Abstrakt (CZ)

Protein-proteinové interakce (PPI) maji zasadni roli v Zivotnich procesech a jejich abnormality
jsou Casto spojené s vznikem nemoci. Vzhledem ke své dileZitosti dostavaji PPl ¢im dal tim vice
pozornosti a staly se cili zasahu rlznych 1é¢iv. Navrh konkrétnich PPI a jejich modulace je vsak
narocny. Interakce cytokin( s jejich receptory jsou zvlasté dllezité pfi regulaci imunitniho
systému. Nadmérnd produkce interleukinu-10 (IL-10) ma za nasledek nadmérné imunosupresivni
ucinky, rast nadoru a infekci. Interakce mezi receptorem interferonu gama 2 (IFN-yR2) a
interferonem gama (IFN-y) vede k aktivaci signdlnich drah, ale mechanismus takové interakce je
stdle nepopsany. Interleukin-24 (IL-24) je dalsi cytokin, ktery signalizuje prostfednictvim
receptor(l sdilejicich receptorovou podjednotku 2 interleukinu-20 (IL-20R2) a ma dUleZitou roli v
autoimunité a rakoviné.

Cilem této Ph.D. prace je studium PPl z nékolika hledisek s dirazem na jejich specifi¢nost. Prvnim
cilem je vyvinout nové proteinové leseni, které bude nasledné pouzito pro vyvoj vysokoafinitniho
pojiva specifického pro lidsky IL-10. Druhym cilem je pochopeni strukturniho zakladu receptorové
specifity lidského IFN-y. Tfetim cilem je modulace vazebné afinity mezi lidskym IL-24 a jeho
receptorem IL-20R2 za pouziti foto-responzivnich nekanonickych aminokyselin a svétla.

N-termindlni doména monomerniho lidského proteinu nazvaného PIH1, s odliSnou strukturou od
drive znamych neprotildtkovych proteinovych leseni, byla navrzena jako nase nové proteinové
leSeni nazvané 57aBi. Funklnost této molekuly byla demonstrovdna jejim vyvojem jako
vazebného proteinu cileného proti IL-10 s nanomolarni vazebnou afinitou pomoci metod fizené
evoluce. Struktury dvou vazebnych latek feSené rentgenovou krystalografii ukazaly, ze nami
vyvinuté proteiny sdileji podobné sloZeni s plivodni molekulou. Krystalova struktura IFN-yR2
navic odhalila dulezitost urcitych aminokyselin, glykosylace a tvorby disulfidovych vazeb pro
specifické interakce jak s interferonovym gama receptorem 1 (IFN-yR1), tak s IFN-y. Pokud jde o
kontrolu vazby mezi IL-24 a IL-20R2 za pouZiti svétla a expanze genetického kddu za ucéelem
vloZzeni nekanonické na svétlo citivé aminokyseliny, bylo zjiSténo, Zze aminokyslina nesouci
fotoklec, nitrobenzyl-tyrosin (NBY), na IL-20R2 je dostatec¢né ucinna k potlaéni vzniku PPI. Po
opétovném UV ozareni doslo k obnoveni vazby. Pomoci dal$i implementace NBY do IL-24 a po
vystaveni zareni o vinové délce 365 nm se navic podafilo i spustit signalni kaskadu JAK/STAT.

Kombinaci fizené evoluce, strukturni biologie a fotoxenoproteinového inzenyrstvi byla osvétlena
problematika specificnosti a modulace PPl zahrnujici cytokiny a jejich receptory.



