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ABSTRAKT (CJ)

Receptor DCL-1 (CD302) vyskytujici se pfedevsim na povrchu dendritickych bunék je
na zakladé¢ sekvencni podobnosti zafazen do rodiny C-lektinovych receptoru. Jelikoz vsak jeho
extracelularni doména postrada jakékoli motivy pro vazbu sacharidovych struktur v koordinaci
s kationtem vapniku, lze pfedpokladat, ze pokud bude sacharidové struktury vazat, nebude se
tak dit klasickou cestou jako napfiklad u manosového receptoru nebo receptoru DEC-205.
V ramci kolokalizace DCL-1 s F-aktinem se nabizi pfedpoklad, ze hraje urcitou roli v bunécné
adhezi a migraci. Dalsi pfedpokladanou funkci DCIL-1 je receptorem zprostfedkovana
endocytéza a nasledné smérovani do lysozomu. V poslednich letech byl tento receptor také
spojovan s rozlicnymi patologickymi stavy.

Experimentalni c¢ast této prace lze rozdélit do tif udrovni. V prvni fazi probéhla
produkce proteinového konstruktu zalozeného na extracelularni doméné¢ DCL-1 v M9
minimalnfm médiu, kde byl pfitomen jako jediny zdroj dusfku "NH,Cl a jediny zdroj uhliku
PC glukéza. Timto byl ziskdn "N a “C znadeny protein, kterj byl pouzit pro NMR méfeni.
Druha cast prace se zabyva vyhodnocenim NMR spekter, ktera umoznila pfifazeni frekvenci
atomum peptidové patefe i alifatickych postrannich fetézci aminokyselin. Na zakladé
informace o chemickych posunech jader peptidové patete byly provedeny predikce
sekundarnich struktur, které byly porovnany s homolognim modelem.

V posledni ¢asti je popsan experiment chemického zesiténi proteinu, pfi kterém byla
pouzita dvé homobifunkéni ¢inidla (DSG, DSS) a jedno ¢inidlo heterobifunkéni (EDC).
Analyza sitovacich reakci byla provedena technikou hmotnostni spektrometrie. Jelikoz jesté
neni hotova predikce terciarni struktury proteinu, nebyly vysledky analyzy na modely

aplikovany.



ABSTRACT (EN)

The DCL-1 receptor (CD302) is predominantly expressed on the surface of dendritic
cells and according to its sequence similarity DCL-1 is classified as a C-type lectin. Since its
extracellular domain lacks single motives for carbohydrate binding in coordination with
calcium ions, it is probable that the process of carbohydrate binding does not occur through
the classical pathway as described in the case of mannose receptor or the DEC-205 receptor.
Due to its colocalization with F-actin there is a presumption, that DCL-1 plays a role in cell
adhesion and migration. Another role of DCL-1 could be the participation in endocytosis and
subsequent targeting to lysosomes. DCL-1 was also put in connections with various
pathologies in last few years

Experiments described in this work can be divided into three sections. In the first part
I dealt with production of a protein construct based on the extracellular domain of DCL-1.
The protein was produced in M9 minimal medium with the only source of nitrogen "NH,CI
and the only source of carbon C glucose. The result was “N,"C labelled protein, used for
NMR measurements. The second part is dedicated to the analysis of NMR spectra, which
enabled us to assign frequencies of protein backbone and aliphatic side chains atoms. On the
base of the backbone chemical shifts the secondary structure predictions were made.

The experiment described in the last part is applied to protein chemical cross-linking.
Two homobifunctional (DSG and DSS) and one heterobifunctional (EDC) agents were used.
The analysis of cross-linking reaction was made by mass spectrometry. Since the tertiary
structure prediction is not finished yet, the results of this analysis were not applied on the

current models.
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SEZNAM ZKRATEK

ABHD14B
AcN

APS

BCA

BSA

CBB
CBCA(CO)NH
CD

<DNA

CRD

CTLD

DC
DCL-1

DC-SIGN

DEC-205
DMSO

DSG

DSS

DTT

EDC

EDTA
GEP-NET
HAc
(H)CC(CO)NH

H(CC)(CO)NH

abhydrolasova doména obsahujici 14B

acetonitril

peroxodisiran amonny

bicinchoninova kyselina

hovézi sérovy albumin (angl. bovine serum albumine)
Coomassie Brilliant Blue

3D NMR experiment pro piifazeni signalt C* a C* uhlikim peptidu
systematické rozdéleni receptort (cluster of differentiation)
DNA syntetizovana reverzni transkriptasou podle mRNA
doména rozpoznavajici sacharidové struktury

(angl. carbohydrate recognition domain)

doména lektint typu C vazajic{ sacharidové struktury

(angl. C-type lectin domain)

dendritické bunky (angl. dendritic cells)

lektin typu C asociovany s DEC-205

(angl. DEC-205-associated C-type lectin-1)

receptor typu C lektina (dendritic cell-specific intercellular adhesion
molecule-3-grabbing non-integrin)

receptor typu C lektint

dimethyl sulfoxid

disukcinimidyl glutarat - deuterovany

disukcinimidyl suberat - deuterovany

dithiothreitol

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
ethylendiamintetraoctova kyselina

gastroenteropankreaticky neuroendokrinni tumor

kyselina octova

3D NMR experiment pro pfifazeni signalt uhlikim postrannich
fetézct aminokyselin

3D NMR experiment pro pfifazeni signalt vodikim postrannich

fetézcu aminokyselin v peptidu



HCCH-TOCSY

hDSG
hDSS
HIV

HNCA
HNCACB
HN(CA)CO

HNCO

HN(CO)CA

HN-TOCSY-HSQC

HRS
HSQC

ICAM-3

IL
IPTG

LB (médium)
M9 MM
MBL

MES

MHC

MR

mRNA
NHS

NK (bunky)
NMR

3D NMR experiment pro pfifazeni signalt vodikim postrannich
fetézcu aminokyselin v peptidu

DSG — nedeuterovany

DSS — nedeuterovany

virus zpusobujic{ imunodeficienci

(angl. human immunodeficiency virus)

3D NMR experiment pro pfifazeni signald C* uhlikim peptidu
3D NMR experiment pro pfifazeni signlé C* a C* uhlikim peptidu
3D NMR experiment pro pfifazeni signalt karbonylovym uhlikim
peptidu (C)

3D NMR experiment pro pfifazeni signalt karbonylovym uhlikam
peptidu

3D NMR experiment pro pfifazeni signald C* uhlikim peptidu
3D NMR experiment pro pfifazeni signalt vodikim postrannich
fetézct aminokyselin v peptidu

Hodgkinovy bunky a buniky Reedové a Sternberka

2D NMR experiment

(angl. heteronuclear single quantum coherence)

molekula ucastnici se mezibunééné adheze

(angl. intercellular adhesion molecule 3)

interleukin

izopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

na ziviny bohaté médium (angl. lysogeny broth)

M9 minimalni médium

manoézu vazajici lektin (angl. mannose-binding lectin)
2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina

hlavn{ histokompatibilni komplex

(angl. major histocompatibility complex)

mandsovy receptor

mediatorova kyselina ribonukleova

N-hydroxysukcinimid

pfirozené zabijecské bunky (angl. natural killer cells)

nuklearn{ magneticka rezonance



NOE
PAMP

PDB

PIPES
PMSF
PPT

PPWD1
SDS
SDS-PAGE

siRNA

TEA
TEMED
TFA
TGF
TNF
TOCSY
TRIS

nuklearni Overhausertv efekt

molekularni struktury charakteristické pro patogeny
(angl. pathogen-associated molecular patterns)
databaze strukturnich dat biologickych makromolekul
(angl. protein data bank)

kyselina piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonova))
fenylmethansulfonylfluoride

databaze databazi proteinovych vlastnosti

(angl. protein property prediction and testing database)
peptidylprolylisomerasa obsahujici WID40 repetice
dodecylsulfat sodny

SDS elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

(angl. SDS polyacrylamide gel electrophoresis)
dvouvlaknova RNA ovliviiujici expresi gent

(angl. short interfering RNA)

triethanolamin

tetramethylethylendiamin

trifluoroctova kyselina

faktor nadorového rustu (angl. tumor growth factor)
faktor nadorové nekroézy (angl. tumor necrosis factor)
typ NMR experimentu (angl. total correlation spectroscopy)

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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(1) UVOD

1.1) Receptor DCL-1

Receptor DCL-1 (v CD systému zafazeny pod indexem CD302) byl objeven zcela
nahodou M. Katoem et al pfi pokusu o naklonovani multilektinového receptoru DEC-205
(CD205) 7 linie nadorovych bunék 1.428 (odvozené od linie bunék Hodgkinova lymfomu). "

Gen pro DCL-1 je lokalizovan na chromozomu 2, ktery obsahuje tzv. klastr
transmembranovych C-lektind I typu. Kromé genu pro DCL-1 jsou zde lokalizovany
napifklad geny pro receptor fosfolipasy A (PLA,R) a DEC-205. Sekvence genu pro DCL-1 se
sklada ze Sesti exont, pficemz exon 1 kéduje N-terminalni signalni sekvenci, exony 2, 3 a 4
kéduji C-lektinovou doménu (CTLD) na kterou navazuje exonem 5 kdédovana spojka
a exonem 6 kédovana transmembranova a cytoplazmaticka doména.

U mysi, potkant — obecné savcu (nikoli dalsich obratlovcet) je mozné nalézt orthologni
formy tohoto receptoru (Obr. 2, str. 12). Jelikoz se zatim nepodafilo nalézt Zadné paralogni
formy DCL-1, nabizi se myslenka, Ze funkce tohoto receptoru je v ramci zminénych
zivocisnych druhi velmi zachovald — bez moznosti nahrady jinym receptorem.

Z hlediska zastoupeni receptoru v jednotlivych tkanich lidského téla dosahuje nejvyssi
urovné exprese mRNA pro DCL-1 ve tkani jater, plic, slinivky a dale v ramci populace
leukocyta periferni krve. V téchto tkanich byla mRNA detekovana pfedev§im v burikach
ucastnicich se procesu fagocytézy a prezentace antigenu — tedy hlavné na monocytech,
myeloidnich a plazmocytoidnich dendritickych bunkach (DC), makrofazich a granulocytech,
nikoli ~ vsak na  B-lymfocytech,
T-lymfocytech a pfirozenych
zabfje¢skych bunkach (NK burkach).
Nejvétsi  mnozstvi  povrchového
receptoru pak bylo detekovatelné
na monocytech a myeloidnich DC
(Obr. 1), zatimco (ve shodé s drovni
exprese mRNA) na B-lymfocytech,
T-lymfocytech a NK bunkach nebyl
DCL-1 detekovan vubec.

Obr. 1 Dendritické butikyl’!
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Povrchovy DCL-1 byl navic identifikovan ve dvou verzich. Na monocytech pfevladala
forma o molekulové hmotnosti 24 kDa, kdezto na makrofazich a DC byla dominantni forma
o hmotnosti 30 kDa. U mysi byla pozorovana zkracena forma, ktera postradala exon 5,
kédujici usek mezi CTLD a transmembranovou doménou, ktera vsak nebyla u lidské formy

potvrzena, tudiz je stale zdhadou, jak pfesné tento kratsf, 24 kDa, alternativn{ protein vznika.”
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Obr. 2 Aminokyselinové sekvence lidskéhol¥, potkanihoPla mysihol/DCL-1

1.2) DCL-1 - C-lektin

DCL-1 byl na zakladé lokalizace genu a sekvencni podobnosti zafazen do tfidy
C-lektinovych receptoru.

C-lektinové receptory obecné hraji klicovou roli v mnoha imunitnich procesech.
Pfirozené imunitni odpovédi se ucastni jak rozpustné formy (kolektiny), které se podileji
napifklad na neutralizaci patogent aktivaci komplementové kaskady, tak formy membranové,

které zprostfedkovavaji endocytézu a nasledného dopraveni patogentt do vnitrobunécénych
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kompartmentt. Soucasti adaptivni imunitni odpovédi jsou potom selektiny, které

zprostiedkovavaji interakce mezi leukocyty a endotelialnimi bunkami, a receptory na povrchu

NK bunck.”

DCL-1 obsahuje ve své sekvenci n¢kolik motiva spolecnych C-lektinim (Obr. 3).

- v extracelularni doméné najdeme 6 vysoce konzervovanych cysteint, jejichz role bude
pravdépodobné spocivat ve stabilizaci terciarni struktury sacharidy rozpoznavajici
domény (CRD) "l

- v cytoplazmatické doméné jsou pak lokalizovany sekvence, které mohou umoznit
endocytézu/internalizaci  receptoru, jeho nasmérovani do lysozomu, pifpadné

fosforylaci a N-glykosylaci’!
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Obr. 3 Aminokyselinova sekvence lidského DCL-1H s vyzna¢enymi motivy, které jsou spoleéné
C-lektinovym receptoram.
Modfe podtrzené — cysteiny (C?4, C36, C%, C138 CI# a C152), zelené je podtrzené potencialni
misto pro N-glykosylaci (N102 M0 T11) ¢ervené podtrzeny je mozny internaliza¢ni motiv
(F205 - Y213) fialové podtrzeni oznacuje potencidlni endocyticky signal (219 V220 V221) 3 oranzove

podtrzena sekvence E??3 — E?% je potencialnim signalem pro smérovani do lysozoma./?

Do rodiny C-lektinovych receptora (Obr. 4, str. 14) jsou zafazeny proteiny zivocisného
ptvodu, jejichz funkce — tedy vazba sacharidovych struktur — je zavisla na pfitomnosti Ca**
kationtu. Vazba sacharida je zprostfedkovana tzv. sacharidy rozpoznavajici doménou.
Dvojmocny kation Ca’* je vramci CRD koordinovan pfes postranni fetézce kyselych
a bazickych aminokyselin. V pifpad¢ motivu ,,WND* se koordinace vapniku kromé
postrannich fetézcu ucastni i karbonylova skupina asparaginu, kterd je soucasti peptidové
vazby. Celkem jsou zde 3 koordinaéni vazby (W se koordinace neucastni). Napfiklad
umanosu vazajictho lektinu (MBL) se koordinace ucastni ,,EPN“ motiv — konkrétné
karbonylové skupiny postrannich fetézci E a N, které jsou do spravné polohy situovany

prostfednictvim mezi nimi lezictho prolinu. Zaroven pak tvofi vodikové mustky s vazanym
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sacharidem (v piifpadé¢ tohoto motivu manosou). Obdobna situace nastava u motivu ,,QPD*,
tedy s tim rozdilem, Ze zde vizanym cukrem je galaktosa.”™ Tato schopnost C-lektint
je dulezita pro rozpoznavani povrchovych molekularnich znaka asociovanych s patogeny

(PAMPs).1

N
N N
@ C-lektinova doména
D fibronektinova doména typu Il
IZ ricinova doména typu B
mezibunécny
prostor
cytoplazma ‘
C
c C
DCL-1 DEC-205 MR PLAR

Obr. 4 Schematické znazornéni receptoru DCL-1 spolu s vybranymi zastupci rodiny manosového

receptoru.

DCL-1 vsak postrada jakékoli aminokyselinové motivy zodpovédné za vazbu sacharida
v koordinaci s vapnikem. Lze tedy pfedpokladat, ze pokud bude sacharidy vazat, nebude
se tak dit klasickou cestou (jako naptfklad u MR nebo DEC-205)."

Dal$i nezanedbatelnou funkei C-lektint — konkrétné rodiny manosového receptoru,
je smérovani imunitnich bunék do mista imunitni odpovédi na zakladé vazby sulfatovanych
sacharidu prostfednictvim N-koncové domény obsahujici 3 cysteinové pary. Takto mohou byt

DC smérovany naptiklad do germinilnfho centra.”
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Jisté nikoli posledni funkei C-lektinovych receptort je aktivace proliferace T-lymfocytt
(interakci DC-SIGN s ICAM-3)", nebo naopak vazba ligandt vyskytujicich se na
apoptotickych/nekrotickych lymfocytech (v tomto piipadé jsou ligandy proteinové povahy
a jako receptor jim slouz{ DEC-205).!""

U DCL-1 byla prostfednictvim znacenych protilatek pozorovana schopnost endocytozy
povrchového receptoru s navazanou protilatkou a nasledné smérovani komplexu
do fagolysozomu. Jako endocyticky receptor nebyl DCL-1 nejefektivnéjsi, napifklad oproti
manosovému receptoru makrofaga a DEC-205, coz je nejspis piimy dusledek kolokalizace
receptoru s F-aktinem, ktera zde probiha pravdépodobné nepfimym mechanizmem.
Dusledkem je lokalizace receptoru hlavné na filopodiich a bazalnim kortexu, coz naznacuje, ze

DCL-1 muze hrat urcitou roli v bunécné adhezi a migraci.

1.3) DEC-205/DCL-1 fuzni protein

Jak jiz bylo feceno, prvni zminka o DCL-1 byla v souvislosti se snahou o naklonovani
receptoru DEC-205 z linie bun¢k 1.428.

