompetitivni ELISI, smo
delo nadaljevali isti dan, pri ¢emer smo protitelesa inkubirali 1 uro pri 37 °C ter jih nato

takoj blokirali s po 250 uL 5 %- blokirnega pufra.
!
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Naslednje jutro smo vse vdolbinice plos¢ice blokirali s po 250 uL 5 %- blokirnega pufra
(mleko v PBS) (pri monoklonski in poliklonski ELISI) in stresali 1 uro pri sobni
temperaturi. Med tem ¢asom smo pripravili drugo plos¢ico: v vsako vdolbinico ploscice
smo dali 110 uL blokirnega pufra in 110 uL suspenzije bakteriofagov (posameznih klonov

ali pomnoZzenih eluatov).

l

Plos¢ico smo po eni uri trikrat sprali s po 200 pL 0,075 % PBST (pri vsakem spiranju smo
plos¢ico stresali 2 minuti) ter nato prenesli suspenzijo bakteriofagov v vdolbinice prve

ploscice in inkubirali na stresalniku 90 minut pri sobni temperaturi.

!
Ponovno smo vdolbinice spirali: trikrat s po 200 uL 0,075 % PBST, vmes 5 minut

stresanja.

l

Nato smo v vsako vdolbinico plos¢ice napipetirali 200 pL konjugata anti M-13-HRP, ki
smo ga 5000-krat red¢ili s 5 %-mlekom v 0,075 % PBST, inkubirali smo 1 uro pri sobni

temperaturi.

l

Ponovno je sledilo spiranje plos¢ice: Stirikrat s po 200 pnL 0,075 % PBST, vmes pet minut

stresanja.

l

V vsako vdolbinico smo nato dali 200 uL kromogenega substrata TMB.

l

Po priblizno desetih minutah smo reakcijo ustavili s tem, da smo dodali 50 pL 2 M H2SOa.

l

Izmerili smo absorbanco pri valovni dolZini 450 nm.
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3.3.6 IZOLACUA, CISCENJE IN DOLOCANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDIJA
BAKTERIOFAGNE DNA 1ZBRANIH KLONOV
Postopek:

V 2-mililitrsko mikrocentrifugirko smo napipetirali 750 puL suspenzije izbranega
pomnozenega klona v gojis¢u LB (glej 3.3.4) ter mu dodali 300 uL PEG/NaCl, premesali

in za 30 minut postavili na led.

l

Vsebino smo centrifugirali 10 minut pri 4 °C in 13.200 obr./min in zavrgli supernatant.

l

Oborini smo dodali 100 pL Tris-pufra z jodidnimi ioni ter premesali. S tem je DNA presla
Vv raztopino, saj jodidni ioni delujejo tako, da razbijejo fagno kapsido.
!

Raztopini smo dodali 250 L hladnega 100 % etanola, premesali in mikrocentrifugirko za

30 minut shranili v zmrzovalniku pri -20 °C. Tako je prislo do precipitacije fagne DNA.

!
Ponovno smo centrifugirali ter odstranili supernatant. S tem smo odstranili proteinske

necistote.

l

Oborino smo nato sprali s 400 uL hladnega 70 % etanola.

l

Ponovno smo centrifugirali in odstranili supernatant.

l

Oborino (fagno DNA) smo nato posusili pri 37 °C.

!
Fagni DNA smo dodali 20 uL vode brez nukleaz in 5 uL le-te raztopine odpipetirali v

novo mikrocentrifugirko. Dodali smo 5 uL 5 uM oligonukleotidnega zacetnika -96 gll|.

l

Tako pripravljene mikrocentrifugirke smo oznacili z nalepkami s ¢rtnimi kodami in jih
poslali podjetju GATC Biotech, ki je opravilo doloc¢itev nukleotidnih zaporedij insertov, ki

kodirajo na kapsidi izrazene peptide.
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3.3.7 UPORABA RACUNALNISKIH PROGRAMOV ZA IDENTIFIKACIJO
(KONFORMACIJSKIH) EPITOPOV

Nukleotidno zaporedje insertov, ki kodirajo na kapsidi izrazene peptide, smo prevedli v
aminokislinska zaporedja in tako dobili informacijo o primarni strukturi mimetikov
epitopa. Delo smo nadaljevali s tem, da smo z uporabo rac¢unalniskih programov dolo¢ili
ujemanje aminokislinskega zaporedja z nekaterimi aminokislinskimi ostanki na povrsini

CCL2. Podatke o tridimenzionalni strukturi CCL2 smo dobili iz podatkovne baze Protein

Data Bank (PDB) (koda uporabljene datoteke: 31FD).

Ker mAb S101 prepoznava konformacijski epitop, nismo mogli izvesti enostavne poravne

peptidnih zaporedij s primarno strukturo CCL2, zato smo uporabili naslednja ra¢unalniska

programa:

» EpiSearch: program vneseno zaporedje peptidov primerja s povr§ino 3D-strukture
antigena (CCL2), ki ima podobne fizikalno-kemijske lastnosti kot predstavljen
peptid.Program izvede poravnavo AK-zaporedja proteina in strukture antigena (33).

Program je dostopen na splethem naslovu: http://curie.utmb.edu/episearch.html

(slika 10).

sem vpiSemo aminokislinsko
zaporedje peptidov

/

Please type or paste vour peptide sequences
in the following order.

COMWAPQWGPDC
CRLYWADGELTC
CRLYWADGEFTC
CVDYHYEGTITC
CVDYHYEGAITC

Help : How to use EpiSearch
Enter your project name:
Email Address:

Patch Size (A):
Areacutoff (A*2):
Accuracy cutofl:

Select your PDB File:

TestEp

10.0
30
Izberi datoteko | Noben...rana

Submit for Ahalysis

vpisemo ¢
naslov
Use-ofie word e.g TestEp
For information purpose only
10 for Tmer, 12 for 12mer
Default is 10.0

Allowed mismatch, 1 to n-2. Default is 3.

