Abstrakt
Mezibunécna komunikace umoznuje bunkam vzajemné interagovat a komunikovat se svym

okolim pro koordinaci zékladnich ¢innosti a funkci. Imunitni bunky, rozptylené po celém téle, se
pfi vyméné informaci s jinymi imunitnimi a somatickymi burikami zejména spoléhaji na signalni
molekuly a rozpoznavajici receptory. Proto mlze dysregulace bunééné komunikace narusit
normalni bunécné funkce a vést k rozvoji patologickych stavll. Rozsahly vyzkum v imunologii
identifikoval nékolik specifickych signalnich mediatorl, které jsou v rdznych podminkach
dysregulovany nebo zneuzivany. Hlavnim cilem tohoto doktorského projektu je proto
terapeutické cileni imunitnich receptor( v patologickych stavech, jako je autoimunita a rakovina.

V tomto projektu byl pouzit pristup proteinového inzenyrstvi k vyvoji malych proteinovych
vazebnych molekul s potencidlnim vyuzitim ve vyzkumu, diagnostice a terapii. Tyto nové
proteinové vazebné molekuly byly vyvinuty z vysoce komplexni kombinatorické knihovny
vytvorené mutagenezi vybranych rezidui albumin-vazebné domény (ABD) nebo Myomedinového
proteinového skafoldu. Tento pristup rozsifuje sadu terapeutickych proteinl o specifické vysoko-
afinitni malé proteinové vazebné molekuly s priznivymi biofyzikalnimi vlastnostmi, které lIze
vyrabét v nakladove efektivnim bakterialnim systému. Funkcni aktivita a dcinnost téchto
vazebnych molekul byly hodnoceny jak v in vitro, tak in vivo modelech nemoci.

Pro pocatecni molekularni cil byl vybran receptor interleukinu-6 (IL-6) kvdli jeho zapojeni
do rliznych autoimunitnich chorob, jako je imunoglobulin A nefropatie (IgAN) a chronické strevni
zanéty, stejné jako vyznamny prispévek k progresi rakoviny piisobenim na nadorové bunky nebo
nadorové mikroprostredi. K inhibici signalizace IL-6 byla fizenou evoluci vyvinuta sbirka od ABD
odvozenych malych proteinovych vazebnych molekul NEF cilenych na IL-6 receptor alfa (IL-6R).
Vysledné ABD varianty prokazaly specifitu a vysokou afinitu vazby k IL-6Ra, stejné jako inhibicni
potencial. Tyto ABD vazebné molekuly Ucinné potlacily maturaci B bunék, coz poskytuje zaklad
pro dalsi vyzkum jejich aplikovatelnosti v IgAN. Rostouci mnozstvi dlikazd zd(raziuje dalezitost
IL-6 v IgAN, jak je diskutovano v prehledovém clanku publikovaném jako soucast této doktorské
studie. Také NEF varianty cilené na signalizaci IL-6 Ucinné snizovaly markery stfevniho zanétu v
chemicky indukovaném modelu kolitidy u mysi. Nakonec blokatory NEF vykazovaly vyznamné
snizeni proliferace a migrace nadorovych bunécnych linii, pficemz v nékterych pripadech
prekonavaly komercni protilatku Tocilizumab. Povzbuzujici experimentalni vysledky inspirovaly
podani patentové prihlasky, ktera je v soucasnosti hodnocena Ufadem priimyslového vlastnictvi
Ceské Republiky.

Dalsi ¢ast doktorského projektu byla zamérena na cileni signalizace zprostredkované IL-22
pfi IBD. Podle souCasného stavu poznani ma signalizace IL-22 dvoji roli ve stfevnim zanétu v

zavislosti na kontextu choroby. Pomoci proteinového inzenyrstvi byly z kombinatorické knihovny



ABD vyvinuty ABR varianty, které specificky cili na podjednotku IL-22R1 komplexu receptoru pro
IL-22. Specifita a inhibi¢ni potencial blokator IL-22R1 byly prokazany v in vitro testech. Navic
vyvolané DSS u mysi, coz zdlraznuje vyznamnou roli signalizace zprostfedkované IL-22 ve
stfevnim zanétu. Proto mohou ABR proteiny poskytnout cenné molekularni stopy pro budouci
vyvoj lékd na IBD.

Déle tato doktorska prace zahrnuje vyzkumné Gsili na vyvoji terapeutickych nastroju k
predikci Ucinnosti terapie pomoci blokace imunitnich kontrolnich bodd u pacient( s rakovinou. V
tomto kontextu byly z myomedinovéeho skafoldu vyvinuty MBA ligandy cilené na PD-1 jako
molekularni cil, které rozpoznavaji jak lidské, tak mysi receptory s vysokou specifitou a afinitou.
Diagnosticky potencial MBA ligand( byl hodnocen pomoci tkanovych fezl lidské kréni mandle a
na rezech pacientd s nemalobunécnym plicnim karcinomem (NSCLC), a také pomoci in vivo
zobrazovani pozitronovou emisni tomografii (PET) u mysi.

Nakonec, s ohledem na rostouci roli receptoru 2 myeloidnich bunék (TREM-2) u
zanétlivych poruch a rakoviny, byla prezkoumana bunécna a molekularni biologie TREM-2
v pfehledovym ¢lanku. Navic byla zd(raznéna klinickd relevance TREM-2 v progresi rakoviny a
terapeuticky potencial molekul cilenych na TREM-2 v terapii rakoviny samostatné nebo v

kombinaci s inhibitory imunitnich kontrolnicbodd.