DEC-205 hraje nezanedbatelnou roli pfi internalizaci antigend prostfednictvim
endocytickych vacka, které jsou smeérovany do pozdnich endozomt nebo lysozomd,
ve kterych probiha zpracovani antigenu a prostrednictvim MHC glykoproteint II tfdy jejich

naslednd expozice na povrchu tzv. antigen prezentujicich bunék.! ")

Exprese tohoto
receptoru je pak nejvyssi na maturovanych myeloidnich DC (a to az v padesatkrat vétsim
mnozstvi nez na nematurovanych, coz je nasledkem jak de movo syntézy, tak translokace
z intracelularnich kompartmentd) a to pfedev§$im v uzlinnych tkanich, dale na monocytech,
B-lymfocytech a v mensi mife i na T-lymfocytech a NK burikach. !

Na L1428 bunkach dochazelo k expresi dvou variant fuzniho proteinu (Obr. 5, str. 16).
Prvni (delsi) varianta sestavala z extracelularn{ domény pochazejici od DEC-205, ktera byla za
10 CRD fazovana v misté spoje signalniho peptidu a CRD na DCL-1, ze kterého byla
piitomna kompletni CRD, transmembranova doména a cytoplazmatickda doména. Druha
varianta byla zkracena o posledni tfetinu 10. CRD z DEC-205. Jelikoz je gen pro DCL-1
lokalizovan 5.4 kb za tsekem koédujicim DEC-205, neni vznik fazniho proteinu dilem Spatné
terminace transkripce. Pravdépodobné zde dochazi ke kotranskripci a intergenovému
sestfihu.!! Tento jev neni povazovan za zcela obvykly. Do roku 2006 bylo v literatufe popsano

pouze 13 molekul, u kterych k nému dochazelo. Akiva et al v§ak ve své praci uvadi, ze tento

»fuzni chimerizmus® mize byt mnohem rozsifenéjsi. Pro stfedni vzdalenost, kdy muaze dojit
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ke kotranskripci uvadi hodnotu 8.5 kb (ovSem nalezli i pfipady, kdy byla vzdalenost mezi geny
vétsi nez 50 kb).!""

mRNA pro fizni protein DEC-205/DCL-1 je nevyssi mérou exprimovéana v bufikich
Hodgkinova lymfomu!, dile v monocytech, nematurovanjch DC a v ponékud vétsim
mnozstvi v maturovanych DC. Piitomnost fuznfho proteinu byla ovsem detekovana pouze na
maturovanych DC!"! (Dr. Kato et al se zabyvali pouze rovni exprese mRNA)

cytoplazmaticka
membrana

J;_L
L

N—l | H CRD1 H CRD2 H CRD3 H CRD4 H CRDS H CRD6 H CRD7 H CRD8 H CRD9 H CRD10

N—| l H CRD1 H CRD2 H CRD3 H CRD4 H CRD5 H CRD6 H CRD7 H CRD8 H CRD9
N% | H CRDA H CRD2 H CRD3 H CRD4 H CRD5 H CRDB H CRD7 H CRD8 H CRDY |—ﬁ—| gglﬁ

Obr. 5 Schéma receptoru DCL-1, DEC-205 a dvou fuznich variant, jejichz mRNA byla identifikovana
v L1428 burkach.

CRD - sacharidy vazajici doména, CD — cytoplazmatickd doména

1.4) Patologie spojené s DCL-1 a fiznim proteinem

DCL-1 byl poprvé zminén v souvislosti s buttkami Hodgkinova lymfomu. Thomas
Hodgkin jiz v prvni poloviné 19. stoleti dal do souvislosti umrti pacientta se zvétSenim
lymfatickych uzlin — vcetné sleziny, na kterych bylo mozné pozorovat i zménu
struktury."'Hodgkintv lymfom byl pozdéji charakterizovan piitomnosti tzv. Hodgkinovych
bun¢k — velikych jednojadernych bunék) a bunék Reedové a Sternberka (velikych
vicejadernych bunék) ve tkinich zasazenjch nidorem.!”™ Na zakladé exprese povrchovych
struktur se puvodné predpokladalo, ze HRS bunky maji ptvod v bunkach dendritickych, které
podlehly malign{ transformaci.””"

Nov¢jsi studie se vsak pfiklani k teorii, ze dochazi k transformaci B-lymfocytu v ramci
germinalniho centra (muze to byt lymfocyt, ktery timto zpusobem unikne pfed apoptézou,
nebo zde muze pusobit vnéjsi podnét — diskutovan byl virus Epsteina a Barrové). Vsichni se
ale shoduji na tom, e HRS buriky pochdzi z jednoho maligntho klonu.?"*? Zajimavé je, jaké
si kolem sebe tyto nddorové bunky vytvareji mikroprostfedi. Samy HRS bunky exprimuji fadu
receptori — pfedevsim z rodiny TNF receptort, bézné se vyskytujicich na aktivovanych

1 neaktivovanych lymfocytech (CD30, CD40, CD80, CD86 atd.), které podporuji proliferaci,
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diferenciaci a aktivaci pfedevsim T a B-lymfocytd. Samy pak produkuji fadu interleukindg,
stimulujicich rast a diferenciaci hlavn¢ B a T-lymfocyta (IL-5, IL-6, 1L-7, IL-13), dale
1 prozanétlivy TNF-a, proapoptoticky TGF-$ a funkci makrofagu inhibujici IL-10. Od bunék
v okoli (granulocytt, T a B-lymfocytd, mastocytd, eozinofilt i bunék fibroblastu) se HRS
bunkidm dostava bezpocet signala — napfiklad kostimulacni signal pro T-lymfocyty
prostiednictvim CD30L, signal pro indukci proliferace a aktivaci B-lymfocyta prostfednictvim

23)[24

CD40L,, déle jsou stimulovany i prostiednictvim I1.-6, I1.-7, atd.”"*¥ Disledkem je kompletni

vytazen{ T-bunééné odpovédi, k ¢emuz navic pfispfvaji i makrofigy asociované s nidorem.”
Otazkou ale stile zistava, jakou roli zde hraje fuzni protein DEC-205/DCL-1, jehoz mRNA
je v bunkiach pfitomna v hojném mnozstvi, zatimco mRNA pro samotny DCL-1 zde

detekovana nebyla.!

V roce 2004 publikoval Fujimoto et al praci, ve které se zabyvali indukci genu
v souvislosti s rezistenci na inzulin zpusobenou vysokokalorickou stravou u potkant.
Vysledkem byla identifikace gent, jejichz exprese byla u takto manipulovanych potkana
podstatné vyssi — predevsim gent pro prozanétlivé cytokiny, chemokiny a mezi nimi i pro

DCI -1, a které by tedy mohly slouzit jako markery diabetu a inzulinové rezistence.*”

V dal$im pifpadé Yasuda et al identifikovali 24 gent spojenych s kardiomyogenezi. Na
zakladé RNA interference oproti DCL-1 zjistili, Ze ma negativni ucinek na vyvoj tlukoucich
svazku (v bunkach embryonalntho karcinomu, transfekovanych siRNA cilenou na DCL-1,
dochazelo k jejich lepsimu vyvoji). Po vyfazeni genu pro DCL-1 byla podpofena
kardiomyogeneze jak u bunc¢k embryonalnftho karcinomu, tak u embryonalnich kmenovych
bunck. Zavér je tedy takovy, ze DCL-1 je negativnim regulatorem diferenciace bunck

embryonalniho karcinomu i embryonalnich kmenovych bunék.””

Pii studii zabyvajici se genetickym profilem GEP-NET a jejich metastaz{ byly
Posorskim et al identifikovany 3 geny, které mohou pomoci urcit lokalizaci primarniho
nadoru. Pokud bylo v metastazich zjisténo vice jak tfinactinasobné navyseni exprese genu pro
DCL-1, primarni nador je lokalizovan v ileu, pfi ctyfnasobném narastu mRNA pro
ABHD14B byl piavodni nador lokalizovan v Zaludku a naopak pfi sniZzeni exprese mRNA pro
PPWD1 byla mistem primarnfho nadoru slinivka. Jelikoz je obvykle misto, odkud se metastaze
$iff $patné identifikovatelné, mohou tyto vysledky vyrazné napomoci pfi terapii. Otazkou ale

, o J , v . , : 28
nadile zdstava, zda droverl exprese mRNA koreluje s expresi proteinu.”*”
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V souvislosti s nefropatii spojenou s HIV infekci byla na zakladé biopsii prokazana
pfitomnost viru v podocytech, vnitinich epitelidlnich bunkach glomerulu. Jelikoz bylo
prokazano, ze DEC-205 umoznuje prostfednictvim endocytézy vstup HIV do bunck
renalniho kanalku, Mikulak et al pfedpokladali, ze bude hrat podobnou roli i u podocyti. Zde
vsak k endocytoze zprostfedkované DEC-205 nedochazelo. Pri¢inou nejspi§ bude exprese

fazniho proteinu DEC-205/DCIL-1, ktery vstup HIV do téchto bunék neumoznuje.”

Téchto nékolik ptipadu, kdy byl DCL-1 dan do souvislosti s rozli¢cnymi patologiemi

naznacuje, ze dalsi vizkum tohoto proteinu je pfinejmensim zadouci.
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(2) CILE PRACE

0 produkovat °C, "N znaéeny proteinovy konstrukt, odpovidajici extraceluldrni ¢asti
receptoru DCL-1

O pfipraveny protein renaturovat a purifikovat

pfifadit signaly NMR spekter atomim peptidové patefe

pfifadit signaly NMR spekter atomum postrannich fetézcti aminokyselin
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(3) MATERIAL

3.1) Pfistroje

Analytické vahy AL 54

Automatické pipety

Centrifuga Avanti J-26 XP

Centrifuga Induction Drive Centrifuge, J-6M
Centrifuga MiniSpin

Centrifuga Spectrafuge 16M

Dialyzaéni trubice

Chromatograf BioSys 510, Protein Purification
Inkubator (37 °C)

Kolona Superdex 75 HR, 10/300
Koncentrator 10 000 MWCO

Magneticka michacka MM 2A

Membrana na ultrafiltraci MWCO 10 kDa
Mikrokolonka Peptide Microtrap (0,1%0,8 cm)
Mikrostifkacky

Mikrotitracni desticky

Mikrozkumavky (V=1,5 ml)

Mrazici box (-80 °C) Biofreezer

pH metr Orion 2D star

pH metr ©200

Predvazky HF1200G

Souprava pro elektroforézu

Souprava pro elektroforézu
Spektrofotometr DU-70

Spektrofotometr SAFIRE 11

Sterilnf filtr, 0,2 um, PS

Ttepacka na Erlenmayerovy banky

Ttrepacka na zkumavky BigGer Bill
Ultrazvukova lazen

Ultrazvukova sonda Ultrasonic homogenizer 4710

Mettler Toledo, CR
Gilson, USA
Beckman, USA
Beckman, USA
Eppendorf, Némecko
Edison, USA
Sigma-Aldrich, USA
Beckman, USA

Pharmacia Biotech, Svédsko
Millipore, USA

Laboratorni piistroje Praha, CR
Millipore, USA

Michrom Biotresources, USA
Hamilton, Svycarsko

Nunc, Dansko

Trefflab, Svycarsko

Forma Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Beckman, USA

AND, USA

Bio-Rad, USA

Invitrogen, USA

Beckman, USA

Tecan, Rakousko

Whatman, USA

Sanyo Gallenkamp Ltd., UK
Thermolyne, USA
Bandellin, Némecko

Cole-Parmer Instrum. Co., USA
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Vakuova odparka Savant SPD 121P
Vakuova odparka Speedvac RC1010
Vialky se septem

Zdroj deionizované vody MilliQQ

Z.droj napéti PowerPac

3.2) Chemikalie

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
2-merkaptoethanol
4-ethylmorfolin

Acetonitril

Agar

Akrylamid

Azid sodny (NaN,)
Bacto-tryptone

Bacto-yeast extract

Bromfenolova modf

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cystamin

Cysteamin

Deoxyribonukleasa
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO,)
Dimethyl sulfoxid

Disukcinimidyl glutarat
Disukcinimidyl suberat
Dithiothreitol

Dodecylsulfat sodny

Ethanol
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Fenylmethansulfonylfluorid

GluC (zasobni roztok 1 mg/ml)
Glukosa °C

Glycerol

Thermo Fischer, USA
Jouan, Francie
Agilent, USA
Millipore, USA
Biorad, USA

Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Oxoid, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Oxoid, USA

Oxoid, USA
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
PENTA, CR
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko

Roche, Némecko
Euriso-Top, Francie

Sigma-Aldrich, USA
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Glycin
Guanidin hydrochlorid

Hovézi sérovy albumin

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat
(Na,HPO, X 12 H,0)

Hydroxid sodny (NaOH)

Chlorid amonny ("NH,CI)

Chlorid hofecnaty (MgCl,)

Chlorid sodny (NaCl)

Chlorid vapenaty (CaCl,)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kyselina chlorovodikova (HCI)
Kyselina octova (CH;COOH)
Kyselina piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonova))
L-Arginin

Leupeptin (zasobni roztok 100mM)
Methanol
N,N’-methylen-bis-akrylamid

Oxid uhlicity (CO,)

Dusik (N,)

Peroxodisiran amonny

Pyridin

Ribonukleasa A

Sacharosa

Siran hofecnaty (MgSO,)
Tetramethylethylendiamin
Thiaminhydrochlorid
Triethanolamin

Trifluoroctova kyselina
Tris(thydroxymethyl)aminomethan
Triton X-100

Trypsin (zasobni roztok 0,2 mg/ml)

Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko

Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR

Lachema, CR
Euriso-Top, Francie
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Linde, CR

Linde, CR
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
Raanal, Mad’arsko
Lachema, CR
Lachema, CR

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Fluka, Svycarsko
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Promega, USA

Vsechny pouzité chemikalie byly v nejvyssi komercné dostupné kvalité.
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3.3) Roztoky, pufry a ostatni material

Antibiotikum kanamycin (zasobni roztok 50 mg/ml v dH,O)
Sigma-Aldrich, USA

Antibiotikum tetracyklin hydrochlorid (zasobni roztok 5 mg/ml v EtOH)
Jersey Lab Supply, USA

LB médium:

1% bacto — tryptone, 0,5% bacto — yeast extract, 1% NaCl, pH 7,4

LB agar:
1,5% agar v LB médiu

1x vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu redukujici:
50mM TRIS-HCI, 100mM DTT, 7mM SDS, 1,5mM bromfenolova modf, 1M glycerol, pH 6,8

1 X vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu neredukujici:

50mM TRIS-HCI, 7mM SDS, 1,5mM bromfenolova modf, 1M glycerol, pH 6,8

Gel pro SDS elektroforézu — zaostfovaci — 5%, V=2 ml:

1,4 ml dH,0, 0,33 ml 30% roztoku akrylamidu (smés 29 g akrylamidu a 1 g bis-akrylamidu
v 100 ml dH,0), 0,25 ml 1,0M TRIS-HCI (pH 8,8), 0,02 ml 10% SDS, 0,004 ml TEMED
2 0,02 ml 10% APS (pfidan jako posledni)

Gel pro SDS elektroforézu — rozdélovaci — 15%, V=10 ml:

2,3 ml dH,0, 5,0 ml 30% roztoku akrylamidu (smés 29 g akrylamidu a 1 g bis-akrylamidu
v 100 ml dH,0), 2,5 ml 1,5M TRIS-HCI (pH 6,8), 0,1 ml 10% SDS, 0,004 ml TEMED

a 0,1 ml 10% APS (pfidan jako posledni)

Zasobn{ roztok akrylamidu:

1% N,N’-methylen-bis-akrylamid, 29% akrylamid

Elektrodovy pufr pro SDS elektroforézu:
10mM TRIS, 20mM glycin, 3,5mM SDS, pH 8,3

Marker pro SDS elektroforézu
Sigma-Aldrich, USA
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Barvici roztok pro polyakrylamidové gely:
0,25% CBB R-250, 45% methanol, 10% HAc

Odbarvovaci roztok pro polyakrylamidové gely:
35% ethanol, 10% HAc

Solny roztok M9 minimalniho média (21):

34,2 ¢ Na,HPO,x12 H,0, 6,0 ¢ KH,PO,, 1,0 ¢ NaCl, 2,0 ¢ "NH,Cl

M9 minimalni médium:
0,51 M9 MM solného roztoku, 0,1M CaCl,, 0,002M MgSO,, 0,001M thyaminhydrochlorid,
1,7 g °C glukosy

Sacharosovy lyzacni pufr pro izolaci inkluznich télisek:

0,73M sacharosa, 50mM TRIS-HCI, ImM EDTA, 1mM NaNj, pH 7,4

Pufr bez detergentu pro izolaci inkluznich télisek:

50mM TRIS-HCI, 100mM NaCl, 1mM ME, 1mM NaN;,, pH 7,4

Pufr s detergentem pro izolaci inkluznich télisek:

Pufr bez detergentu + 0,5% Triton X-100, pH 7,4

Roztok guanidinu pro renaturaci proteinu:

6M guanidin, 100mM TRIS, pH 8,0

Renaturac¢ni roztok:
0,4M arginin, 100mM TRIS, ImM EDTA, 5mM cystamin, ImM cysteamin, ImM NaN;,
pH 8,0

Roztok na dialyzu:

10mM TRIS, 15mM NaCl, 1mM NaN,, pH 8,0

Cinidlo pro stanoveni koncentrace proteind dle Bradfordové

Bio-Rad, USA

Cinidlo pro stanoveni koncentrace proteint reakci s bicinchoninovou kyselinou

Sigma-Aldrich, USA

Pufr pro NMR méfent:
25mM PIPES, 50mM NaCl, ImM NaNj;, pH 6,5
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Pyridinovy pufr pro reakce chemického zesiténi proteina:

50mM pyridin, 100mM NaCl, pH 6,5

TEA pufr pro reakce chemického zesiténi proteinu:

50mM TEA, 100mM NaCl, pH 7,5

Marker pro gradientovou elektroforézu See Blue

Invitrogen, USA

NuPAGE LDS vzorkovy pufr
Invitrogen, USA

NuPAGE MES pufr pro elektroforézu — 20x
Invitrogen, USA

NuPAGE gradientové gely — 4-12%
Invitrogen, USA

3.4) Vektor

phDCLIE — pfipravil RNDr. Daniel Kavan, Ph.D. Z komer¢né dostupného vektoru pET

30a(+) od firmy Merck (Némecko)

3.5) Bakterialni kmen

Escherichia coli BL21 (DE3) Gold, Stratagene, USA

_05_



(4) METODY

(A) PRODUKCE “C, "N ZNACENEHO PROTEINU
4.1) Transformace kompetentnich bun¢k

K 0,5 ml alikvoté kompetentnich bun¢k E. c/i BL21 (DE3) Gold bylo po rozmrznuti
na ledu pfidano 0,5 ug expresniho vektoru. Po pulhodinové inkubaci na ledu byly bunky
na 40 s ponofeny do 42°C lazné a nasledné opét vraceny na led. K alikvoté byl pipetovan
1 ml sterilntho LB média. Nasledovala 70min inkubace pii 37 °C, po které byly butiky
centrifugovany (5 min, 5000X g). Timto zpusobem byly bunky transformovany tzv. metodou
tepelného Soku, kdy byl umoznén vstup plazmidu s inkorporovanou cDNA pro cilovy protein
do kompetentnich bun¢k.