Reset

pripnemo datoteko iz
podatkovne baze o
strukturi antigena

Slika 10: Pogovorno okno v programu EpiSearch (prirejeno po S9).
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» Pepitope: program deluje podobno kot program EpiSearch. Na podlagi znanega
AK-zaporedja peptida, ki ga pridobimo s tehniko predstavitve na bakteriofagu,
program izvede poravhavo med AK-zaporedjem peptida in prostorsko strukturo
antigena ter tako dolo¢i AK-ostanke, ki najverjetneje tvorijo konformacijski epitop,
proti kateremu je usmerjeno uporabljeno protitelo. Program uporablja dva
algoritma, in sicer:

e Mapitope: algoritem temelji na predpostavki, da so v celotni skupini
peptidov, ki izhaja iz afinitetne selekcije, obogateni pari aminokislinskih
ostankov, ki posnemajo epitop. Zato Mapitope najprej poisce pare ostankov,
katerih pojavnost v naboru peptidov je znacilno visja od pricakovane
nakljucne distribucije. Nato »pregleda« povrs$ino nativnega antigena in iS¢e
obmocja, kjer se pojavljajo taksni pari.

e Pepsurf: algoritem poravna poljuben peptid (npr. tak, ki izhaja iz afinitetne
selekcije) na povrsino 3D-strukture antigena in zazna lokalne podobnosti
med proteinom in peptidom (34).

Mogoce je tudi kombiniranje obeh algoritmov.
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Program je dostopen na spletnem naslovu: http://pepitope.tau.ac.il/index.html (slika 11).

Protein Structure

Enter a PDE D
OR

Upload vour own PDB file

[ |zberi datoteko | Mobena datoteka ni izbrana

Indicate the chain identifier

Peptides file in FASTA
Paste here the peptide sequences

OR

Upload peptide sequences file| |zberi datoteko | NMobena datoteka ni izbrana

Please enter your e-mail address
As soon as the result is ready, a link will be sent to the e-mail address provided.

Slika 11: Pogovorno okno v programu Pepitope (S10).

Potem ko smo dolo¢ili AK-ostanke, ki tvorijo konformacijski epitop uporabljenega
protitelesa, smo na modelu prostorske strukture nativnega antigena CCL2 antigensko
determinanto tudi oznacili. Za prikaz epitopa smo uporabili racunalni§ki program

ViewerLite (Accelerys).
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 OCENA AFINITETNE SELEKCIJE PEPTIDNIH MIMETIKOV EPITOPA
PROTITELESA S101

Afinitetna selekcija je proces locevanja raznolike populacije bakteriofagov na podlagi
sposobnosti prepoznave tarce. Bistvo tehnike je izolacija taréno-specifi¢nih peptidov, ki v
vecini primerov ciljajo na biolosko pomembna mesta tarcnega proteina. V nasem primeru
smo si kot tarCo izbrali monoklonsko nevtralizacijsko protitelo S101, usmerjeno proti
CCL2. V postopku afinitetne selekcije smo izhajali iz dveh bakteriofagnih predstavitvenih
knjiznic nakljuénih peptidov - Ph.D.-C7C™ (knjiznica cikli¢nih heptapeptidov) in Ph.D.-
12™ (knjiznica linearnih dodekapeptidov). Izvedli smo tri selekcijske stopnje z namenom,
da bi iz heterogene populacije bakteriofagnih klonov obogatili zgolj tiste, ki posnemajo
epitop nevtralizacijskega protitelesa S101. Potek afinitetne selekcije smo spremljali z
opazovanjem deleza eluiranih bakteriofagov (enacba 2) in ovrednotenjem povprecne
afinitete obogatenih bakteriofagnih klonov (v posameznih pomnozenih eluatih) do tarénega

protitelesa v poliklonskem testu ELISA.

Cilj afinitetne selekcije je pridobiti ¢im vecjo diverziteto peptidov, kar dosezemo z izbiro
ustreznih (optimalnih) selekcijskih pogojev. Diplomantka A. Mateli¢ (16) je Ze pred nami,
v okviru svoje diplomske naloge, opravila afinitetno selekcijo z namenom Kartiranja
epitopa S101, a je zaradi preostrih pogojev selekcije (najverjetneje selekcijski cikel prevec)
uspela obogatiti zgolj en sam klon, zaradi ¢esar je bilo kasnejSe sklepanje o antigenski
determinanti nezanesljivo. Na podlagi rezultatov je predpostavila, da je epitop precej velik,

posledi¢no ga krajsi cikli¢ni peptidi ne morejo posnemati.

4.1.1 DOLOCANIJE KOLICINE IN DELEZA ELUIRANIH BAKTERIOFAGOV
Preglednica Il prikazuje Stevilo modrih plakov, glede na posamezne red¢itve pri
mikrobioloski titraciji PE in NE, za selekciji iz obeh bakteriofagnih predstavitvenih
knjiZnic. S pomocjo teh podatkov smo izracunali koli¢ino in deleZ eluiranih bakteriofagov
(NE) ter bakteriofagni titer (PE) - podano v preglednicah I1l in V. Delez elucije nam pove,
kolik$na koli¢ina bakteriofagov od celotne koli¢ine vneSenih bakteriofagov v posamezno

selekcijsko stopnjo se je uspela vezati na tarco in smo jih z elucijo uspeli zbrati.

Rezultati kazejo (slika 12), da se delezi eluiranih bakteriofagov z vsako stopnjo afinitetne

selekcije povecujejo, kar nakazuje uspesen potek obogatitve vezalcev S101. Opazili smo,
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da delez eluiranih bakteriofagov v bakteriofagni knjiznici Ph.D.-12 hitreje naraséa kot v
knjiznici Ph.D.-C7C. Razlog za to je verjetno v ciklizaciji povrSinsko predstavljenih
heptapeptidov, ki domnevno ovira njihovo vezavo na tar¢no protitelo in onemogoca
posnemanje Sirokorazprostirajo¢ega se konformacijskega epitopa proteina. Prav tako lahko
vidimo, da se je delez eluiranih fagov knjiznice Ph.D.-12 v tretji selekcijski stopnji sicer
zvisal, a za manjsi faktor, kot se je zvisal delez v drugi stopnji, glede na prvo stopnjo. To
nakazuje, da smo ze v drugi selekcijski stopnji uspeli zelo selektivno obogatiti klone, ki se

prek povrSinsko izrazenih peptidov vezejo na S101.