Centrifugaci ziskana peleta byla resuspendovana v malém mnozstvi supernatantu
a nanesena na LB agarovou plotnu, ve které byla pfitomna antibiotika. Miska s bakterialni

kulturou byla ponechana pfes noc inkubovat pfi 37 °C.

4.2) Vybér vhodnych produkEnich klont

Po inkubaci bylo z misky s narostlymi koloniemi vybrano 8 jednotlivych klonu. Jelikoz
byly buniky ponechany rtst na agaru obsahujicim antibiotika, mazeme fict, ze veskeré vzniklé
kolonie pochazeji z klont, které se uspésné povedlo transformovat plazmidem.

Takto selektovanymi bunkami bylo zaockovano c¢isté LB médium s antibiotiky. Bunky
byly za stalého tfepani (240 ot/min) inkubovany pfes noc pti 37 °C. Z kazdé takto pfipravené
stacionarni kultury byla v poméru 1/100 zaockovina dvé cista LB média s antibiotiky a tfi
hodiny tfepana pii 37 °C. Nasledné¢ byl vzdy k jedné z identickych kultur pfidan induktor
exprese — IPTG, jehoz vysledna koncentrace byla 0,5mM (tyto kultury ponesou oznaceni (+)),
zatimco druha kultura byla ponechana bez indukce (negativni kontrola (-)). Takto byly bunky
ponechany tfepat jesté¢ 2,5 hod.

IPTG zde pusobi jako induktor exprese tim, Ze se vaze na /lac represor, ¢imz umozni
transkripci genu pro virovou T7 RNA polymerasu, ktery je zanesen v genomu kompetentnich
E. coli, a nasledné transkripci cilového proteinu, jehoz cDNA je v ramci plazmidu umisténa za
T7 promotorem. T7 RNA polymerasa je velice efektivn{ enzym, ktery svou funkci a naslednou
translaci nasyntetizované mRNA zaméstna veskery proteosynteticky aparat bunky, coz nam

zaruci majoritni podil cilového proteinu.
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4.3) SDS-PAGE

Po ukonceni inkubace byly bunky centrifugovany (5 min, 8000X g) a pelety
resuspendovany - vzdy ve 100 ul jednou koncentrovaného redukujictho SDS vzorkového
pufru, dale povateny (5 min) a centrifugovany (5 min, 12000X g).

SDS pfitomné ve vzorkovém pufru se vaze na proteiny, udéluje jim uniformni zaporny
naboj a zaroven zapficifiuje denaturaci jejich nekovalentnich struktur, ¢emuz napomaha
1 vyrazné zahfati vzorku. Pro rozruseni disulfidovych mustka je do pufru pfidan DTT.

Pripravené vzorky byly naneseny do jamek v zaostfovacim gelu pfipraveném pro SDS
elektroforézu. Zaostiovaci gel obsahoval 5 % akrylamidového mixu, zatimco délici (spodni)
gel obsahoval akrylamidového mixu 15 %. Do krajni jamky gelu byl v objemu 5 pl pipetovan
marker.

SDS-PAGE probihala v prostfedi SDS elektrodového pufru za konstantniho proudu,
ktery byl nastaven na 30 mA pro zaostfovaci gel (15 mA na jeden gel) a 50 mA pro délici gel
(25 mA/1 gel).

Jelikoz maji pfi této metodé vSechny proteiny zaporny naboj, jehoz velikost koreluje
s velikosti proteinu, je mozné odlisit od sebe malé, stfedni az velké proteiny — v zavislosti na

hustoté zesit’ovani délictho gelu.

4.3.(A) Vizualizace gelsi

Po ukonceni elektroforézy byly gely na 10 min ponofeny do barvictho roztoku
CBB R-250 a poté odbarvovany v odbarvovacim roztoku, dokud nebyly jasné zfetelné

jednotlivé prouzky.

4.4) Produkce proteinu v M9 minimalnim médiu

Produkce buncék v minimalnim médiu umoznuje definovat zdroje pro stavbu
zakladnich komponent bunky, jako jsou nukleové kyseliny a proteiny. V nasem pifpadé byl
jedinym zdrojem dusfku "NH,Cl a jedinym zdrojem uhliku C glukosa.

Nejprve byly pfipraveny 2 litry M9 MM solného roztoku, ktery byl po 0,51 rozdélen do
21 Erlenmayerovych banék a nasledné sterilizovan. V dalsim kroku byla pfidana vapenata
a hofecnata sul, antibiotika a vitamin B,. Nakonec byl pfes filtr do kazdé banky pfidan

pfipraveny roztok "C glukosy, aby jejf vysledna koncentrace byla vzdy 1,7 g/0,5 1 média.
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Vybrané stacionarni kultury byly resuspendovany a kazda pfevedena vzdy do jedné
z banék. Ty byly ponechany tfepat (240 ot/min, 37 °C). JelikoZ je rast bakteril v minimalnim
médiu oproti klasickym — na ziviny bohatym médiim — znacné zpomalen, indukce exprese
0,>mM IPTG byla provedena, kdyZz opticka hustota pfesahla hodnotu 0,6 — méfeno oproti
dH,0.

Po indukci néasledovala jeste Sestihodinova kultivace pti 37 °C.

4.5) Izolace inkluznich télisek

Naprodukované bakterie byly centrifugovany (10 min, 5000x g, 4 °C) a ziskané pelety
dale zpracovany.

Pro ziskani inkluznich télisek ze sedimentovanych bunck bylo vyuzito metody
tyzického i chemického rozruseni bunék.

Nejprve byly pelety kratkymi pulsy ultrazvukové sondy resuspendovany vzdy ve 20 ml
sacharosového lyzacniho pufru s pfidanymi inhibitory proteas leupeptinem (c=2uM) a PMSF
(c=1mM). V dalsim kroku byly resuspendované pelety zmrazeny na -80 °C a nasledne
rozmrazeny. Cyklus sonikace — zmrazeni — rozmrazeni byl proveden celkem ctyfikrat.

Poté bylo ke smésim pipetovano vzdy 400 ul 1M MgCl,, 2 ul deoxyribonukleasy
(10U/ul) a 5pl ribonukleasy A (10 mg/ml). Inkluzni tliska byla takto ponechina pii
laboratorni teploté po dobu 30 min, béhem které byla dvakrat sonikovana ultrazvukovou
sondou.

Nasledovala centrifugace (15 min, 12000x g, 4 °C). Pelety byly ultrazvukovou sondou
resuspendovany v pufru obsahujicim detergent (Triton X-100) a inhibitory proteas leupeptin
a PMSF. V dalsim kroku byly smési centrifugovany (15 min, 12000x g, 4 °C) a opét
ultrazvukovou sondou resuspendovany — tentokrat v pufru bez detergentu, ovSem s inhibitory
proteas. Znovu byla provedena centrifugace (stejné podminky) a promyti pufrem bez
detergentu a zavérecna centrifugace, po které byla v peletach pfitomna inkluzni téliska, jez

bylo nutné dale renaturovat.

4.6) Renaturace proteinii metodou rychlého nafedéni

Ziskané pelety byly kazda rozpusténa v 1.5ml roztoku guanidinu. Nasledné byly
spojeny do jedné a metodou rychlého natedéni pfevedeny do renatura¢niho roztoku.
Pii této metodé je vzorek obsahujici protein po kapickach pfevadén do renaturacniho

roztoku, jehoZ objem je minimalné stonasobn¢ vétsi, nez objem vzorku.
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4.7) Dialyza, ultrafiltrace

Vznikla smés byla rozdélena do dialyzacnich trubic a ponechana dialyzovat pfi
4°Cvosmi litrech dialyzacntho roztoku (kontinuidlné michaného) po dobu Sesti hodin.
Dialyza pak byla jesté¢ jednou zopakovana.

Po dialyze bylo zapotiebi vnitini obsah trubic zakoncentrovat. Pro zakoncentrovani
velkého objemu vzorku byla pouzita ultrafiltra¢ni membrana s vylucovacim limitem (MWCO)
10 kDa, pfes kterou byl roztok pod tlakem inertntho plynu (N,) filtrovan. Pro
zakoncentrovani vzorku o malém objemu byly vyuzity centrifugacni koncentratory obsahujici
podobny typ membrany. Zde byl tlak inertniho plynu nahrazen pfetizenim pii centrifugaci

(4500 g).

4.8) OrientaCni stanoveni koncentrace proteinti

4.8.(A) Stanoveni koncentrace proteinii metodou dle Bradfordové

Princip této metody spociva ve zméné barvy cinidla (Coomassie Brilliant Blue G-250),
které se v kyselych podminkach vaze na protein (pfedevsim na postranni fetézce argininu),
¢imz je stabilizovana jeho existence jako aniontu.”

Orientacni stanoveni koncentrace bylo provedeno na zakladé vizualniho porovnani
barvy vzorku a kalibracnich roztokd, které obsahovaly BSA v koncentracich 0,1, 0,2, 0,3, 0,4
2 0,5 mg/ml.

Vzorky pro stanoveni byly pfipraveny smisenim 5 pl roztoku obsahujictho protein
s 200 ul ¢inidla a ponechany 15 min inkubovat pifi laboratorni teploté.

Absorbance vzorku spolu s kalibracnimi roztoky a slepym vzorkem pak byla méfena na

spektrofotometru SAFIRE II pfi vinové délce 595 nm.

4.8.(B) Stanoveni koncentrace proteinii reakct s bicinchoninovon kyselinon

Stanoven{ koncentrace proteint reakci s bicinchoninovou kyselinou je zalozeno na

: 2+ ¥ : ; ; ¥ v o . . .
redukci Cu”" iontu prostfednictvim postrannich fetézct aminokyselin cysteinu, tryptofanu
a tyrosinu. Podstatné vsak je, ze se na redukci podili i sama patef proteinu, diky ¢emuz je
f o N s . . - o . : +
stanoveni umérné i celkovému zastoupeni proteint v roztoku. S redukovanym iontem Cu
tvoff kyselina bicinchoninova barevny komplex, jehoz mnozstvi Ize stanovit

spektrofotometricky (absorpéni maximum komplexu je pfi vinové délce 562 nm)."
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Vzorky byly pro stanoveni pfipraveny smisenim 10 pul roztokd s200 ul cinidla
pfipraveného dle pokynt vyrobce a ponechany 45 min inkubovat pfi laboratorni teploté.
Absorbance vzorka spolu s kalibracnimi roztoky a slepym vzorkem pak byla méfena na

spektrofotometru SAFIRE II pfi vinové délce 562 nm.

Na zaklad¢ naméfenych absorbanci kalibracnich roztoku byly zkonstruovany kalibraéni
piimky a ziskané rovnice regrese byly pouzity pro vypocet mnozstvi proteinti ve vzorcich,

které byly pro stanoveni pfiméfené nafedény.

4.9) Gelova filtrace

Gelova permeacni chromatografie je separacni metoda, na jejimz zakladé je mozné
od sebe oddélit komponenty smési dle jejich velikosti. Kolony pro tuto metodu jsou obecné
plnény poréznim materidlem, tvofenym zesit'ovanymi polymery, coz ma za nasledek, ze malé
molekuly, které mohou snadno proniknout do dutinek v naplni, se oproti velkym molekulam
na koloné podstatné zpozd'uji. Nékteré molekuly — napfiklad velké agregaty a komplexy — jsou
elué¢nim cinidlem unaseny skrz kolonu, kterou projdou bez jakékoli interakce s pevnou fazi
a my je tak mizeme od cilovych proteint separovat.”"

Pro rozdéleni nasi smési byla pouzita kolona plnéna Superdexem 75 HR, jehoz matrice
je tvofena zesftovanou agarosou, na niz je kovalentné vazan dextran.”” Detekce proteini

v eluatu byla provedena spektrofotometricky pifi vlnové délce 280 nm, rychlost pratoku

mobilni fize kolonou byla nastavena na 0,4 ml/min.

4.10) Zakoncentrovani znaceného DCL-1, stanoveni koncentrace

Frakce zgelové chromatografie obsahujici cilovy protein byly zakoncentrovany
(2500% g) a metodou dle Bradfordové v nich byla stanovena koncentrace proteinu.

Na zaklad¢ vypoctené koncentrace byl vzorek dale zakoncentrovan (2500% g) na
vysledny objem 0,5 ml, ve kterém byla opét metodou dle Bradfordové stanovena koncentrace

proteinu.

Méfeni znaceného proteinu technikou NMR a zpracovan{ dat pro vyhodnoceni bylo

provedeno Mgr. Josefem Chmelikem, Ph.D. z MBU AV CR Praha.
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(B) VYHODNOCENI NMR SPEKTER

Analyza zpracovanych NMR spekter probihala prostfednictvim grafického programu
Sparky verze 3.115P". Pfestoze program zvlada automaticky vybér signala, provadéla jsem tyto
operace manualné. Pro jednoduchd 2D spektra muze fungovat automaticky vybér signalu
velmi dobfe. V pifpadé 3D spekter vsak muze nastat situace, kdy nebudou spravné

identifikovany prekryvajici se signaly. Lepsi je tedy piistup manualni.

4.11) 'H, "N-HSQC experiment

Experiment HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) je zalozen na pfenosu
magnetizace z 'H na kovalentné vazany "N a zpét, kde dochézi k detekci.™

Pro kazdy 'H”N par molekuly podrobené tomuto experimentu, lze v odpovidajicim
spektru nalézt prave jeden signal. Vétsina jich tedy pochazi od NH skupin pfitomnych v ramci
peptidové patefe (Obr. 6), k nalezeni jsou vsak i daldi, které odpovidaji NH skupinim
postrannich fetézci aminokyselin (napifklad H”, N asparaginu, H?, N? glutaminu,
H*', N*' tryptofanu). Co zde vsak nenajdeme, jsou signily odpovidajicif NH skupiné prolinu,
ktery v peptidu nedisponuje amidovym vodikem, a signal NH, skupiny N-koncové
aminokyseliny.

Na zakladé¢ disperze signalti ve spektru Ize také fict, zda je protein dobfe poskladany —
tehdy jsou jednotlivé signaly dobfe rozliditelné, nebo zda vytvail nepfirozené struktury —

signaly ve spektru by byly nahlouceny v jedné ¢asti a nebyly by snadno identifikovatelné.

Z prvniho pohledu nelze urcit, ktery signal odpovida jaké aminokyseling, proto byly

v prvni fazi zpracovani tohoto spektra vSechny pfitomné signaly oznaceny a ocislovany.

R R

(N —c—c—(N)—c—c¢

H* O H® O

-1 i

Obr. 6 Schéma peptidové patefe s vyznacenymi atomy, jejichZ signdl je patrny v HSQC spektru. >4
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4.12) 3D experimenty

V této praci bylo vyuzito celkem desiti 3D experimentt (Tab. 1), ve kterych dochazi

k pfenosu magnetizace mezi jadry kovalentné spojenych atomu.

Tab.1 Provedené 3D NMR experimenty

experiment typ jadra _ _ signal atomu _ _
osa x| osay|osaz C'(i-1) C(i) Ca(i-1) | Ca(i) CB(i-1) [cp) ] ex@-» ] cx(@)
HNCO 1H 13C 15N X
HN(CAYCO | ™H | C | ™N X x
HN(CO)CA I | Bc | N <
HNCA 1H 13C 15N < >
CBCA(CO)NH H | Bc | N > <
HNCACB 'H | Bc [ ®™N < < ~ ~
(H)CC(CO)NH H 3¢ 15N X > <
HCCH-TOCSY 'H [ *H [ ®c < ~ =
experiment typ jadra ___signal atomu _
osa x| 0say|osaz H(i) Hx(i-1) Hx (i)
HCCH-TOCSY H H 13¢ X
HN-TOCSY-HSQC] *H | *H | ™N X
H(CC)(CO)NH H 4 15N X

Cx — uhliky aminokyselin — vyjma C, C* a C#
H — amidovy vodik peptidové vazby

Hx — vodiky aminokyselin — vyjma amidového vodiku peptidové vazby

Z tabulky 1 je patrné, ze na ose x a y se (vyjma HCCH-TOCSY experimentu) neméni
typ NMR aktivnich jader. Viechny tyto experimenty si muzeme piedstavit jako kvadr, jehoz
podstavu tvofi 'H,”N-HSQC spektrum a do prostoru vystupuje osa z, kterd piedstavuje
korelaci pffslusné dvojice 'H, "N atomii na 'H atomy postrannich fetézcd, nebo “C atomy
peptidové patete (C’, C*), ptipadné postrannich fetézct — dle experimentu (Obr. 7, str. 33).

Stejné jako u HSQC byly piitomné signaly ve spektrech oznaceny a ocislovany tak, aby

indexy odpovidaly danym 'H"”N dvojicim.
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Obr. 7 Schematické znazornéni 3D NMR spektra

4.13) Pfifazeni signald jednotlivym atomtm

Pro identifikaci signala jednotlivych jader je klicovy jejich chemicky posun vzhledem ke
standardu, na zakladé kterého lze vice ¢i méné atomy jednotlivych aminokyselin odlisit. Pro
spravnou identifikaci typu aminokyseliny je nezbytné dohledat i jadra postrannich fetézcu,
ktera maji posuny relativné specifické (Obr. 8, str. 34).

Podle zminéného obrizku lze aminokyseliny rozdélit, pfedevsim na zikladé¢
chemického posunu jader C" uhlikt, do nékolika skupin. Cc? aminokyselin Val, Trp, Pro, Met,
Lys, His, Glu, Gln, Cys (redukovaného) a Arg maji chemicky posun okolo 30 ppm (v Obr. 8,
str. 34 jsou v zeleném poli), kdezto C* Ty, Phe, Leu, Ile, Cys (oxidovaného), Asp a Asn maji
posun okolo 45-50 ppm (v Obr. 8, str. 34 jsou v ¢erveném poli). Pak jsou zde aminokyseliny
Ser a Thr (v Obr. 8, str. 34 jsou vyznaceny modre), jejichz typické chemické posuny C* jsou
okolo 60-70 ppm. Ala je naopak jedina aminokyselina, jejiz signal pro C" se vyskytuje okolo
20 ppm (v Obr. 8, str. 34 vyznacen fialové). Nepfitomnost signalu pro C° ukazuje na Gly.
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Tyto informace jsou tedy pro spravnou identifikaci aminokyselin nedostacujici, proto je

vhodné provést i experimenty, které nam poskytnou informaci o pozici atomu postrannich

fetézcu (jak uhlikovych, tak vodikovych).

Aa| e wmp

Arg T nall’} _\%y

Asn 1 -

Asp o -3

Cys O« m— oy = o

Gin o Yo = f

Glu oo yo mmf

Gly ma

His — — 4

lle ()1 [ Cmyl y20m mmd

Leu e -/ s

Lys = o £m fmmm my

Met LI ?Egﬁ me
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Pro =l mé pfmm my

Ser pmm 10

Thr fumm —To CTy2

Trp = o i 3

Tyr i 7’ - f
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80 70 60 50 40 30 20 10

13C (ppm)

Obr. 8 Chemické posuny signalt pochazejicich od alifatickych uhlika esencidlnich aminokyselin.4l
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Na Obr. 9 jsou znazornény chemické posuny signala jader alifatickych vodika

jednotlivych aminokyselin. Z obrazku je vidét, ze signaly postrannich fetézct bude u nékterych

aminokyselin tézké specifikovat, jelikoz zde ¢asto dochazi k prekryvu.
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Obr. 9 Chemické posuny signalt pochazejicich od alifatickych vodikd esencialnich aminokyselin.[34
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4.14) Pfifazeni atomu peptidové patefe

Prifazeni atomu patefe peptidu lze teoreticky rozdélit do dvou fazi. Pfifazeni signala
karbonylovych uhlika a pfifazeni signala C* uhlikd, které jde ruku v ruce s pfifazenim signala
uhlikt C*. Tyto dva postupy vsak prakticky oddélit nelze. Pro spravnou identifikaci typu
aminokyselinovych zbytkd a jejich poradi v sekvenci se nelze obejit bez znalosti chemickych

posunt jejich jednotlivych atomu a primarni struktury proteinu.

4.14.(A) DPrirazent signdlsi ubliki karbonyln

HNCO experiment

Ve spektru tohoto experimentu jsou patrné signaly karbonylovych uhlikd, které jsou
kovalentné vazany na konkrétn{ '"H”N dvojici. Dochézi tedy k detekci karbonylového uhliku

pfedchozi aminokyseliny v fetézci (Obr. 10).

Obr. 10 Schéma peptidové patefe s vyznacenim atomd, jejichz signal je patrny v HNCO spektru.

Dochazi zde ke korelaci mezi HiN; skupinou a C’i.; atomem.P4

HN(CA)CO experiment

Na zikladé tohoto experimentu je mozné piifadit jedné dvojici 'H"”N atom uhlfku
karbonylu té samé aminokyseliny a navic zde ziskame i chemicky posun pro karbonylovy uhlik

aminokyseliny pfedchozi (Obr. 11, str 37).

Oba dva tyto experimenty maji v uhlikové dimenzi dobrou disperzi signala, jejichz

frekvence pfimo zavisi na struktufe proteinu a jsou tedy pro kazdy protein unikatni.
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Obr. 11 Schéma peptidové patefe s vyznacenim atomu, jejichz signal je patrny v HN(CA)CO spektru.

V tomto experimentu koreluje HiN;j skupina s karbonylovymi uhliky C’.1 i C’. B4

Nalezenim signalu C’ uhliku v HNCO spektru, ktery frekvenci odpovida signalu ve
spektru HN(CA)CO, ziskime frekvenci 'H'"°N skupiny nasledujici aminokyseliny (Obr. 12).

HN(CA)CO  HN(CA)CO  HN(CA)CO  HN(CA)CO  HN(CA)CO
HNCO HNCO HNCO HNCO HNCO

COi+1| [COi+1| [CO i+1

COi-2| [COi-2||COIi-2 T

oo

COi COi
COI
COi-1| | COi-1f | COi-1
‘ COi+2
COi-3[|COi-3
N"i-2  N"i-2  N"i-1  N"i-1 N i N i N i+1  NTi+1  N'i+2  N"i+2

Obr. 12 Obecné schéma postupu pfifazovani signalt pro uhliky karbonylu navazujicich aminokyselin.
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4.14.(B) DPrirazent signdlii ubliki C'a d

HNCA, HN(CO)CA

Ve spektru HNCA muzeme identifikovat signaly uhlikti C* té samé aminokyseliny, které
piislusi dvojice 'H"N a slabsi signaly C* uhliku aminokyseliny pfedchozi (Obr. 13).

Experiment HN(CO)CA je zalozen a pfenosu magnetizace z amidového vodiku na
dusik, ze kterého je dale po wvazbach pfenesena na uhlik karbonylu predchazejici
aminokyseliny, ze kterého pokracuje na C* uhlik (Obr. 14). Detekce pak probiha na amidovém
vodiku®!. ProtoZe ve spektru HNCA experimentu nemusi byt vzdy pozorovatelna korelace

HN; na C*,, je vhodné oba tyto experimenry zkombinovat.

Obr. 13 Schéma peptidové patefe s vyznacenim atomd, jejichZ signal je patrny v HNCA spektru.

Zde dochazi ke korelaci mezi HiN; dvojici a C* uhlikem pfedchozi i vlastni aminokyseliny. >4l

R |
A
H HY O HO O

l — | I |

Obr. 14 Schéma peptidové patefe s vyznacenim atomu, jejichz signal je patrny v HN(CO)CA spektru.

V tomto spektru je patrnd korelace mezi HiN; a C* uhlikem pfedchozi aminokyseliny. [34

Sekvenéni piifazeni probiha stejnym zpusobem, jako bylo popsano v odstavci 4.14.(A)

a zaroven ukazano na Obr, 12, str. 37.
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CBCA(CO)NH, HNCACB

Dalsimi dvéma experimenty, které byly vyuzity pro pfifazeni signala C* atomuim, jsou
CBCA(CO)NH a HNCACB. Z obou dvou je navic mozné ziskat informaci o chemickém
posunu jader C* uhlikd a tedy typu aminokyseliny, jak bylo diskutovino v odstavci 4.13 a
nazorné ukaziano na Obr. 8, str. 34.

Ve spektru CBCA(CO)NH jsou zietelné signily C* a C° uhlikd predchozi
aminokyseliny vzhledem k vybrané dvojici 'H"N (Obr. 15), kdezto u HNCACB pfislusi jediné
kombinaci frekvenci vodiku a dusfku 2 intenzivni signly, které pochazi od C*, C* uhliki
vlastni aminokyseliny, a dva signaly slabsi, které pochazi od uhliki C* a C* aminokyseliny

predchozi (Obr. 16).

H—— CY——HY  H——C'——HY
HP HP HP—— B HF
N c—(N)—ci—-c
H o H l‘) Ho l‘)

i-1 [
Obr. 15 Schéma peptidu s vyznacenim atomu, jejichz signal je patrny v CBCA(CO)NH spektru.

Zobrazena je zde korelace HiNj s C.q a CPiy. 34

HY HY HY CY HY

)
™
O

H HY O HY O
i-1 i

Obr. 16 Schéma peptidu s vyznacenim atomu, jejichz signal je patrny v HNCACB spektru.
Zde dochazi ke korelaci HN; s C% a CF; a zaroven s C%q a CBiy. 34
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CBCA(CO)NH a HNCACB experimenty nam oproti HNCA a HN(CO)CA
experimentam poskytuji vice iformaci, v uhlikové dimenzi vsak maji mensi citlivost a tedy
horsi rozliseni.

Na Obr. 17, je obecné schéma postupu pfifazeni signalt v téchto spektrech atomim po
sob¢ jdoucich aminokyselin.

Abychom ziskali informaci o tom, jaké aminokyselin¢ dané signaly piislusi a jak na sebe
navazuji, je vhodné divat se vzdy pfi jedné frekvenci amidového vodiku a dusiku na vsechna

dosud zminéna spektra a informace, které nam samostatné poskytuji, vzajemné zkombinovat.

9 g ¢ ¢ ¢ & ¢ &
& g 5 g g <
g £ & & & £ & 7

® 0o .
Cpi+2
Cpi Cpi Cpi .
Cpi-2|| CBpi-2

‘ - @ Cpi+1| [Cpi+1] | CBi+1

o @

Cai-2| | Cori-2 .
._"' Cai Coi Cai
Coti+1
Cai-1] | Cai-1 ."_.'".
ol
Coti-1
ol@ e/ |®®°

CB i-1 CB i-1 CB i-1 Coi+1 Coi+1 Coi+1

N™i-1  N"i-1 N i N" i N"i+1  N'i+1 N'i+2 N"i+2

Obr. 17 Obecné schéma postupu pfifazovani signald pro C* a C? uhliky navazujicich aminokyselin.
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4.15) Pfifazeni signala jader postrannich fetézcu

4.15.(A) Prirazeni ublikovich atomsi postrannich retézei

(H)CC(CO)NH

Informace, kterou nam toto spektrum poskytne je c¢asto klicova pro ovéfeni identifikace
aminokyseliny. Teoreticky jsou zde viditelné signaly vsech alifatickych uhlika, vyjma uhliku
karbonylu, a to od aminokyseliny pfedchazejici vybranym 'H"N frekvencim (Obr. 18).

HY HY HY cY HY
HB HF HF Ch HF
N c—(N)—c—c
H He l‘) He l‘)

| |_1 | | I |

Obr. 18 Schéma peptidu s vyznacenim atomd, jejichz signaly jsou patrné v (H)CC(CO)NH spektru.
V tomto experimentu dochazi ke korelaci HiNj s C* atomem peptidové patefe a dalsimi uhliky

postranniho fetézce pfedchozi aminokyseliny. 34

4.15.(B) Prirazent vodikovych atomi postrannich retézcri

H(CC)(CO)NH

Tento experiment lze povazovat co do vysledného spektra za analogicky experimentu
H)CC(CO)NH, ovsem s rozdilem, ze nyni vidime signaly pochazejici od alifatickych
vodikovych atomi postranntho fetézce aminokyseliny pfedchazejici vybrané 'H"”N dvojici

(Obr. 19, str. 42).

HN-TOSCY-HSQC

Pro jednodussi identifikaci aminokyselin bylo vyuzito i1 tohoto spektra, ve kterém jsou
patrné signaly odpovidajici vodikim postrannich fetézcti aminokyseliny, které nalezi

vybranému 'H”N péru, na jehoZ frekvencich se ve spektru pohybujeme (Obr. 20, str. 42).
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Navic jsou zde velmi zfetelné i signaly, které lezi v obou vodikovych dimenzich na frekvenci

amidového vodiku a tvoif tak diagonalu.

. CY . HY CY HY
. CB . HP CB H#

N co—¢c—(N)>—c'—¢

H . o) HO O

Obr. 19 Schéma peptidu s vyznacenymi atomy, jejichz signaly jsou patrné v H(CC)(CO)NH spektru. [34

HY 0\l HY . cvY .
H# oL HP . Ck .

Obr. 20 Schéma peptidu s vyznacenymi atomy, jejichz signaly jsou patrné z HN-TOCSY-HSQC
experimentu, kde dochazi ke vzdjemné korelaci mezi vodikovymi atomy postranntho fetézce

ipeptidové patefe a amidovou skupinou. B4
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HCCH-TOCSY

Na rozdil od ostatnich doposud zminénych experimentd v HCCH-TOCSY nedochazi
ke korelaci HN;, ale CH; s ostatnimi vodikovymi atomy v postrannim fetézci (Obr. 21). Jeho
rozliSeni je vy$§si nez rozliSeni experimentd (H)CC(CO)NH, H(CC)(CO)NH
a HN-TOCSY-HSQC. Pokud zvolime dvojici frekvenci pro uhlikovy a jemu odpovidajici
vodikovy atom, jsme schopni dohledat signily od ostatnich vodikovych atomu v fetézci —
takto pro kazdy "H"C par.

Vétdinou je zde mozné rozlisit 1 signaly, které jsou v H(CC)(CO)NH
a HN-TOCSY-HSQC spektrech nerozlisitelné. To pfedevsim na zaklad¢é faktu, ze v kazdé
roviné zvolené dvojice 'H"”C je zde diagoniln{ signal - napiiklad na pozici "C’-'H*-'H”

xr 138 17782 17782 vz v - vz : 2 sy , v v
a dal$f na frekvenci “C°- ' H*- ' H™, ¢imz je mozné tyto signaly odlisit a spravné urcit.

HY CY HY

N o c‘:
H HY 0O
l % | I |

Obr. 21 Schéma peptidu s vyznacenymi atomy, jejichz signaly jsou patrné v HCCH-TOCSY spektru.
Na rozdil od vsech doposud zminénych experimentd zde nedochazi ke korelaci vodikovych

atomu postrannich fetézct na HiNj, ale na CiH;. B4
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(C) PREDIKCE SEKUNDARNICH STRUKTUR

Pro predikei sekundarnich struktur proteinu bylo vyuzito tif metod.

1) PSIPRED, ktery je zalozen na vytvofeni lokalnich srovnani sekvenci. Vstupni

informaci této metody je pouze aminokyselinova sekvence proteinu ve FASTA formatu™.

2) GeNMR je metoda, pro kterou jsou vstupnimi udaji aminokyselinova sekvence
a chemické posuny jader (miniméalné 'H, “N). Na z4kladé prohledani PDB a PPT databaze

pak vytvoif strukturni model — pokud je to vzhledem ke kvalité vstupnich tdaji mozné.