Preglednica Il: Rezultati mikrobioloske titracije za PE in NE, po treh selekcijskih
stopnjah (podano je Stevilo modrih plakov na bakterijskem travniku petrjevk z agarnim
gojis¢em LB). X- preveliko Stevilo plakov, da bi jih lahko presteli; X- titracije nismo

izvedli, ali pa je pri izvedbi prislo do napake.

STEVILO MODRIH PLAKOV [pfu] ‘
Bakteriofagna Ph.D.-C7C Ph.D.-12 |
knjiznica
Redditev 1. 2. 3. 1. 2. 3.
SELEKCIJSKA = SELEKCIJSKA = SELEKCIJSKA || SELEKCIJSKA = SELEKCIJSKA | SELEKCIJSKA
eluata STOPNJA STOPNJA STOPNJA STOPNJA STOPNJA STOPNJA
101 555 X X 700 X X |‘
102 76 X X 56 X X |‘
108 6 52 265 9 X X |‘
104 3 5 24 0 1146 X |‘
105 X 0 2 X 154 157 |‘
108 X X X X X 22 ‘
108 196 562 X X 390 389 ‘
10° 23 X X X 41 34 |‘
1010 0 X X 63 7 4 |
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Preglednica I11: Koli¢ina eluiranih bakteriofagov in delez elucije ter bakteriofagni titer za

bakteriofagno predstavitveno knjiznico Ph.D.-12, po vseh treh selekcijskih stopnjah.

STOPNJA KOLICINA VNESENIH KOLICINA ELUIRANIH DELEZ

TITER
SELEKCIJE ~ BAKTERIOFAGOV BAKTERIOFAGOV ~ ELUCWJE  PE
[pfu] [pfu] [%]  [pfu/pL]
1. 2,0-10% 9,4-10* 4,7-10° | 6,3-10%
2. 1,0-101 1,8:10° 1,8-100  4,0-10°
3 1,0-10% 2,5-10° 2,5 3,7-10°

Preglednica 1V: Koli¢ina eluiranih bakteriofagov in delez elucije ter bakteriofagni titer za
bakteriofagno predstavitveno knjiznico Ph.D.-C7C, po vseh treh selekcijskih stopnjah. X-

titra nismo izracunali, saj v tretji selekcijski stopnji eluata nismo pomnozili.

STOPNJA KOLICINA VNESENIH KOLICINA ELUIRANIH

DELEZ TITER
SELEKCIJE BAKTERIOFAGOV

BAKTERIOFAGOV ELUCIJE PE

[pfu] [pfu] [%0] [pfu/pL]
1. 2,0-101 8,5-10* 4,1-10° 2,1-10°
2. 1,0-101 6,8-10° 6,8-10 5,6-10°
3. 1,0-10%° 3,3-10° 0,03 X
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H Ph.D.-12

log (% elucije) -2 B Ph.D.-C7C

1. 2. 3.

SELEKCIJSKA STOPNJA

Slika 12: Delez eluiranih bakteriofagov dveh peptidnopredstavitvenih knjiznic po treh

stopnjah afinitetne selekcije.

4.1.2 POLIKLONSKA ELISA
Encimskoimunski test (ELISA) je biokemijska metoda, katere osnova je specifi¢na
interakcija antigen-protitelo. Velja za eno najbolj obc¢utljivih in specificnih metod, s
pomocjo katere lahko dolo¢amo prisotnost antigenov ali protiteles. V okviru nasega
eksperimentalnega dela, smo s testom ELISA, ovrednotili sposobnost vezave
bakteriofagov na tar¢no protitelo. Pri poliklonski izvedbi testa ELISA smo zeleli oceniti
povprecno afiniteto pomnozenih eluatov vsake selekcijske stopnje, do tarce. Testirali smo
1., 2.in 3. PE Ph.D.-12 ter 1. in 2. PE Ph.D.-C7C. Imobiliziranemu tarénemu protitelesu
S101 smo dodali pomnozene bakteriofagne eluate v pufru PBST. Vse eluate smo testirali v
titru s po 5x10° pfu. Bistveno je bilo, da smo v naslednjem koraku nevezane bakteriofage
sprali, saj bi le-ti lahko vplivali na dejanski rezultat testa. Kompleksu protitelo-bakteriofag
smo dodali sekundarna protitelesa, usmerjena proti M13 (prepoznavajo antigen v kapsidi
bakterijskih virusov), oznacena z encimom hrenova peroksidaza. Nevezana protitelesa smo
sprali in dodali kromogeni substrat TMB. TMB ob prisotnosti encima razvije modro
obarvanje, ki ga lahko vrednotimo vizualno in/ali spektrofotometri¢no (izmerili smo
absorbanco vzorcev pri 450 nm). Na isti plos¢ici smo izvedli tudi test, pri katerem na
vdolbinice plos¢ice nismo imobilizirali tar¢nega protitelesa - vdolbinice smo zgolj blokirali

z blokirnim pufrom (nadaljevanje postopka je bilo enako kot pri vdolbinicah s tar¢nim
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protitelesom). Tako pripravljeni vzorci so predstavljali slepo kontrolo - pri njih ne sme priti

do obarvanja (0z. je absorbanca ¢im niZja).

Z vrednotenjem povprecne afinitete bakteriofagov v posameznih PE do protitelesa lahko
spremljamo potek afinitetne selekcije. Ce zaznamo trend nara$anja vrednosti absorbanc
od prve proti tretji selekcijski stopnji, lahko potrdimo uspesnost selekcije specifi¢nih
povrsinsko predstavljenih peptidov. Dobljene rezultate poliklonske izvedbe testa ELISA

prikazujeta preglednica V in slika 13.