3) TALOS+ je program, ktery rozdéli aminokyselinovou sekvenci peptidu na tripeptidy
a jim pak na zakladé interni databaze 200 proteint, u kterych jsou vice méné kompletni
chemické posuny jader atomu proteinové patefe a zaroven dostupné PDB koordinaty
krystalovych struktur, pfifadi adekvatni hodnoty torsnich dhla ¢ a . Kromé aminokyselinové

sekvence je nutné zadat jako vstupni data i chemické posuny piislusnych jader?”.
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(D) CHEMICKE SITOVANT
4.16) Reakce proteinu se sitovacimi ¢inidly

4.16.(4) DSG, DSS

Pro reakce byla vybrana dvé homobifunkéni ¢inidla: DSG, jehoz spojovaci raménko je
dlouhé 7,7 A, a DSS s raménkem dlouhym 11,4 A. Ob¢ ¢inidla jsou ve formé NHS esteru
schopna reagovat s funkénimi skupinami nukleofilntho charakteru, se kterymi nasledné tvofi
vazbu (za soucasného odstoupeni NHS skupiny) — Obr. 22. V ramci proteinu reakce probihaji
pfedevsim s primarni aminoskupinou na N-konci a e-aminoskupinou lysinu. Nelze vsak 100%
vyloucit adukty na serinu, tyrosinu, pifipadn¢ histidinu. Tyto vazby vSak nejsou dostatecné

[38][39][40]

stabilni a (pfedevsim v alkalickych podminkach) podléhaji hydrolyze.

O DSG O
(@] (@]
N )I\/\/”\ N
\O O/
(@] (@]

R’ NH NH R!

Obr. 22 Reakce DSG se dvéma aminoskupinami za odstoupeni NHS skupiny ¢inidla

_45 -



Celkem byly pipetovany — pro DSG a DSS zvlast — tfi reakce, kdy byla cinidla
v tiimolarnim, devitimolarnim a dvacetisedmimolarnim nadbytku oproti proteinu, jehoz
mnozstvi bylo 50 pg na reakci. Smés byla ponechana reagovat po dobu 1 hod pii laboratorni
teploté. Pro jednodussi interpretaci naméfenych dat byly pouzity smési cinidel, obsahujici
deuterovand/nedeuterovana ¢inidla rozpusttnda v DMSO v poméru 1:1 (pfipravena

Mgr. Zdenkem Kukackou a RNDr. Danielem Kavanem, Ph.D.).

4.16.(B) EDC

Dalsim vybranym cinidlem bylo heterobifunkéni EDC, které zprostfedkovava tvorbu
amidové vazby mezi dvéma odlisnymi funkénimi skupinami pfitomnymi v ramci proteinu. Je
to tedy cinidlo snulovou délkou spojovactho raménka. Reakce je vtomto pfipadée
dvoukrokova, kdy v prvanim kroku ¢inidlo reaguje s karboxylovou skupinou peptidu, coz vede
ke vzniku vysoce reaktivntho intermediatu ve formé esteru, ktery je nasledné atakovan
nukleofilni skupinou za vzniku amidové vazby (Obr. 23, str. 47).P71*!

V piipadé tohoto cinidla byly pipetovany 4 reakce, kdy EDC bylo v padesati, sto,
dvouset a pétisetmolarnim nadbytku oproti proteinu (50 pg/reakce). Inkubace v tomto

piipadé probihala po dobu 4 hod pfi laboratorni teploté¢. EDC bylo pro reakce pfipraveno
rozpusténim v 500 ul 50mM roztoku pyridinu a 100mM NaCl (bez upravy pH).

4.17) Vybér vhodnych reak¢nich podminek — gradientova NuPAGE

Po zreagovani smési nasledovalo vysuseni vzorkt pod vakuem a jejich opétovné
rozpusténi v pfislusnych pufrech (cca 70 ml).

K 21 pl jednotlivych vzorka bylo pipetovano 7 ul NuPAGE vzorkového pufru a DTT,
jehoz finalni koncentrace byla 50mM. Piipravené vzorky byly po dobu 3 min zahtaty na 95 °C,
centrifugovany (12000x g) a naneseny do jamek prefabrikovaného, 4-12% gradientového
Bis-Tris gelu. Spolu se vzorky byl do krajni jamky gelu pipetovan v objemu 5 ul marker.
Elektroforéza probihala v prostfedi MES SDS elektrodového pufru za konstantntho napéti
200 V. Po doputovani vzorku byly gely obarveny a nasledné odbarveny.

Na zakladé vysledku této elektroforézy byly vybrany vhodné reakéni podminky pro
zesiténi proteinu. S témito podminkami byly reakce i elektroforéza stejnym zpusobem
zopakovana. Tentokrat byl vkazdém gelu navic pfitomen vzorek obsahujici negativni

kontrolu — protein nevystaveny vlivu sit‘ovacich cinidel. Ten byl na gel nanesen v mnozstvi

25 ug.
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Obr. 23 Reakce EDC se dvéma raznymi funkénimi skupinami, u kterych dojde k propojeni amidovou

vazbou

Po obarveni a odbarveni byly prouzky gelu obsahujici proteiny vyfiznuty skalpelem,
nakrijeny na malé kosti¢ky o velikosti cca 1 mm’ a rozdéleny vzdy do dvou mikrozkumavek.
Nafezané kousky byly pro dikladné odbarveni pfevrstveny 200 ul roztoku obsahujiciho
100mM ethylmorfolin (pH 8,4) a acetonitril v poméru 1:1. Po 1 hod byl roztok vyménén za
c¢isty. Po dalsich 3 hod byly kousky gelu jiz dostatecné odbarveny a po odebrani
odbarvovaciho roztoku pfevrstveny acetonitrilem. Po péti minutach byl acetonitril odebran

a kousky gelu rehydratovany dH,O. Cyklus dehydratace (AcN) a rehydratace (dH,O) byl

proveden celkem tfikrat.
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4.18) Stépeni endopeptidasami

Jedna polovina kosticek gelu se zaputovanymi proteiny byla pfevrstvena 35 ul pufru
obsahujictho 50mM ethylmorfolin (pH 8,23) a 10% AcN, ke kterému byl pfidan 1 ul roztoku
s peptidasou trypsinem. Druha polovina kosticek byla pfevrstvena 35 ul 50mM kyseliny
octové (pH 4,0) s 10% AcN, ke které byly pipetovany vzdy 3 ul roztoku peptidasy GluC.
Stépeni probihalo v obou ptipadech ptes noc pfi laboratorni teploteé.

Obé vybrané peptidasy patii do skupiny serinovych peptidas, pro néz je charakteristicka
piitomnost katalytické triady (sestavajici z aminokyselin His, Asp, Ser), ktera se podili na
hydrolyze substratu — pfedevsim prostfednictvim vodikovych vazeb, které formuje jak v ramci
katalytické triady a aktivniho serinu, tak i se substratem samotnym, I

Trypsin i GluC navic patif do stejné rodiny — rodiny chymotrypsinovych peptidas.'*”!
Specifita enzymu je vSak jind. Trypsin zprostfedkovava hydrolyzu peptidového fetézce na
C-konci aminokyselin Arg a Lys (v mensi mife i za hydrofobnimi aminokyselinami Phe, Tyr,
Trp)*, zatimco GluC $tépi peptidovou vazbu v misté karbonylu za negativné nabitymi Glu

a v mensi mife i za Asp.*!

4.19) Izolace peptidi

Aby bylo mozné ziskat peptidy vzniklé stépenim endopeptidasami z gelu, byly vzorky
centrifugovany (12000x g) — ziskané smési byly pipetovany do cistych mikrozkumavek
a nasledn¢ pod vakuem ponechany odpafit na objem cca 2 pl. Ke vzorkim byly pipetovany
2 ul roztoku 80% AcN a 0,5% TFA a nasledné jesté 25 pl 0,1% roztoku TFA. Takto byly
vzorky 15 min sonikovany.

Pro separaci proteinti od latek, které by mohly rusit hmotnostné spektrometrickou
analyzu, bylo pouzito mikrokolonky, jejiz napln sestava z velkych polymernich ¢astic
hydrofobniho charakteru. Jelikoz byla eluce peptida z kolonky zprostfedkovana tzv. iontove
parovym cinidlem (TFA), 1ze tuto metodu pfipodobnit k chromatografii na obracené fazi.

Kolonka byla pfed nanesenim vzorku 2x promyta roztokem ,,A“ (0,1% TFA),
1x roztokem ,,B*“ (80% AcN, 0,1% TFA) a opét 2x roztokem ,,A“. Na takto pfipravenou
kolonku byl nanesen vzorek. Nasledovalo odsoleni, kdy byla kolonka 2x promyta roztokem
,»A“. Eluce proteinu probihala promytim kolonky 10 ul roztoku ,,C* (80% AcN, 1% TFA)
a roztokem ,,B“. Eluat (10 ul roztoku ,,C* a prvnich 40 pl roztoku ,,B*) byl jiman do cisté
mikrozkumavky. Nasledné byla kolonka 2x promyta roztokem ,,A%, ¢imz byla pfipravena na

pro naneseni dal§iho vzorku. Timto zpisobem byly zpracovany vSechny vzorky.
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Po odsoleni byly vzorky opét zakoncentrovany (na cca 2 ul) a nasledné smichany s 2 pl
80% AcN s 0,5% TFA, ke kterym bylo pfidano jesté 25 pl 0,1% TFA.

Vzorky byly pfevedeny do vidlek uzavienych septem a pfedany RNDr. Petrovi
Novikovi, Ph.D. (MBU AV CR Praha), ktery provedl jejich analjzu technikou hmotnostni

spektrometrie.
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(5) VYSLEDKY

(A) PRODUKCE “C, ®"N ZNACENE EXTRACELULARNI DOMENY DCL-1

Proteinovy konstrukt, pouzity v této praci, byl vytvofen na zaklad¢ extracelularni

domény proteinu DCL-1 (Obr. 24).

SP CTLD
Eﬂ&ﬂALPALLLPLLGLAARAV%ECPSSTWIQFQDSCYIFLQEAIKVESIEDVRHQCTD

HGADMISIHNEEENAFILD TLEKEKQWKGPDDILLGMFYDTDDASFEKWEDNSNMTFDEWT

kréek
DQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWKKGNCEVSSVE GTIELEKTAI PYKRKYLSDNH
CP

-FLYKKHSDSRFT TVESTAPQSPYNEDCVLVVGEENE YPVQF[EI

Obr. 24 Aminokyselinova sekvence DCI-1 s vyznadenymi doménami a sekvenci proteinového
konstruktu pfipraveného na zakledé C-lektinové domény receptoru.
SP — sekvence signalniho peptidu, silnym pismem je vyznacena sekvence proteinového
konstruktu (D»-R16%), CTLD — C-lektinova doména (D?-L132 Zlut¢), zelené — krcek, modie —

transmembranova doména, ¢ervené — intracelularni doména.

Molekulova hmotnost produkovaného proteinu je 16240 Da a jeho teoreticky
isoelektricky bod se nachazi na drovni pH 4,3.
5.1) Vybér vhodnych produkcnich klona transformovanych bunék

Na zaklad¢ vysledku SDS-PAGE (fotografie gelu na Obr. 25, str. 51) pokusné
produkce proteinu v kapalném médiu indukované 0,5mM IPTG, byly vybrany 4 bakterialni
kultury (1, 2, 3 a 4) kterymi bylo zaockovano vzdy 0,5 1 pfipraveného M9 minimalnfho média.
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Obr. 25 Fotografie gelu SDS-PAGE pokusné produkce proteinu — proteinové slozeni bakterialniho
lyzatu.
Vyznacené kultury (1—4) byly vybrany za vhodné producenty DCL-1.
V prvni draze marker (M), v kazdé sudé pak vzorky z bakteridlnich kultur indukovanych IPTG
(+), v lichych drahach naopak kultury bez indukee (-).

5.2) Produkce proteinu ve velkém objemu

Po 4, 6 a 11 hodinach od zacatku inkubace byla zméfena absorbance vzorku
odebranych z bakterialnich kultur produkovanych v minimalnim médiu — Tab. 2, str. 52.

Indukce 0,5mM IPTG probéhla pravé po 11 hod.
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Tab. 2 Naméfené hodnoty absorbance (méfeno pii vinové délce 550 nm) vzorkt bakterialnich

kultur péstovanych v M9 minimalnim médiu.

¢as od pocatku inkubace oplfcrcltkl;r?ufs:tcl)ta oplircligrﬁ;s:ttz)ta oplfcrgligratfs.tgta oplfcrcltkl;r?ufs'tita
4 hod 0,06 nemeéreno
6 hod 0,15 0,07 0,15 0,14
11 hod 0,85 0,76 0,86 0,85

5.3) Izolace inkluznich télisek, renaturace

Naprodukované proteiny, izolované z médif ve form¢ inkluznich tclisek, ktera byla

renaturovana, prevedena do fyziologickych podminek a zakoncentrovana, byly naneseny do

jamek zaostfovaciho gelu SDS-PAGE. Nanaska proteinu byla pfiblizné 2 ug na jamku s tim,

ze jednou byl vzorek smichan s redukujicim a podruhé s neredukujicim SDS vzorkovym

pufrem (fotografie gelu na Obr. 20). Z fotografie je patrny posun zoény proteinu

v neredukujicich podminkach, coz muze ukazovat na zapojeni disulfidovych mustka.

M R

Obr. 26 Fotografie gelu SDS-PAGE renaturovaného DCL-1.

NR

V prvni draze marker (M), ve draze oznacené (R) vzorek obsahujici DCL-1 v redukujicich

podminkach, (NR) zna¢i neredukujici podminky stanoveni. Neoznacené drahy nemaji s timto

experimentem zadnou souvislost.
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5.4) Purifikace proteinu

Agregaty piitomné ve vzorku (patrné na Obr. 26, str. 52) byly odstranény metodou
gelové permeacni chromatografie. Touto metodou byl zaroven protein pfeveden do pufru
vhodnéjstho pro NMR méfeni. S ohledem na kapacitu kolony byl vzorek rozdélen na dvé c¢asti
(300 wl a 290 pl) — metoda tedy byla provedena dvakrat. Zaznam hodnot absorbance eluatu
1s oznacenim frakci, které byly dale zakoncentrovany a vyuzity k naméfeni NMR dat, je na

Obr. 27.

2,0+
'
—
1,54 F
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V [ml]

Obr. 27  Graf zavislosti absorbance na objemu mobilni faze.
Kolona Superdexu 75 HR, rychlost pritoku eluéniho ¢inidla kolonou 0,4 ml/min, absorbance
méfena pfi 280 nm.
Cerna kiivka (1) znazortiuje prvni nastiik vzorku v objemu 300 pl, ¢ervena kiivka znazoriuje
druhy nastfik v objemu 290 pl. S vyznacenymi frakcemi byla provedena SDS elektroforéza,

frakce 2# a 3# byly ddle pfipraveny pro NMR méfeni.

Pro dal$i vyuziti byly uchovany frakce soznacenim 2# a 3# posbirané mezi

29,7-34,4 min (tomuto odpovida cca 11,9-13,7 ml elu¢niho cinidla).
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Frakce 1# - 4# byly naneseny na SDS elektroforézu v redukujicich i neredukujicich
podminkach, jejiz vysledek je zobrazen na Obr. 28.

M 1#R 2#R 3#R 4#R - 1#N 2#N 3#N 4#N__

14 kDa [r—

| B

Obr. 28 Fotografie gelu SDS elektroforézy provedené s frakcemi z gelové filtrace (viz Obr. 27, str.53)
v redukujicich (R) a neredukujicich (N) podminkach.

Na fotografii gelu (Obr. 28) je patrny posun zoéony proteinu v neredukujicich
podminkach, ktery ukazuje na zapojeni disulfidovjch mustki. Cistota proteinu byla po

purifikaci zna¢né vysoka — pro NMR méfeni dostacujici.

5.5) Stanoveni koncentrace proteinu

Frakce 2# a 3# z gelové filtrace byly spojeny a zakoncentrovany na 0,5 ml. Nasledné
v nich bylo stanoveno mnozstvi proteinu metodou dle Bradfordové. Méfeni bylo provedeno
dvakrat.

Na zakladé naméfenych absorbanci kalibrac¢nich roztoka (Tab. 3 a Tab. 4, str. 55) byly
zkonstruovany kalibracni pfimky (Obr. 29, str. 55), pficemz ziskané rovnice regrese byly
pouzity pro vypocet mnozstvi proteini v nasem vzorku, ktery byl pro stanoveni 10x, 100x

a 150x nafedén (Tab. 5 a Tab. 0, str. 56).
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Tab. 3 Naméfené hodnoty absorbance odpovidajici kalibracnim roztokim (méfeni (1))

koncent[l;i(;(irzﬁ\ ndardu As9s nm D Asgs nm (DAs9s nm) - (DAdr20)
0,0 0,2916 0,2880 0,2898 0,0000
0,1 0,3418 0,3593 0,3506 0,0608
0,2 0,4153 0,4075 0,4114 0,1216
0,3 0,5219 0,4948 0,5084 0,2186
0,4 0,5334 0,5629 0,5482 0,2584
0,5 0,5818 0,5921 0,5870 0,2972

As9s nm: absorbance vzorku byla méfena pfi vinové délce 595 nm (stanoveni podle Bradfordové)

D As95 am: zprumérované hodnoty naméfenych absorbanci (duplety)

(DAs95 am) - (DAgmz0): pramerné hodnoty absorbanci po odecteni slepého vzorku (dH2O)

Tab. 4 Naméfené hodnoty absorbance odpovidajici kalibracnim roztokim (méfeni (2))

koncen}ﬁ;ﬁ;}? ndardu As95 nm D Asgs nm (DAs95 nm) - (DAdnz0)
0,0 0,3230 0,3120 0,3175 0,0000
0,1 0,3826 0,3920 0,3873 0,0698
0,2 0,4727 0,4660 0,4694 0,1519
0,3 0,5344 0,5646 0,5495 0,2320
0,4 0,6508 0,6178 0,6343 0,3168
0,5 0,6641 0,7125 0,6883 0,3708

As9s nm: absorbance vzorku byla méfena pfi vinové délce 595 nm (stanoveni podle Bradfordové)

D As95 am: zpramérované hodnoty naméfenych absorbanci (duplety)

(DAs595 am) - (DAgmz0): pramérné hodnoty absorbanci po odecteni slepého vzorku (dH-O)

@
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Obr. 29 Kalibra¢ni piimky pro stanoveni koncentrace proteind metodou podle Bradfordové
konstruované na zakladé hodnot absorbance naméfenych pro standardni roztoky BSA pii vinové
délce 595 nm. V prvém stanoveni (1) ma smérnice piimky hodnotu 0,632, ve druhém (2) 0,764.