Preglednica V: Absorban¢ne vrednosti (Asso nm) posameznih pomnozenih eluatov obeh

uporabljenih bakteriofagnih knjiznic, po vsaki selekcijski stopnji.

Eluat | A (vzorec s protitelesom S101) | A (slepa kontrola)
1. PE 0,3028 0,0674
Ph.D.-12 2.PE 1,2635 0,1351
3. PE 1,1212 0,0887
1. PE 0,1932 0,1421
Ph.D-C7C 1= p¢ 0,1361 0,0699
1,4
g 12
S 1
% 0,8
é 0,6
% 04
< 0,2 I
; in -
1.PE 2.PE 3.PE 1.PE 2.PE
Eluat

A (vzorec s protitelesom $101) Ph.D.-12 mA (vzorec s protitelesom $101) Ph.D.-C7C

A (slepa kontrola) Ph.D.-12 B A (slepa kontrola) Ph.D.-C7C

Slika 13: Grafi¢ni prikaz vrednosti absorbanc pri valovni dolzini 450 nm, za pomnoZene

eluate po vsaki selekcijski stopnji.

V primeru knjiznice Ph.D.-12 signali naras¢ajo (slika 13) od prve proti zgolj drugi stopnji,
nato pa opazimo manjsi upad absorbance. Vendar je hkrati signal slepe kontrole za 3. PE
nizji od 2. PE. Upostevajo¢, da smo dokazali, da delez elucije z vsako selekcijsko stopnjo

nara$¢a, lahko potrdimo uspeSen potek selekcije in pricakujemo, da bomo uspeli izolirati
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posamezne bakteriofagne klone, katerih povrsinsko izrazeni peptidi posnemajo epitop

nevtralizacijskega protitelesa S101.

Pri ocenjevanju intenzitete interakcije fagov knjiznice Ph.D.-C7C s tarénimi protitelesi
opazimo, da se absorbanca v drugi selekcijski stopnji zniza (slika 13). Razlog za neuspesen
potek selekcije je verjetno v tem, da med knjizni¢nimi peptidi ni takih, ki bi se lahko vezali
na paratop S101, ali pa je priSlo do nespecifi¢ne vezave fagov — mogoca je interakcija z
materialom mikrotitrske plos¢ice ali na komponente blokirnnega sredstva. Na tak$no
sklepanje nas navedejo izmerjene vrednosti absorbance slepe kontrole, saj so le-te
razmeroma visoke, obenem so signali v testnih vdolbinicah zelo nizki. Ceprav smo tudi pri
afinitetni selekciji iz knjiznice Ph.D.-C7C opazili trend naras¢ajoc¢anja deleza elucije, smo
na osnovi nizkih signalov poliklonskega testa ELISA dvomili, da nam je uspelo obogatiti

specifi¢ne vezalce S101.

4.2 IDENTIFIKACIJA IN KARAKTERIZACIJA VEZALCEV

Poleg poliklonskega encimskoimunskega testa smo izvedli tudi monoklonski in
kompetitivni test ELISA, s katerima smo ocenili afiniteto posameznih bakteriofagnih
klonov (0z. njihovih povrSinsko izrazenih peptidov) do S101 in preverili, na kateri del
imunoglobulina se peptidi vezejo. Z izvedbo monoklonske razlicice testa ELISA, smo
zeleli identificirati posamezne bakteriofagne klone, ki na svoji povrSini predstavljajo
tar¢no specificne peptide (tj. peptidne mimetike epitopov CCL2). Ko smo posamezne
klone identificirali, smo le-te primerjali med seboj, in sicer tako, da smo ponovno izvedli
monoklonski test ELISA, tokrat z enakimi titri klonov, ter na podlagi intenzitete signalov
primerjali relativno afiniteto vezave na S101. Na koncu smo izvedli §e kompetitivni test
ELISA, katerega namen je bil ugotoviti, ali se povrsinsko predstavljeni peptidi dejansko
vezejo na paratope protitelesa (tj. ali tekmujejo za vezavo na S101 z rekombinantnim
CCL2).

4.2.1 MONOKLONSKA ELISA
Pred izvedbo monoklonskega testa ELISA, smo morali pomnoZiti nakljuéne bakteriofagne
klone (poglavje 3.3.4) po 2. in 3. selekcijski stopnji iz obeh uporabljenih knjiznic.
Pomnozili smo 30 klonov 3. NE Ph.D.-C7C, 30 klonov 2. NE Ph.D.-12 in 50 klonov 3. NE
Ph.D.—12. Posamezne klone smo oznacili s Stevilkama 7 ali 12, ki smo jima dodali stevilko
selekcijske stopnje, torej 2. ali 3 ter zaporedno Stevilko klona. Vrednost signala

(absorbance, izmerjene pri valovni dolZini 450 nm) pri tej izvedbi testa ELISA je sicer
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premosorazmerna afiniteti izrazenega peptida, a ker nismo poznali titra, vrednosti med
sabo ne moremo primerjati. Tako smo na podlagi arbitrarnega kriterija (vrednosti
absorbance A > 0,2) izbrali klone, za katere smo domnevali, da se veZejo na S101
(oznaceni z rdeco na slikah 14-17). Iz klonov 12.3.7.; 12.2.9; 12.3.13; 12.3.28 in 12.3.49
smo izolirali genomsko DNA in dolo¢ili nukleotidna zaporedja oligonukleotidnih insertov,

ki kodirajo povrsinsko izrazene peptide.

Izmed vseh testiranih klonov jih je visoko afiniteto do tarénega nevtralizacijskega

protitelesa izkazalo le pet, vsi so v skladu s pri¢akovanji izvirali iz knjiznice Ph.D.-12.

.....

kaze na to, da obogatitev specifi¢nih bakteriofagov poteka vendarle sele v tretji stopnji in
da moramo za uspesno selekcijo taréno specificnih peptidov pod uporabljenimi pogoji

izvesti najmanj tri selekcijske stopnje.
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Slika 14: Absorban¢ni signali tridesetih naklju¢no izbranih bakteriofagnih klonov

knjiZnice Ph.D.-12, po drugi selekcijski stopnji.

Z rdeco barvo je oznacen klon, katerega absorbancna vrednost je visja od 0,2 (12.2.9).
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Slika 15: Absorbancni signali tridesetih naklju¢no izbranih bakteriofagnih klonov
knjiZznice Ph.D.-12, po tretji selekcijski stopnji.
Z rdeco barvo je oznacen klon, katerega absorban¢na vrednost je visja od 0,2 (12.3.7,

12.3.13, 12.3.28).
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Slika 16: Absorbancni signali dvajsetih naklju¢no izbranih bakteriofagnih klonov
knjiznice Ph.D.-12 (nadaljevanje slike 15), po tretji selekcijski stopnji.

Z rdeco barvo je oznacen klon, katerega absorban¢na vrednost je visja od 0,2 (12.3.49).
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Slika 17: Absorban¢ni signali tridesetih naklju¢no izbranih bakteriofagnih klonov
knjiZznice Ph.D.-C7C, po tretji selekcijski stopnji.
Z rdeo barvo je oznaéen klon, Ki je predstavljal pozitivno kontrolo (gre za klon M12-2 iz

magistrske naloge A. Mateli¢ (16)).

4.2.2 DOLOCANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDIJA IZOLIRANIH PEPTIDOV
Bakteriofagnim klonom, ki smo jih s postopkom afinitetne selekcije uspeli izselekcionirati
in katerim smo s testom ELISA potrdili afiniteto do tarénega protitelesa, smo izolirali
DNA in iz doloc¢enega nukleotidnega zaporedja oligonukleotidnih insertov sklepali na
aminokislinsko zaporedje na fagni povr$ini izrazenih peptidov. Aminokislinska zaporedja
smo skusali poravnati z znanim zaporedjem nativnega antigena, a nam to ni uspelo. Kot je
opisano ze v magistrski nalogi A. Mateli¢ (16), smo tudi mi sklepali, da monoklonsko
protitelo S101 prepoznava konformacijski epitop (glej poglavje 4.3). Zaporedje
aminokislin vseh petih izoliranih ligandov monoklonskega protitelesa S101 je podano v
preglednici VI. Le-ta smo medsebojno primerjali (poravnali) ter oznadili tiste odseke
primarne strukture posameznega peptida, kjer smo opazili najve¢jo stopnjo homologije
med vsemi Stirimi aminokislinskimi zaporedji. Na prvem mestu konsenznega zaporedja se
nahajata AK alanin ali glicin - obe sta majhni alifatski in nepolarni aminokislini. Na
drugem mestu najdemo bodisi eno izmed aromatskih aminokislin, torej triptofan ali tirozin,

bodisi polarni nenabiti AK asparagin ali glutamin. Sledi tripeptidno zaporedje, ki je
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popolnoma enako v vseh peptidih, in sicer: prolin, tirozin ter lizin. Sesto mesto AK-
zaporedja tvori v dveh primerih alanin, v dveh pa tirozin. Heptapeptidno zaporedje
predvidenih mimetikov epitopa CCL2, se =zaklju¢i z asparaginsko Kkislino. Znotraj
zaporedja zadnjih petih AK ne opazimo homologije, zato sklepamo, da le-te niso del

peptidnih mimetikov epitopa proteina CCL2.

Glede na podobnost in ponekod celo popolno ujemanje AK med posameznimi peptidnimi
zaporedji predvidevamo, da je za posnemanje epitopa mAb dovolj zgolj zaporedje prvih
sedmih aminokislin in da je konformacijski epitop manjsi od predvidenega v nalogi A.
Matelic¢ (16).

Preglednica VI: Poravnava aminokislinskih zaporedij vseh petih na fagni povrSini
predstavljenih linearnih dodekapeptidov, ki smo jih uspeli identificirati v postopku
afinitetne selekcije. Z rdeco barvo so oznaceni odseki aminokislinskega zaporedja, ki se
medsebojno popolnoma ujemajo. Z modro, zeleno in vijolicasto barvo so oznacene
sorodne AK.

OZNAKA KLONA AMINOKISLINSKO ZAPOREDJE

1237 AYPYKADRDLKD
12.2.9 ANPYKYDLAALH
12.3.13 (28) AWPYKADNIKPA
12.3.49 GQPYKYDIRVSK

4.2.3 KVANTITATIVNA FAGNA ELISA: Medsebojna primerjava bakteriofagnih
klonov 7,9, 13in 49
Ko smo z monoklonsko razli¢ico encimskoimunskega testa, uspeli identificirati pet
bakteriofagnih klonov, ki izkazujejo afiniteto do tarce, smo le-te medsebojno primerjali. Po
enakem postopku smo izvedli test ELISA, le da smo predhodno pripravili sedem red¢itev
bakteriofagov (dvakratne red¢itve, in sicer od 4,0-10%° pfu/100uL do 6,3-108 pfu/100uL).
Bakteriofagni titer, ki smo ga uporabili, smo ocenili s spektrofotometricno meritvijo
(enacba 4), izmerjene vrednosti so prikazane v preglednici VII. V zadnjo vdolbinico
ploséice nismo dodali fagov (slepi vzorec). Po konanem testu smo vzorcem izmerili
absorbanco pri 450 nm in glede na vrednosti le-te ovrednotili relativno afiniteto

posameznih peptidov.
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Enacba 4: Enacba za dolocitev titra bakteriofagov.

spektrofotometriéna ocena titra (3tevilo fagov/mL) = (Azse-Aszo) x 6-10¢ / 7265

Preglednica VII: 1zmerjene vrednosti absorbanc suspenzij bakteriofagnih klonov pri 269

in 320 nanometrih in izra¢unan titer.