V obou pitipadech se smérodatna odchylka pohybuje v ramci setin.
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Tab. 5 Nameéfené hodnoty absorbance pro fedény vzorek pochazejici z gelové filtrace, véetné

vypoctenych hodnot koncentrace proteinu. Méfen{ (1)

Korekce koncentrace primérna
fedéni vzorku As95 nm @ Asos nm | (BAsesnm)-(BAdz0)| v <x. . | proteind ve vzorku koncentrace
redeni .o
[mg/mi] proteinu*
10x 0,5240 | 0,5581 | 0,5411 0,2513 2,513 3,97
100x 0,3732 | 0,3509 | 0,3621 0,0723 7,23 11,4 7,69 [mg/mi]
= 0,47TmM
150% 0,4021 | 0,3650 | 0,3836 0,0938 14,1 22,3
As9s nm: absorbance vzorku byla méfena pfi vinové délce 595 nm (stanoveni podle Bradfordové)
D As95 am: zprumérované hodnoty naméfenych absorbanci (duplety)
(DAs05 nm) - (DAgmzo): pramérné hodnoty absorbanci po odecteni slepého vzorku (dH2O0) —
viz Tab. 3, str. 55.
Vypocet hodnoty koncentrace pro 10x fedény vzorek:
y = (kx+q)x10 - x = 10x%+0 10x @_3 97 m%l
- vypocty pro zbylé vzorky analogicky
Pfevedeni hmotnostni koncentrace na koncentraci molarni (Cy):
n.m 7.69
Cy=—=—"-Cy = =0.47mM
vV MV 16212x1
* pro vypocet praumérné hodnoty koncentrace nebyla pouzita hodnota 150x fedéného vzorku
Tab. 6 Namefené hodnoty absorbance pro fedény vzorek pochdzejici z gelové filtrace, véetné
vypoctenych hodnot koncentrace proteinu. Méfen{ (2)
Yedéni korekce koncentrace pramérna
Asgs nm @ Asos nm (®A595 nm)‘(zAdHZO) v v s proteinfl ve vzorku koncentrace
vzorku redéni :
[mg/ml] proteinu
10x 0,6857 | 0,7952 | 0,7405 0,4230 4,23 5,54
100x | 0,3890 |0,3894 | 0,3892 0,0717 7,17 9,39 7+40 [mg/mi]
= 0,46mM
150 0,3448 | 0,3643 | 0,3546 0,0371 5,56 7,28

As95 nm: absorbance vzorku byla méfena pii vlnové délce 595 nm (stanoveni podle Bradfordové)

D As95 nm: zpramérované hodnoty naméfenych absorbanci (duplety)

(DA595 am) -

(OAdm20): pramérné hodnoty absorbanci po odecteni slepého vzorku (dH.O) —

viz Tab. 4, str. 55.

Vypocty koncentraci viz Tab. 5.

0,5 ml vzorku, jenz obsahoval naprodukovany protein v cca 0,47mM koncentraci, bylo

pfedano Mgr. Josefovi Chmelikovi, Ph.D. k provedeni NMR experimentta. Méfeni byla
provedena na spektrometru Bruker AVANCE III 600 MHz vybaveném TCI — kryosondou
(Bruker, Némecko) pii 30 °C.
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(B) VYHODNOCENI NMR SPEKTER

V nasledujicich odstavcich je popsan postup piifazeni signald pro konkrétni
aminokyseliny. Prvni aminokyselinou (i), pro kterou byla vybrana dvojice 'H"N v HN-HSQC

spektru, je zde Thr'™, jemuz predchazi Lys' a za nimZ nasleduje Ala'>.

5.6) 'H,"N-HSQC spektrum

Spektrum HN-HSQC s oznacenymi signaly je na Obr. 30. Jsou zde vyznaceny signaly
pro zminéné aminokyseliny (K s chemickym posunem 8('H)=9,214 a §("N)=121,626;
T s 8('H)=9,071 ppm a §("N)=120,3 ppm; A"’ s §('H)=8,138 ppm a 8("’N)=127,9 ppm).
Dale jsou zde vyznaceny dvé specifické oblasti, kde bylo mozné najit signaly pochazejici a) od

postrannich fetézcu asparaginu a glutaminu a b) od postrannich fetézcu tryptofanu.

10 8 6 4

L . 110
£ 115] a _F115
E 115] ,
g e :
Z 1201 : 120
3 ] '
. 125- - F125

130 130

N

Obr. 30 'H,'®N-HSQC spektrum s oznacenim signalt 3 po sobé jdoucich aminokyselin (K133, T134 a A135)
(A) Modfe vyznacena oblast — signaly postrannich fetézca Asn a Gln

(B) Cerné vyznacena oblast — signaly postrannich fetézca Trp
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5.7) Ptitfazeni karbonylovych uhlika

Chemické posuny uhlikti karbonylové skupiny byly ziskany ze spektrech HNCO

a HN(CA)CO. Jejich pfifazeni nebylo vzdy zcela snadné, jelikoz se nezfidka stalo, Zze ve

spektru HN(CA)CO nebyl patrny signal odpovidajici karbonylovému uhliku pfedchozi

aminokyseliny, tudiz chybéla kontrola spravného postupu v fetézci. Z tohoto diivodu bylo

nutné informaci, kterou tato spektra poskytla zkombinovat s vysledky dalsich spekter.

V nékterjch pifpadech se miZe stit, Ze na zdkladé chemickych posund jader C* a C*

uhlikd neni mozné urdit, jak pfesné¢ jdou aminokyseliny (a tedy jim odpovidajici signaly)

v sekvenci za sebou — napfiklad pokud jsou v sekvenci aminokyseliny stejného typu jedna za

druhou. Vzhledem k vysoké disperzi signala ve spektrech HNCO a HN(CA)CO v jejich

uhlikové dimenzi je mozné tuto komplikaci do zna¢né miry eliminovat.

Na Obr. 31 jsou 2D fezy spektry na pozicich T"* a A,
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Obr. 31 2D tezy spektry HNCO a HN(CA)CO
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5.8) Prifazeni signal uhlikti C* a postrannich fetézcu

Pro pfifazeni signald C* uhlika bylo vyuzito dvou spekter: HN(CO)CA a HNCA

(Obr. 32). Byt bylo jejich rozliseni vy, nez u experimenti CBCA(CO)NH a HNCACB,

samotna informace o posunu C* uhlika nenf stoprocentné smérodatna vzhledem k urceni typu

aminokyseliny (viz Obr. 8, str. 34), proto jich bylo vyuzito spiSe ke kontrole pozic signala pii

zpracovani spekter CBCA(CO)NH a HNCACB, ve kterych bylo mozné ziskat informaci

o chemickém posunu jader C* i C* a navic tedy i o typu aminokyseliny. Nezanedbatelnou roli

v celém postupu hralo spektrum (H)CC(CO)NH ve kterém byly potvrzeny pozice C* a C?

a navic identifikovany signaly pochazejici od dalsich jader uhlika alifatickych postrannich

fetézct (Obr. 33, str. 60).
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Obr. 32 2D tezy spektry HNCA 2 HN(CO)CA

59 _



(H)CC(CO)NH

CBCA(CO)NH HNCACB (H)CC(CO)NH CBCA(CO)NH HNCACB
92 91 90 89 92 91 90 89 92 91 90 89 83 82 81 80 83 82 81 80 83 82 81 80
;- N 120052 (ppm)] 0, - 15N - 120,043 (ppm)| 0, - "N 120,077 (ppm)| ;- °N: 127.754 (ppm)| ;- %N 127.764 (ppm)| @, "°N: 127.705 (ppm)]
20 20 20 20 F204 ; 20 20
A135CB-N-H T134CG2A135NH
K133CGT134NH
&]_2]\] H I1112N-H
K133CDT134NH e )
304 301 30 3 304 30 o 30+ 30
-
K133CB-T134N-H K133CBT134NH
- - - ———— S ..
= 40 40 4041 k133CET134NH &40 @-40- & 404 40
g . £
a2 @
[¢)
@
<}
504 50 50 50 F501 AL35CA-N-H 504 50
33 3 é
K133CA-T134N- K133CA-T134N-H K133CAT134NH | N 112NH
@,___E*'____ _____ = A I S 1 2H=H b
@ =)
JaCA-N- 1 . . T134CA-A135N-H T134CAA135NH
601 6071 b k604 _________ RCVR I Sy 108 SR Lo feof T 3 60
et *
A-N-H
&
704 70 T134CB-N-H 704 70 I]_34CB—A135N—” 704 T134CB-A135N-H 170 T134CBA135NH 70
S o LS S {15 SN N ALk I X
92 91 9.0 88 9.2 91 9.0 89 9.2 91 9.0 89 83 82 81 80 83 82 8.1 B0 83 82 81 80
@3- "H (ppm) ©3-H (ppm) @3- H (ppm) ®3-'H (ppm) ;- "H (ppm) @5~ "H (ppm)

Obr. 33 2D tezy spektry CBCA(CO)NH, HNCACB a (H)CC(CO)NH

5.9) Pfifazeni signalti jader vodiki jednotlivym aminokyselinam

Konkrétn{ pfifazen{ signald jader 'H je na Obr. 34, str. 61. Ve spodni &asti spektra

HN-TOCSY-HSQC je u T"* patrny diagonaln{ signdl amidového vodiku. Tento signal nenf

identifikovany u K'”, coz nenf vyjimkou. V této oblasti se signaly casto prekryvajf, coz znacné

ztézuje, az znemoznuje jejich pfifazeni.
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Obr. 34 2D tezy spektry HN-TOCSY-HSQC a H(CC)(CO)NH

Chemické posuny jader vodiku se obecné casto prekryvaji (nejen na diagonale) — viz
Obr. 9, str. 35 — a spektra HN-TOCSY-HSQC ani H(CC)(CO)NH nemaji takové rozliseni
a citlivost, aby bylo mozné jednotlivé signaly vzdy pfesné urcit. Obtize nastavaji predevsim pii
snaze o rozlideni ekvivalentnich protont (napf. Lys ma v postrannim fetézci 4 dvojice
ekvivalentnich vodikt H*’, H"*’) H**’ 2 H). Tento problém byl ve vétsiné piipadi vyfesen

vyhodnocenim spektra HCCH-TOCSY (Obr. 35, str. 62).
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Obr. 35 2D fezy spektrem HCCH-TOCSY
Ve vsech fezech je patrny diagonalni signdl konkrétniho atomu vodiku (vyznacen Sipkou
a zakrouzkovany). Napiiklad v fezu, jehoz wl odpovida chemickému posunu C* je diagonalni
signal na pozici H*-H* (jelikoz spektralni sifka (s$) na ose 13C (zde 25,60 ppm) — neni dostacujici,
byl signal pfelozen: pokud k hodnoté 29,146 ppm pficteme jednu spektralni sitku, dostaneme
hodnotu 54,746, kterd odpovida chemickému posunu jadra C* K!33). Z rovin odpovidajicich
CPa Cvje zfejmé, ze v téchto ptipadech se podafilo odlisit ekvivalentni protony - v kazdém fezu

jsou dva diagonalni signaly.

5.10) Statistické shrnuti

Uvedenym postupem bylo identifikovano 96,5 % atomu peptidové patefe (NH, C*, H,
C’). Atomy postrannich fetézcti aminokyselin byly identifikovany z 68,9 %, z toho alifatické

postranni fetézce z 86,6 %o.
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(C) PREDIKCE SEKUNDARNICH STRUKTUR

Na Obr. 36 je srovnani predikovanych sekundarnich struktur jednotlivymi metodami.

Navic je zde srovnani i s homolognim modelem vytvofenym na zaklad¢ C-lektinové domény

1TDQ-B potkanfho proteinu tenascinu-R.

Na dalsich dvou obrazcich jsou modely, zkonstruované na zakladé homologie

s potkanim proteinem 1TDQ-B (Obr. 37, str. 64) a podle vysledku predikéniho programu
GeNMR (Obr. 38, str. 64).
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Obr. 36 Srovnani predikovanych sekundarnich struktur extracelulirni domény receptoru DCIL-1
metodou PSIPRED, TALOS+ a GeNMR s homolognim modelem na zakladé domény
1TDQ-B.
E — § skladany list, H — o helix, I. — struktura, kterd neodpovida ani E, ani H.
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Obr. 38 Model proteinového konstruktu DCL-1 vytvofeny na zakladé dat predikéniho programu
GeNMR.
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(D) CHEMICKE SITOVANT
5.11) Pfiprava vzorkt pro reakce chemického zesiténi

Vzorky obsahujici protein v koncentraci 25 mg/ml byly metodou gelové filtrace
pfevedeny do vhodnych reakénich pufra. Jelikoz EDC, DSG i DSS reaguji s aminovymi
skupinami, bylo zapotfebi pfevést proteiny do pufri, které tyto funkéni skupiny neobsahuiji.
Pro reakci proteinu s EDC, jehoz pH optimum pro tvorbu amidové vazby lezi v intervalu od
4,5 do 7,5"", byl zvolen pyridinovy pufr, pro reakci DSS a DSG s proteiny byl zvolen pufr,
jehoz hlavni slozkou byl triethanolamin (pH optimum kdy jsou tato dvé cinidla ve formé
esteru schopna tvofit amidovou vazbu je v rozmez{ pH 7 — 9)P",

Gelova filtrace probihala na koloné¢ Superdexu 75 HR. Na zakladé sestavenych
chromatogramt byly spojeny frakce obsahujici protein a v nich byla stanovena jeho
koncentrace.

Na kolonu Superdexu 75 HR bylo tfikrat naneseno vzdy 100 ul pavodnifho roztoku,
které byly pfevedeny dvakrit do TEA pufru a jednou do pyridinového pufru. Zaznam

absorbance eluatu je na Obr. 39.
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Obr. 39 Graf zavislosti absorbance na objemu mobilni faze.
Kolona Superdex 75 HR, pritokovd rychlost 0,4 ml/min, absorbance méfena pti 280 nm.
(A) Elu¢nim c¢inidlem je zde TEA pufr. Byly provedeny 2 nastiiky vzorku na kolonu, frakce pro
dalsi pokusy byly zachyceny v ¢asech 26,5-32 min (10,6-12,8 ml eluatu).
(B) Elu¢nim ¢inidlem je zde pyridinovy pufr. Byl proveden 1 nastfik vzorku na kolonu, frakce

pro dalsi pokusy byla zachycena v case 26,5-31,5 min (10,6-12,6 ml eluatu).
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5.12) Stanoveni koncentrace proteint

Ve frakcich z gelové chromatografie (Obr. 39, str. 65) byla stanovena koncentrace

proteina reakci s bicinchoninovou kyselinou. Nejprve byly na zakladé absorbanci standardnich

roztoktt BSA vytvofeny kalibracni pfimky (Tab. 7, Obr. 40), jejichz smérnice byly nasledné

vyuzity k vypoctu koncentrace proteint v ziskanych vzorcich, které byly pro stanoveni vzdy

2x, 5% a 10x nafedény (Tab. 8 a Tab. 9, str. 67).