Zaporedna Stevilka klona  A2eo

12.3.7 1,250
12.2.9 1,366
12.3.13 1,399
12.3.49 1,234

A3
0,031
0,031
0,043
0,051

titer [pfu/mL]
1,0-10*®
1,1-10%
1,1-10%
9,8-1012

Glede na dobljene rezultate (slika 18) lahko re¢emo, da so kloni 7, 9 in 49 po afiniteti

interakcije s S101 medsebojno primerljivi, medtem ko klon stevilka 13 nekoliko odstopa.

Pri slednjem opazimo nekoliko nizjo intenziteto absorbanc¢nih signalov, kar kaze na to, da

gre za nekoliko 8ibkejsi vezalec - izkazuje niZjo afiniteto do tarénega protitelesa. Ze pri

prvotnem presejalnem monoklonskem testu ELISA (s katerim smo identificirali

posamezne klone), je klon Stevilka 13 (28) izkazoval najniZjo vrednost absorbance, kar

spet nakazuje, da peptid na povrsini klona 13, izkazuje najnizjo afiniteto do izbrane tarce.

Dobljene rezultate smo uprizorili grafi¢no na dva nacina; na sliki 18 smo na X-os nanasali

vrednosti sedmih bakteriofagnih red¢itev, na y-0s pa vrednosti absorbanc, medtem ko smo

v graf na sliki 19 na x-os nanasali logaritmske vrednosti izvedenih red¢itev, na y-o0s pa

absorbance, ki smo jim odsteli vrednost absorbance slepe kontrole.
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Slika 18: Primerjava relativnih afinitet bakteriofagnih klonov 7, 9, 13 in 49 do S101.

Prikazane so vrednosti absorbanc pri razli¢nih bakteriofagnih red¢itvah.
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Slika 19: Primerjava relativnih afinitet bakteriofagnih klonov 7, 9, 13 in 49. Prikazane
so vrednosti absorbanc, ki smo jim odsteli vrednost slepe kontrole, pri razli¢nih

bakteriofagnih red¢itvah - podane so logaritemske vrednosti le-teh.
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4.2.4 KOMPETITIVNA ELISA
Delo smo nadaljevali z izvedbo kompetitivne razlicice testa ELISA, ki se od predhodno
izvedenih ELISA testov glede same izvedbe ne razlikuje bistveno, razlika je le v tem, da
skupaj z bakteriofagnimi kloni v vdolbinice mikrotitrske plos¢ice dodamo tudi
rekombinantni kemokin CCL2, pridobljen v okviru magistrskega dela A. Mateli¢ (16).
Samo ime testa pove, da gre za tekmovanje med povrSinsko predstavljenimi peptidi na
bakteriofagu in kemokinom CCL2, za vezavo na tar¢na protitelesa S101. Dejansko smo
zeleli s testom preveriti sposobnost vezave posameznih bakteriofagnih klonov na paratope

tarénega protitelesa in ne na druga (konstantna) podroc¢ja imunoglobulina.

Testirali smo vse Stiri bakteriofagne klone 7, 9, 13 in 49. Potrebno red¢itev suspenzije
fagnega klona smo izrac¢unali po spektrofotometri¢ni dolo¢itvi titra (enacba 4, preglednica
VII). IzraCunanemu volumnu faga smo dodali ustrezno koli¢ino blokirnega pufra z
dodanim Tween®-20. Isto¢asno smo pripravili tudi §tiri razli¢ne red¢itve rekombinantnega
CCL2 v pufru PBST (testirane red¢itve: 25 nM; 12,5 nM; 6,3 nM in 3,2 nM). Izvedbo smo
nadaljevali enako kot pri vseh ostalih razli¢icah testa ELISA. V eno od vdolbinic nismo
dodali CCL2. Po konCanem encimskoimunskem testu smo Vv vdolbinicah izmerili
absorbanco pri 450 nm. Zanimala nas je intenziteta absorban¢nih signalov v odvisnosti od
dodane koncentracije CCL2 (slika 20). Najvisjo afiniteto do tar¢nega protitelesa izkazujejo
tisti bakteriofagni kloni, pri katerih vrednost absorbance z vec¢anjem koncentracije
kemokina upada najmanj intenzivno. Visoka intenziteta absorbanc¢nih signalov kljub
prisotnosti nativnega antigena nakazuje na to, da bakteriofagi uspesno izpodrivajo antigen
in se tako posledi¢no veZejo na paratope izbrane tarce. Relativno visoka afiniteta je gotovo
tudi posledica avidnostnega ucinka, saj vsak bakteriofagni delec izraza na kapsidi pet kopij

peptida.
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Slika 20: Grafi¢ni prikaz rezultatov kompetitivnega testa ELISA za Stiri
bakteriofagne klone.

Iz slike 20 lahko razberemo, da do vecjega upada absorbance pride ob prisotnosti visjih
koncentracij antigena, torej je kompeticija med CCL2 in peptidi za vezavo na S101
pri¢akovano odvisna od koncentracije alternativnih ligandov. Ponovno lahko vidimo, da so
Kloni 7, 9 in 49 med seboj primerljivi, medtem ko klon S$tevilka 13 od njih nekoliko
odstopa. Kakorkoli Ze, rezultati testa dokazujejo specificno interakcijo vseh povrSinsko

predstavljenih peptidov s paratopi protiteles.

4.3 IDENTIFIKACIJA AK-OSTANKOV, KI TVORIJO KONFORMACIJSKI
EPITOP NEVTRALIZACIJSKEGA PROTITELESA S101

Glavni in konéni cilj nasega eskperimentalnega dela je bila identifikacija AK-ostankov
kemokina CCL2, ki so odgovorni za vezavo na nevtralizacijsko protitelo S101. Kratka
peptidna zaporedja, pridobljena s postopkom afinitetne selekcije, ki domnevno posnemajo
epitop kemokina CCL2, smo poravnali s 3D-strukturo antigena. Ker smo v postopku
afinitetne selekcije kot tarCo wuporabili monoklonsko protitelo, ki prepoznava
konformacijski epitop, smo za identifikacijo AK-ostankov antigenske determinante morali
uporabiti raCunalniske programe. Slednji omogocajo poravnavo aminokislinskega
zaporedja peptidnih ligandov monoklonskega protitelesa S101 s 3D-strukturo
makromolekule proteina CCL2. Osnova za delovanje racunalniskih orodij, s katerimi lahko

identificiramo konformacijske epitope, je vneSeno aminokislinsko zaporedje na fagni
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povrsini predstavljenih peptidov ter 3D-struktura proteina (dosegljiva je v podatkovni bazi
PDB; uporabljena datoteka: 3IFD). Kot rezultate nam racunalniski programi z razli¢no
stopnjo tveganja laznega rezultata podajo povrSinske AK-ostanke kemokina, ki naj bi
tvorili konformacijski epitop uporabljenega protitelesa (t.j. aminokislinske ostanke, ki naj
bi jih posnemali izolirani peptidi). Z uporabo razli¢nih algoritmov in programov ter z
vnosom ve¢ razliénih peptidnih zaporedij, ki jih primerjamo z razli¢nimi prostorskimi
modeli MCP-1, lahko iz nabora razli¢nih AK-ostankov identificiramo tiste, ki so dejansko
pomembni za vezavo na receptor. Za identifikacijo epitopov smo uporabili dva
racunalniS$ka programa, in sicer EpiSearch in Pepitope (dva algoritma-PepSurf in
Mapitope) pri ¢emer smo testirali ujemanje vseh Stirih peptidov (7, 9, 13 in 49) z AK-
ostanki na povrSini kemokina CCL2. Ker smo predhodno ugotovili, da najverjetneje le
prvih sedem aminokislin peptidnega zaporedja dejansko posnema konformacijski epitop
kemokina (v tem delu prihaja do najvecje homologije med vsemi Stirimi kloni), smo v
program vnesli le zaporedja prvih sedmih AK. S tem smo dobili zanesljivejse rezultate -
programa sta nam podala AK-ostanke, ki so dejansko najpomembnejsi za vezavo na
receptor. Dejstvo je, da moramo na racunalniSke programe gledati kriti€no in iz mnoZice
zadetkov razbrati zgolj tiste AK-ostanke, za katere lahko v najve¢ji meri trdimo, da so
dejansko pomembni za vezavo. Nase rezultate lahko primerjamo tudi z znanimi
literaturnimi podatki ter tako utemeljimo pomembnost dolo¢enega AK-ostanka. Izbrano
tar¢no protitelo S101 je namre¢ nevtralizacijsko, zato domnevamo, da interagira z AK-
ostanki, ki so pomembni za vezavo kemokina CCL2 na receptor CCR2. Aminokislinski
ostanki CCL2, ki jih najverjetneje posnemajo izolirani peptidi (primerjava za vsak

posamezen peptid), so predstavljeni v preglednici VIII.
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Preglednica VIII: Rezultati kartiranja konformacijskega epitopa s pomocjo ra¢unalniskih
programov Episearch in Pepitope (dva algoritma). Podani so AK-ostanki MCP-1, katere
posnemajo povrSinsko predstavljeni peptidi. Z rdec¢o barvo so oznaceni AK-ostanki, ki so
kljuéni za vezavo na CCR2 (5).
Oznaka klona AR-zaporedje AK-ostanki kemokina, ki jih posnemajo izolirani peptidi
peptida (7AK)
EpiSearch: P8, Y13, K19, Y28, K35, P37, K38, D54,
P55, K56

12.3.7 AYPYKAD
PepSurf: Y13, F15, T16, P37, K38, E39, P55, K56
Mapitope: Y13, P37, K38
EpiSearch: P8, Y13, N14, K19, Y28, K35, P37, K38,

12.2.9 ANPYKYD Do, 5, 1656
PepSurf: Y13, N14, F15, P37, K38, E39, D54
Mapitope: Y13, P37, K38
EpiSearch: P8, Y13, K19, Y28, K35, P37, K38, D54,
P55, K56

12.3.13(28) AWPYKAD  PepSurf: Y13, N14, F15, T16, P37, K38, E39, D54, P55,

K56
Mapitope: Y13, P37, K38
EpiSearch: P8, Y13, K19, Y28, K35, P37, K38, D54,
P55, K56

12.3.49 GQPYKYD  PepSurf: Y13, N14, F15, P37, K38, E39, D54, P55,
K586,

Mapitope: Y13, P37, K38

Iz nabora AK-ostankov smo upoStevajo¢ literaturne vire (5) in z uporabo programa
ViewerLite za vizualizacijo proteinske strukture, dolodili Stiri AK-ostanke s povrSine
CCL2, ki so verjetno najpomembnejsi za vezavo na S101. Obenem so to tudi ostanki, Ki
tvorijo interakcije z receptorjem CCR2, in sicer so to: Y13, P37, E39 in K35 ali K38.
Opazimo lahko, da te ostanke (razen glutaminske kisline) posnema zaporedje prolin-
tirozin-lizin, ki je prisotno pri vseh §tirih bakteriofagnih klonih. Tako lahko potrdimo, da

SO za vezavo na receptor res potrebni AK-ostanki z bazi¢nimi (K35/K38), aromatskimi
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(Y13) in nepolarnimi alifatskimi (P37) stranskimi skupinami, kar je v skladu s spoznaniji,
ki so opisana v ¢lanku Hemmericha in sodelavcev (5). Ko smo na strukturi kemokina v
programu ViewerLite (slika 21), oznadili nastete AK-ostanke, smo opazili, da vsi trije
leZijo v neposredni blizini ter da je za vezavo na S101 (in receptor CCR2) najverjetneje
pomembna tudi glutaminska kislina (E39) z negativno nabito skupino v stranski verigi, ki
prav tako lezi v blizini aminokislinskega trojcka lizin-prolin-tirozin. Shematski prikaz

konformacijskega epitopa pokaze, da le-ta ne zavzema tako velike povrSine kemokina, kot

smo sklepali na osnovi rezultatov magistrske naloge Ane Mateli¢ (16).