Tab. 7 Naméfené hodnoty absorbance odpovidajici kalibracnim roztokiim — pro stanoven{

koncentrace proteinu v pyridinovém a TEA pufru

koncentrace standardu koncentrace
As62 nm As62 nm - AdHz0 standardu As62 nm As62 nm = AdHz20
[mg/mi]
[mg/ml]
o
0,0 0,1377 0,0000 % 0,0 0,1339 0,0000
@ o
% 0,1 0,1752 0,0375 ; 0,1 0,1783 0,0444
o (@]
5 0,2 0,2229 0,0852 z 0,2 0,1513 0,0174
F g
0,3 0,2715 0,1338 g 0,3 0,2090 0,0751
o
0,4 0,2448 0,1071 0,4 0,2257 0,0918
0,5 0,2929 0,1552 0,5 0,2846 0,1507
Asosam: absorbance vzorku byla meéfena pii vlnové délce 562 nm (stanoveni bicinchoninovou
kyselinou)
As95 am - Adr20: hodnoty absorbanci po odecteni hodnot slepého vzorku (dH20)
@) (8)
i y=0.330x y=0.273x *
o1 R=00290 * 0,144 R=00203
0,14
« 012
012
. 010
0,10 x
£ £ 0,08
<% x < x
0,06
0,06
0,04 0,04 *
0,02 002
OV(X) T T T T T OV(D T T T T T
00 01 02 03 04 05 00 01 02 03 04 05
¢ [mg/mli] ¢ [mg/ml]

Obr. 40 Kalibra¢ni piimky pro stanoveni koncentrace proteinti reakci s bicinchoninovou kyselinou,

konstruované na zakladé hodnot absorbance naméfenych pro standardni roztoky BSA pii vinové

délce 562 nm — viz Tab. 7

(A) kalibra¢ni kfivka pro stanoveni v TEA pufru — smérnice ma hodnotu 0,330

(B) kalibra¢nf kiivka pro stanoveni v pyridinovém pufru — smérnice ma hodnotu 0,273
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Tab. 8 Naméfené hodnoty absorbance pro fedéné vzorky proteinu v TEA, véetné vypoctenych

hodnot koncentrace proteinu.

Korekce koncentrace primérna
fedéni vzorku Ase2 nm D Ase2 nm | (BAse2 nm) - (BAdH20) | v v - proteind ve koncentrace
redeni -
vzorku [mg/mi] proteinu
2% 0,2278 | 0,2370 | 0,2324 0,0947 0,190 0,574
5x 0,1755 | 0,2048 | 0,1902 0,0525 0,262 0,795 0,57 mg/ml*
10x 0,1603 | 0,1523 | 0,1563 0,0186 0,186 0,564

Ase2 am: absorbance vzorku byla méfena pfi vinové délce 562 nm (stanoveni reakci s bicinchoninovou
kyselinou)

O Ase2 am: zpramérované hodnoty naméfenych absorbanci

(DAs2 nm) - (DAgmzo): pramérné hodnoty absorbanci po odecteni slepého vzorku (dH2O) —
viz Tab. 7, stt. 66.

Vypocty koncentraci viz Tab. 5, str. 56.

* Pro vypocet nebyla pouzita hodnota odpovidajici 5% fedénému vzorku.

Tab. 9 Naméfené hodnoty absorbance pro fedéné vzorky proteinu v pyridinovém pufru, véetné

vypoctenych hodnot koncentrace proteinu.

Korekce koncentrace pramérna
fedéni vzorku Ase2 nm @ Ase2 nm [(DAss2 nm) - (DAdh20) tedéni proteinll ve vzorku koncentrace
[mg/mi] proteinu
1x 0,3893 | 0,3789 | 0,3841 0,2502 0,2502 0,916
2% 0,2782 | 0,2418 | 0,2600 0,1261 0,2522 0,924
0,92 mg/ml*
5x 0,1389 | 0,1436 | 0,1413 0,0074 0,0368 0,135
10x 0,1584 | 0,1544 | 0,1564 0,0225 0,0225 0,824

As62 nm: absorbance vzorku byla méfena pii vinové délce 562 nm (stanoveni reakei s bicinchoninovou
kyselinou)

O Ase2 am: zpramérované hodnoty naméfenych absorbanci

(DAs62 om) - (DAdameo): pramérné hodnoty absorbanci po odecteni slepého vzorku (dH.O) —
viz Tab. 7, stt. 66.

Vypocty koncentraci viz Tab. 5, str. 56.

* Pro vypocet nebyla pouzita hodnota odpovidajici 5X a 10X fedénému vzorku.

5.13) Vybér vhodnych reakénich podminek pro zesiténi proteinu

Jakmile byla stanovena koncentrace proteinu v obou roztocich, bylo mozné jej pfidat

do reakénich smési pro zesiténi.

Na zakladé vysledku NuPAGE bylo vybrano nékolik podminek (v Obr. 41, str. 68) jsou

cervené vyznaceny), které byly podle Tab. 10 na str. 68 naneseny na 4-12% gradientovy

Bis-Tris gel. Tento gel jiz fotografovan nebyl, proto jsou v Obr. 41, str. 68 cervené ramecky,

oznacujici jednotlivé prouzky, které byly zgelu izolovany a pfipraveny pro Sstépeni

endopeptidasami.
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Tab. 10 Schéma naneseni produkti sit'ovacich reakei na gradientovy Bis-TRIS gel pro jejich izolaci

M E50 E50 E50 E100 E100 E100 S3# S3# SO# SO# DCL
5ul 20 ul 20 pl 20 pl 16 pl 16 pl 16 pl 20 ul 20 pl 24 ul 24 ul 20 pl
G3# G3# G3* G3* G9* G9* G9* S3* S3* S9* S9* DCL
24 ul 24 ul 16 pl 16 pl 20 pl 20 pl 20 ul 14 pl 14 pl 14 pl 14 ul 20 pul

DCL — negativni kontrola — nezesit'ovany protein
M — marker
E — reakce s EDC: 50 zna¢i 50M nadbytek oproti proteinu, atp.
S — reakce s DSS: 3 zna¢i 3M nadbytek oproti proteinu, atp.
G - reakce s DSG: 3 znaci 3M nadbytek oproti proteinu, atp.
* - ¢inidla s timto oznacenim byla pfipravena Mgr. Zdefikem Kukackou
# - ¢inidla s timto oznacenim byla piipravena RNDr. Danielem Kavanem, Ph.D.
S S .
! Obr. 41 Fotografie gelu
62 kDa — gradientové ~ NuPAGE  pro  vybér
AT MJ‘_I vhodnych reakénich podminek zesit'ovani
38 kDa — 50 100200500 50 100200500 3 9 | DCL-L.

M — marker

E — reakce s EDC: 50 znaci 50M nadbytek
oproti proteinu, atp.

S — reakce s DSS: 3 znaci 3M nadbytek
oproti proteinu, atp.

G - reakce s DSG: 3 znac¢i 3M nadbytek
oproti proteinu, atp.

* - cinidla stimto oznacenim byla

pfipravena Mgr. Zdenkem Kukackou

M S# S* S* 8" G# G# G# G* VG"’ G M o . . .
27 3 9 273 9 273 g9 27 | # - (inidla stimto oznacenim byla

pfipravena  RNDr. Danielem Kavanem,

Ph.D.

T e wmse

6kDa —— o

Z gelu izolované proteiny byly nasledné $tépeny endopeptidasami, odsoleny a predany

na analyzu hmotnostni spektrometrif. Vysledky analyzy viz Tab. 11, str. 69 (EDC), Tab. 12,
str. 70 (DSG) a Tab. 13, str. 71 (DSS).
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Tab. 11 Vysledky MS analyzy peptidovych fragmenta

E50 T E50 G
NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLK- EE-
33-59,61-93+10x- QWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTF 49-50,106- TCAFLHIKTGEWKKGNCEVS
M+1EDC DK 128+1EDC SVE
33-59,94- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLK-
119+1ox-M+1EDC WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWKK 49-66+2EDC EENAFILDTLKKQWKGPD
TDD-
33-60,83- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKK- 76-78,102-
113+1EDC+10x-M | WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLVDTCAFLHIK 123+2EDC DLVDTCAFLHC'E(TGEWKKGN
60-63.64- KQWK- 76-92,1- TDDASFKWFDNSNMTFD-
118+ 1oxM+3EDC | GPPPILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTFDKW 21+10x- MDCPSSTWIQFQDSCYIFLQ
TDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWK M+1EDC E
60-82,83- KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK-
118+2EDC+10x- | WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLVDTCAFLHIK ?_?__Ggfi]é%lc_ Egﬁ,’éﬁziifmg&
M+1EDC TGEWK
QWKGPDDILLGMFYDTDDASFK- 93-101,106-
61-82,83- KWTDQDDDE-
118+ 1EDC+1EDC WFDNSNMTFDKWTTZ%EI)VE})(DEDLVDTCAFLH|K 123+1§gc+1E TCAELHIKTGEWIKKGNCE
61-82,83- QWKGPDDILLGMFYDTDDASFK- 97-102,57- QDDDED-
119+1EDC+10x- | WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLVDTCAFLHIK 77+10x- TLKKQWKGPDDILLGMFYDT
M+2EDC TGEWKK M+1EDC D
GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTFDK- 100-116,50- DEDLVDTCAFLHIKTGE-
64-93,1-32+1EDC MDCPSSTWIQFQDSCY IFLQEAIKVESIEDVR 66+1E'(3:C+1ED ENAFILDTLKKQWKGPD
64-93,1-32+10x- | GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTFDK- 11875'}33(6_7' WKKGNCE-
M+1EDC+1EDC MDCPSSTWIQFQDSCY IFLQEAIKVESIEDVR M+ 1EDC DILLGMFYDTDDASFKWFD
64-93+20x-
M+ 1EDC GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTFDK
94-118,33- WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWK-
60+1EDC+10x-M NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKK
94-118,60- WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWK-
93+1EDC+10x- | KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMT
M+2EDC FDK
94-118 61- WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWK-
93+1EDCH1EDC QWKGPDDILLGMFYDI;E)DASFKWFDNSNMTF
94-119,61- WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWKK-
93+2EDC+10x- | QWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTF
M+1EDC DK
TGEWK-
1111‘;12?5'35 QWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTF
DKWTDQDDDEDLVDTCAFLHIK
TGEWKK-
11£1‘é)1(_1§f;;m QWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTF
DKWTDQDDDEDLVDTCAFLHIK
E100 T E100 G
33-50.61-93+1ox- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLK-
M 1EDC QWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTF 49-66+2EDC EENAFILDTLKKQWKGPD
DK
93-101,106-

’ KWTDQDDDE-
60-82+1EDC KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK 123+1DECI:DC+1E TCAFLHIKTGEWKKGNCE
60-93+10x- KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMT

M+3EDC FDK
61-82+10x-
Mt 1EDC QWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
64-93+20x- GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTFDK
M+1EDC

E50 — pouzité sit’ovaci ¢inidlo EDC bylo pouzito v 50M nadbytku oproti proteinu

E100- pouzité sit'ovaci ¢inidlo EDC bylo pouzito v 100M nadbytku oproti proteinu

T — stépeno trypsinem
G — stépeno GluC
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Tab. 12 Vysledky MS analyzy peptidovych fragmenta

3 hDSG T 3DSGT
60-
63+1hSG KQWK 60-82+1DSG KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
60-
82+10%- KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK 83-119+10x- WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLVDTCAFLHI
M+1DSG KTGEWKK
M+1hSG
61-
82+1o0x- QWKGPDDILLGMFYDTDDASFK 119-139+1DSG KGNCEVSSVEGTLCKTAIPYK
M+1hSG
94-
119+1hSG WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWKK
9 hDSG T 9 DSGT
33-
60+10x- | NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKK 33-63+10x- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKKQW
M+1DSG K
M+1hSG
33- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKK
63+1hSG QWK 60-82+1DSG KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
33-
NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKK 60-82+10x-
82+20x- QWKGPDDILLGMFYDTDDASFK M+1DSG KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
M+1hSG
60-
63+1hSG KQWK 94-119+1DSG WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWKK
60-
82+1o0x- KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK 119-139+1DSG KGNCEVSSVEGTLCKTAIPYK
M+1hSG
60- 120-140,64- GNCEVSSVEGTLCKTAIPYKR-
82+1o0x- KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK 118+1ox- GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTFDK
M+2hSG M+1DSG WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWK
60- KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFD
93+3hSG NSNMTFDK
61-
82+1o0x- QWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
M+1hSG
64- GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMT
93+20x- FDK
M+1hSG
83- WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLVDTC
119+1hSG AFLHIKTGEWKK
94-
118+1hSG WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWK
94-
119+1hSG WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWKK
114-
133+1hSG TGEWKKGNCEVSSVEGTLCK
134-
140+1hSG TAIPYKR
3 hDSG G 3 DSG G
51-66,76- NAFILDTLKKQWKGPD-
92+1DSG TDDASFKWFDNSNMTFD
93-101,50-
67+1DSG KWTDQDDDE-ENAFILDTLKKQWKGPDD
9 hDSG G 9 DSG G
22-
29+1hSG AIKVESIE 124-140+1DSG VSSVEGTLCKTAIPYKR

3 hDSG/DSG — pouzité sit'ovaci ¢inidlo DSG bylo pouzito v 3M nadbytku oproti proteinu

9 hDSG/DSG - pouzité sit'ovaci ¢inidlo DSG bylo pouzito v 9M nadbytku oproti proteinu

T — stépeno trypsinem

G — stépeno GluC
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Tab. 13 Vysledky MS analyzy peptidovych fragmenta

3 hDSS T 3DSS T
1- MDCPSSTWIQFQDSCYIFLQEAIKV | | 33-63+1ox-
324ahSS R ISDVR S en NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKKQWK
33-
60+10x- | VQCTDHGADMISIHNEEENAFILDT | | 1, o5, 1psg KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
LKK
M+1hSS
33- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDT
82420x- | LKKOWKOPDDILLGMEYDTDDASE | | 83-118+10x- | WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEW
M+1DSS KK
M+1hSS K
60- KQWK 94- WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWKK
63+1hSS 119+1DSS
60-
119-133,60- KGNCEVSSVEGTLCK-
El\g/|2++:|.]t.10SxS KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK 93+1DSS KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTFDK
933%;x— KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
M ohos WFDNSNMTFDK
61-
82+10x- | QWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
M+1hSS
64- GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNS
93+20x- NMTFDK
M+1hSS
64- GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNS
113+2hS | NMTFDKWTDQDDDEDLVDTCAFL
s HIK
11§§1h8 WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLY
. DTCAFLHIKTGEWKK
94-
118+1hs | WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGE
WK
s
9 hDSS T 9DSS T
1- MDCPSSTWIQFQDSCYIFLQEAIK | | 33-63+1ox- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKKQWK
24+1hSS M+1DSS
1_
32+10x- | MDCPSSTWIQFQDSCYIFLQEAIKV | | 33-63+10x- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKKQWK
ESIEDVR M+1DSS
M+1hSS
33-
60+10x- | VQCTDHGADMISIHNEEENAFILDT | | 1, o5, 1psg KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
LKK
M+1hSS
33- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDT | | 60-82+1ox-
63nSS K KOWK S bee KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
33- ’C‘Slfg\?vi%ﬁ%'\é'lf'Lg’,\\‘AEFEIED’\#ADFE');ES)’T: 83- WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEW
82+1hSS ” 119+1DSS KK
33- NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDT | | 94-118,33- WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWK-
82+20x- | LKKQWKGPDDILLGMFYDTDDASF 82+20x- | NQCTDHGADMISIHNEEENAFILDTLKKQWKGPDDIL
M+1hSS K M+1DSS LGMFYDTDDASFK
60- 94-
6341nSS KQWK 11091DSS WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWKK
6o 94-
82+10x- | KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGEWKK
119+1DSS
M+1hSS
60-
119-133,60- KGNCEVSSVEGTLCK-
%ﬁ;ﬁgg KQWHKGPDDILLGMFYDTDDASFK 93+1DSS KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNSNMTFDK
gsi%gx_ KQWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
rthas WFDNSNMTFDK
61-
82+10x- | QWKGPDDILLGMFYDTDDASFK
M+1hSS
64- GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNS
93+20x- NMTFDK
M+1hSS
64- GPDDILLGMFYDTDDASFKWFDNS
113+2hS | NMTFDKWTDQDDDEDLVDTCAFL
s HIK
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83-

WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLV

113+10x- Tab. 13 — pokracovani
M AhSs DTCAFLHIK p
119831'18 WFDNSNMTFDKWTDQDDDEDLV
s DTCAFLHIKTGEWKK
94-
118+1hS WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGE
WK
S
94- WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGE
119+1hS
WKK
S
94- WTDQDDDEDLVDTCAFLHIKTGE
119+2hS
WKK
S
114-
119+1hS TGEWKK
S
134-
140+1hS TAIPYKR
S
3 hDSS G 3 DSS G
29_ 57-67,68-
AIKVE 85+1DSS+10 TLKKQWKGPDD-ILLGMFYDTDDASFKWFD
26+1hSS o
76-85,57-
75+10x- TDDASFKWFD-TLKKQWKGPDDILLGMFYD
M+1DSS
78-85,57-
77+10ox- DASFKWFD-TLKKQWKGPDDILLGMFYDTD
M+1DSS
79-85,57-
78+10x- ASFKWFD-TLKKQWKGPDDILLGMFYDTDD
M+1DSS
9 hDSS G 9 DSS G
o 57-67,68-
AIKVE 85+1DSS+10 TLKKQWKGPDD-ILLGMFYDTDDASFKWFD
26+1hSS M
o 76-85,57-
AIKVESIE 75+10x- TDDASFKWFD-TLKKQWKGPDDILLGMFYD
29+1hSS
M+1DSS
78-85,57-
77+10x- DASFKWFD-TLKKQWKGPDDILLGMFYDTD
M+1DSS
79-85,57-
78+10x- ASFKWFD-TLKKQWKGPDDILLGMFYDTDD
M+1DSS
124- VSSVEGTLCKTAIPYKR
140+1DSS
129-
140+1DSS GTLCKTAIPYKR

3 hDSS/DSS — pouzité sit’ovaci ¢inidlo DSS bylo pouzito v 3M nadbytku oproti proteinu

9 hDSS/DSS - pouzité sitovaci ¢inidlo DSS bylo pouzito v 9M nadbytku oproti proteinu

T — stépeno trypsinem

G —stépeno GluC

Data ziskana z analyzy chemického zesiténi proteinu mohou napomoci pii feseni 3D

struktury proteinu.
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(6) DISKUSE

Na zaklad¢ pfedchozich zkusenosti s produkei proteinového konstruktu byl zvolen
expresni systém E. co/ BL21 (DE3) Gold. Bakterie byly transformovany plazmidem metodou
tepelného Soku a nasledné selektovany na agarové plotné s antibiotiky kanamycinem
a tetracyklinem.