Slika 21: Kemokin CCL2 z ozna¢enim konformacijskim epitopom, ki ga posnemajo
identificirani peptidi (PDB-koda: 31FD). Konformacijski epitop najverjetneje tvorijo
Stirje AK-ostanki: Y13, ozna¢en z modro, P37, oznacen z vijoli¢asto, E39, oznacéen z rdeco
barvo ter ali K38, oznacen z zeleno barvo (leva slika) ali K35, oznacen z zeleno barvo

(desna slika).

Na tem mestu je smiselno izpostaviti prednost selekcije ve¢ homolognih peptidnih
ligandov pred selekcijo, kjer uspemo obogatiti zgolj en sam klon. V primeru, ko si
izberemo preostre selekcijske pogoje ali naredimo preveliko Stevilo selekcijskih ciklov,
lahko izgubimo Zzeleno raznolikost peptidov, posledi¢no je vprasljiva zanesljivost
rezultatov racunalniskega kartiranja. Na podlagi zgolj enega identificiranega peptida, ne
moremo identificirati AK-ostankov, ki so klju¢ni za vezavo na protitelo S101. V okviru
priCujoce magistrske naloge nam je uspelo pridobiti ve¢ homolognih aminokislinskih
zaporedij peptidov, kar nam je omogocalo zanesljivejSe kartiranje konformacijskega
epitopa v nasprotju z rezultati magistrske naloge A. Mateli¢ (16), kjer jim je uspelo
identificirati zgolj en sam klon. Na podlagi ve¢je diverzitete aminokislinskih zaporedij,

smo z vecjo verjetnostjo identificirali tudi dejansko velikost iskanega epitopa.
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5 SKLEP

Glavni cilj magistrske naloge je predstavljala dolocitev antigenske determinante na
kemokinu CCL2, ki jo prepozna nevtralizacijsko monoklonsko protitelo S101. Naloga se je
navezovala na Ze opravljeno magistrsko nalogo Ane Mateli¢ (16), kjer so zaradi
neoptimalnih selekcijskih pogojev izgubili Zeleno diverziteto peptidov, zaradi Cesar je bilo
kasnejSe sklepanje o antigenski determinanti nezanesljivo. V okviru eksperimentalnega
dela smo izvedli tri stopnje afinitetne selekcije peptidov iz dveh bakteriofagnih
predstavitvenih knjiznic (Ph.D.-C7C™ in Ph.D.-12™), pri ¢emer sSmo selekcijske pogoje
prilagodili iskanju strukturno raznolikih peptidnih ligandov, ¢eprav na racun nizZjega
izplena presejalnega procesa. UspeSen potek obogatitve ligandov monoklonskega
protitelesa S101 smo dokazali z izraCunanim naras¢ujoim delezem eluiranih
bakteriofagov iz stopnje v stopnjo. Uspesen potek afinitetne selekcije je nakazoval tudi
naras¢ujo¢ trend vrednosti absorbanc za posamezen eluat v poliklonski izvedbi testa
ELISA.

Za identifikacijo vezalcev smo izvedli monoklonsko razli¢ico encimskoimunskega testa ter
tako identificirali pet bakteriofagnih klonov iz knjiznice Ph.D.-12™., Iz knjiznice Ph.D.-
C7C™ nismo uspeli izolirati ligandov monoklonskega protitelesa S101, razlog za to je
najverjetneje ciklizacija povrSinsko predstavljenih heptapeptidov, ki ovira njihovo vezavo
na tar¢no protitelo. Identificiranim fagnim klonom - 12.3.7., 12.2.9, 12.3.13, 12.3.28 in
12.3.49 - smo dolo¢ili aminokislinska zaporedja na povrsini predstavljenih peptidov in
opazili homologijo le znotraj prvih sedmih AK. Na podlagi slednjega smo sklepali, da je za
posnemanje epitopa mAb dovolj zgolj zaporedje prvih sedmih aminokislin in da se
konformacijski epitop ne razprostira preko obsirne povrSine kemokina CCL2. Prav tako
smo ugotovili, da klon 12.3.13 (12.3.28) izkazuje niZjo afiniteto do tarénega protitelesa

navkljub visoki stopnji homologije izrazenega peptida ostalim vezalcem.

Z uporabo dveh racunalniSkih programov (EpiSearch in Pepitope) smo aminokislinska
zaporedja vseh stirih peptidnih ligandov monoklonskega protitelesa S101 poravnali s 3D-
strukturo makromolekule proteina CCL2 in tako identificirali AK-ostanke kemokina, ki naj
bi tvorili konformacijski epitop uporabljenega protitelesa. Konformacijski epitop
najverjetneje tvorijo Y13, P37, E39 in K35 ali K38. Med eksperimentalnim delom smo
spoznali, da je za pridobitev zanesljivih rezultatov bistvena pravilna izbira selekcijskih

pogojev oz. Stevilo selekcijskih ciklov. Obenem se moramo zavedati, da je kartiranje
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konformacijskih epitopov tezavnejSe in manj zanesljivo, kot je Kartiranje linearnih
antigenskih determinant. UpoStevajo¢ slednje, moramo na dobljene rezultate
raCunalniSkega kartiranja gledati z veliko mero previdnosti ter jih primerjati z rezultati

predhodno izvedenih raziskav.

Magistrsko delo bi lahko nadgradili s tem, da bi na podlagi znanega aminokislinskega
zaporedja peptidov, pripravili sintezne peptide, s ¢imer bi preverili njihovo morebitno
antagonisticno delovanje na receptor CCR2 o0z. sposobnost zaviranja kemotakse. Kot
nadaljnji korak bi bilo mozno izvesti Se substitucijo posameznih AK z drugimi in tako Se z
ve¢jo mero zanesljivosti dolo¢iti, Kkateri AK-ostanki so bistveni za tvorbo

konformacijskega epitopa.
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