S vybranymi klony bunék byla provedena pokusna produkce proteinu, indukovana
pfidavkem IPTG. Produkce proteinu byla vyborna u vsech vybranych klond, pro
velkoobjemovou produkci v °C,”N znac¢eném M9 minimalnim médiu vsak byly zapotiebi
pouze ctyfi. Oproti klasickému LB médiu byla doba, za kterou kultury dosahly hodnoty
optické denzity 0,6, podstatné delsi. Proteiny produkované ve formé inkluznich télisek byly dle
standardniho protokolu pouzivaného v laboratofi renaturovany, vyjma pouziti lysozymu, ktery
ma podobnou molekulovou hmotnost jako nas konstrukt, a nasledné dialyzou pfevedeny do
tyziologickych podminek. Vysledek SDS-PAGE renaturovanych proteint ukazal pfitomnost
agregatt, které byly odstranény metodou gelové permeacni chromatografie na koloné
Superdexu 75 HR. Na zaklad¢ pfedchozich zkusenosti a s ohledem na co nejmensi ztraty
znaceného proteinu byla z purifikacnich experimenti vyfazena ionexova chromatografie, ktera
by jinak probihala na koloné¢ Q-Sepharosy FF. Opravnénost tohoto rozhodnuti je potvrzena
na obrazku zobrazujicim vysledek SDS-PAGE proteinu v redukujicich a neredukujicich
podminkach, provedené s frakcemi z gelové filtrace. Gelovou filtraci byl protein zaroven
pfeveden do pufru vhodného pro NMR méfeni a ve druhém pfipadé (neznaceny protein) do
pufra pro chemické zesiténi.

Pii vyhodnocovani naméfenych spekter bylo prvnim krokem ovéfeni, zda je protein
dobfe poskladany a zda ma tedy smysl v praci pokracovat. Toto bylo provedeno na zakladé
HN-HSQC spektra. Jelikoz nebyly signaly jednotlivych HN dvojic nahloucené, ale naopak
krasné odlisitelné, mohlo byt konstatovano, ze protein netvofi zadné nefyziologické struktury.
Ve snaze o pfifazeni signald konkrétnim atomim aminokyselin bylo vyuzito desiti 3D
experimentu. Signaly téchto spekter vzdy pochazely od atomu, které jsou vzdjemné spojené
pfes jednu ¢i vice kovalentnich vazeb. Pro pfifazeni atomua proteinové patefe bylo vyuzito
sesti experimenti: HNCO a HN(CA)CO experimentt pro identifikaci signala pifslusejicich
uhlikim karbonylové skupiny, HNCA a HN(CO)CA pro piifazeni signald C* uhlikiim
a HNCACB s CBCA(CO)NH, diky kterym bylo mozné pififadit signaly jak C* uhlikim

proteinové patefe, tak C° uhlikiim postrannich fetézct. Pro pfifazeni atom@ postrannich
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fetézci bylo vyuzito spekter jiz zminénych experimenti HNCACB a CBCA(CO)NH
(C? uhliky), tak spektra (H)CC(CO)NH, ve kterém jsou patrné signaly pochazejici od viech
uhlika alifatického postranniho fetézce. Identifikace vodikovych atomu probihala na zakladé
spekter HN-TOCSY-HSQC a H(CC)(CO)NH, jejichz vysledek byl upfesnén diky analyze
spektra HCCH-TOCSY. Vystupem této prace je tabulka chemickych posunu pro jednotlivé
atomy, které byly zadany jako vstupni hodnoty do programi GeNMR a TALOS+ pro
predikci sekundarnich struktur.

Jelikoz je receptor DCL-1 zafazen na zakladé lokalizace genu a sekvenéni podobnosti
do rodiny C-lektinovych receptort, je vysoce pravdépodobné, ze jeho extracelularni doména
bude tvofit tzv. motiv C-lektinové domény. Celkovym tvarem této struktury je smycka, jejiz
konce jsou v blizkosti a tvofi antiparalelni B sklddany list. Struktura domény sestava jesté
z druhé (,dlouhé®) smycky. Obé smycky na svych koncich disponuji kazda dvéma vysoce
konzervovanymi cysteiny, které spolu tvofi disulfidové mustky. Pokud je lektinova doména
delsi, jsou zde pfitomny jesté dva cysteiny (tak je tomu i v piipadé naseho konstruktu), které
tvofi dal$i disulfidovy mustek. V ramci motivu jsou piftomny i dvé a Sroubovice a druhy
B skladany list.” Vsechny provedené predikce sekundarnich struktur se shoduji ohledné
lokalizace dvou « helikalnich struktur, ovéem co do poctu a lokalizace potencialnich {3 listi se
jiz mirné rozchazeji. V jakém stavu jsou v doméné pifitomny cysteiny bylo mozné urcit na
zékladé chemickych posunii jader C* uhlfki. Pokud je cystein ve stavu redukovaném, je mozné
identifikovat signal jeho C? uhlfku na pozici okolo 30 ppm, pokud ale tvofi disulfidovy
mustek, nebo je jinym zpusobem oxidovany, je tento posun okolo 42 ppm. V nasem pfipadé
byly vSechny cysteiny ve stavu oxidovaném — tudiz pravdépodobn¢ tvoii disulfidové mustky.
Pro zjisténi jakym zptsobem mohou byt sparované byl sice proveden dodatecny experiment,
jehoz vysledek byl ale natolik nesmérodatny, Ze jej bude zapotiebi zopakovat.

Prozatim tedy byla ziskana pouze sekvencni informace. V dalsi fazi bude pro urceni
terciarni  struktury proteinu nasledovat analyza spekter zalozenych na nuklearnim
Overhauserové efektu (NOE), kdy bude mozné urcit, které protony jsou v definovanych
vzdalenostech v ramci prostoru.

Pro nahled na terciarni strukturu byly provedeny pokusy chemického zesiténi. Pouzita
byla homobifunkéni ¢inidla DSG a DSS, ktera tvofi mustek mezi aminovymi skupinami
postrannich fetézct aminokyselin (pfipadné N koncem peptidu), na které se kovalentné vazou.
V pifpadé DSG je mustek dlouhy 7,7 A, u DSS 11,4 A. Dalsim pouzitym cinidlem bylo
heterobifunkénim EDC, které umoznuje tvorbu amidové vazby v ramci dvou postrannich

fetézcu aminokyselin. Pro ziskani peptidovych fragmenta pak byly pouzity serinové peptidasy
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trypsin a GluC. Pokud vezmeme v Gvahu vysledky ziskané pfi pouziti DSG a DSS zjistime, Ze
nam moc konkrétni informaci neposkytuji. V raimci jednoho peptidového fragmentu je
obvykle vice nez jeden lysin, jehoz postranni fetézec je velice dlouhy — az 7,3 A, dle
konformace. Pii pouziti DSS se tedy teoreticky mazeme dostat a2 na vzdalenost 26 A mezi
C* uhliky proteinové patefe a jelikoz je zatim k dispozici pouze model, neni mozné urcit, ktera
kombinace svazanych fetézct je ta prava. Pfi pokusech, kdy bylo jako sitovaci ¢inidlo pouzito
EDC zde nastava jiny problém. Nas konstrukt obsahuje znacné mnozstvi asparagové
a glutamové kyseliny, které jsou v sekvenci casto jedna za druhou, coz nam opét ztézuje
identifikaci konkrétnich vazebnych partnert.

Do budoucna by tedy bylo vhodné tyto experimenty zopakovat s pouzitim jesté jinych

sitovacich c¢inidel, pfipadné zkusit dalsi peptidasu.

Snaha o vyfeseni trojrozmérné struktury receptoru DCL-1 je soucasti $irstho usili
laboratofe o rozfeseni 3D struktur leukocytarnich receptort podobnych lektinim. Paralelné
s touto praci, kdy byla data pro strukturni analyzu ziskana z rozpustné formy proteinu,
probiha i analjza krystalovych struktur (UMCH AV CR). Z ptedeslého textu je také zfejmé, ze
analyza dal§ich NMR spekter je pro urceni terciarni struktury proteinu nezbytna. V prvni fazi
budou pfifazeny atomy aromatickych postrannich fetézct a nasledné probéhne analyza NOE
spekter, na jejimz zakladé pak bude mozné spravné vyhodnotit i informaci ziskanou z pokust

chemického zesiténi.
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(7) ZAVER

O proteinovy konstrukt byl uspésné naprodukovan v M9 minimalnim médiu

O nasledné byla renaturovana inkluzni téliska a protein purifikovan
- bylo ziskano 0,5 ml 0,5mM roztoku PC,”N znaceného proteinu

e  kromé prvni aminokyseliny v sekvenci (Met) jsou identifikovany signaly piislusejici
jednotlivym atomum peptidové patefe — z 96,5 %

e  pfifazena je i vice jak polovina signald, pochazejici od atomu postrannich fetézca

aminokyselin (celkem 68,9 %)
- atomu alifatickych postrannich fetézct je pfifazeno 86,6 %

¢ provedené pokusy chemického zesiténi byly uspésné, ale zatim jejich informacni hodnotu
neni mozné plné vyuzit
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(9) PRILOHY

Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

9.1) Tabulka chemickych posunti jader

w_1
w_1
D2
D2
D2
D2
D2
D2
w_2
w_2
c3
c3
c3
c3
c3
c3
c3
c3
c3
Q3
Q3
Q3
w_3
w_3
P4
P4
P4
P4
P4
P4
P4
P4
P4
P4
P4
P4
w_4
w_4
S5

NE
QE
c
CA
cB
HA
HB2
HB3
NE
QE

CA
CB

HA
HB2
HB3

QB
HE21
HE22
NE2
NE

QE

CA
CB
CD
CG
HA
HB2
HB3
HD2
HD3
HG2
HG3
NE

QE

15N 127.8920.000
1H 10.014 0.000
13C 175.7800.004
13C 55.109 0.047
13C 42.157 0.220
1H 4.737 0.005
1H 2.446 0.002
1H 2.686 0.002
15N 128.3450.000
1H 10.483 0.000
13C 173.2620.000
13C 52.673 0.030
13C 38.272 0.031
1H 7.994 0.003
1H 4.846 0.007
1H 2.847 0.000
1H 2.890 0.003
15N 116.2670.025
1H 2.874 0.000
1H 7.239 0.000
1H 7.154 0.000
15N 111.1690.001
15N 129.8530.000
1H 10.419 0.000
13C 176.2270.003
13C 65.978 0.050
13C 32.106 0.034
13C 49.852 0.051
13C 27.226 0.000
1H 3.967 0.001
1H 1.369 0.004
1H 2.253 0.003
1H 1.677 0.003
1H 3.133 0.003
1H 0.851 0.003
1H 1.445 0.001
15N 130.1430.000
1H 10.480 0.000

13C 175.1680.000
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Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

S5
S5
S5
S5
S5
S5
S5

w_5

w_5
S6
S6
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S6

Q7
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Q7
T7
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Q8

Q8

Q8

ws
ws
ws
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ws
ws
ws

CA
CcB
H
HA
HB2
HB3

NE
QE

CA
CB
HA
HB2
HB3
HE21
HE22
NE2

CA

CB

CG2

HA

HB

MG2

HE21

HE22

NE2

CA
CB

HA

QB

CA

13C 57.185 0.039
13C 65.817 0.026
1H 6.957 0.002
1H 4.744 0.004
1H 4.114 0.001
1H 4.352 0.003
15N 106.4620.041
15N 132.4640.000
1H 10.579 0.000
13C 174.4780.000
13C 60.704 0.048
13C 63.274 0.052
1H 4.512 0.002
1H 4.045 0.000
1H 4.216 0.007
1H 7.491 0.000
1H 6.826 0.000
15N 112.1550.006
13C 175.1480.011
13C 63.906 0.069
13C 69.177 0.037
13C 22.837 0.014
1H 8.194 0.002
1H 4.292 0.006
1H 4.107 0.005
1H 1.271 0.003
15N 115.0570.049
1H 7.232 0.000
1H 6.651 0.000
15N 110.2010.000
13C 175.7870.005
13C 57.466 0.048
13C 30.193 0.016
1H 7.586 0.004
1H 4.875 0.003
15N 121.4320.025
1H 3.298 0.004
13C 175.3570.014

13C 60.694 0.047
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Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

Q10
Q10/Q97
Q10/Q97
Q10/Q97
Q10/Q97
F11
F11
F11
F11
F11
F11
F11
F11
Q12
Q12
Q12
Q12
Q12
Q12
Q12
Q12
Q12

CB
CD1
CG1
CG2

HA
HB
HG12
HG13
MD1
MG2

CA
CB
CG

HA
HG2
HG3

N

QB

QG
H22

HE21
HE22
NE2
c
CA
CcB
H

HA
HB2
HB3

CA
CB
CG

HA
HE21
HE22

HG2

13C 41.236 0.076
13C 13.266 0.095
13C 27.947 0.049
13C 18.270 0.039
1H 9.896 0.003
1H 4.636 0.005
1H 2.039 0.005
1H 1.357 0.011
1H 1.764 0.003
1H 0.743 0.003
1H 1.185 0.003
15N 122.0100.030
13C 175.3940.001
13C 55.557 0.027
13C 30.670 0.046
13C 34.060 0.042
1H 8.981 0.002
1H 5.352 0.002
1H 2.282 0.000
1H 2.382 0.005
15N 129.0490.023
1H 2.152 0.007
1H 2.323 0.000
1H 7.199 0.002
1H 7.500 0.221
1H 7.081 0.092
15N 112.0100.572
13C 174.0410.005
13C 58.845 0.051
13C 40.968 0.056
1H 8.810 0.002
1H 4.264 0.003
1H 1.891 0.004
1H 2.242 0.006
15N 126.1260.032
13C 174.8220.000
13C 57.825 0.035
13C 25.544 0.043
13C 33.436 0.090
1H 8.555 0.002
1H 3.333 0.003
1H 7.009 0.000
1H 6.711 0.001

1H 1.049 0.009
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Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

Q12
Q12
Q12
Q12
D13
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D13
D13
D13
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si4
si4
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ci15
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Y16
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117
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117

F18
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HB2
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HB2
HB3
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CA
CB

HA

HB2
HB3

CA
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HA

CA
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15N 124.7100.044
15N 110.1460.000
1H 1.760 0.003
13C 175.4210.004
13C 54.522 0.047
13C 40.749 0.364
1H 4.721 0.000
1H 2.822 0.000
13C 171.2120.008
13C 58.737 0.044
13C 67.418 0.358
1H 8.225 0.003
1H 5.195 0.002
1H 3.439 0.006
1H 3.845 0.006
15N 114.6040.034
13C 173.3210.002
13C 55.469 0.032
13C 47.029 0.307
1H 8.806 0.004
1H 5.680 0.005
1H 2.861 0.004
1H 3.035 0.004
15N 118.6430.044
1H 3.039 0.000
13C 174.7450.010
13C 57.237 0.056
13C 42.565 0.049
1H 10.065 0.005
1H 5.758 0.001
1H 3.131 0.012
1H 3.288 0.007
15N 122.0030.049
13C 170.4890.000
13C 59.983 0.000
13C 40.890 0.000
1H 8.517 0.004
1H 4.422 0.000
15N 119.9190.057
13C 174.1590.005
13C 54.726 0.061
13C 38.925 0.021

13C 176.0320.004
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Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

L19
L19
L19
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L19
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L19
L19
L19
L19
L19
L19
Q20
Q20
Q20
Q20
Q20
Q20
Q20
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E21
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E21
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HB2
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HG2
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CA
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CG

HA

HB2
HB3

QG

CA
CB

HA
MB

13C 53.585 0.022
13C 42.079 0.033
13C 22.420 0.024
13C 26.100 0.112
13C 22.164 0.000
1H 8.720 0.004
1H 4.136 0.004
1H 1.148 0.003
1H 1.520 0.002
1H 1.152 0.013
1H 0.216 0.001
1H 0.421 0.000
15N 128.1380.025
1H 1.524 0.004
13C 174.8330.007
13C 55.371 0.028
13C 29.755 0.118
13C 34.644 0.074
1H 8.468 0.002
1H 4.232 0.003
1H 1.772 0.005
1H 2.060 0.003
1H 7.573 0.001
1H 6.918 0.001
1H 1.980 0.005
1H 2.047 0.010
15N 123.9790.048
15N 112.1860.001
13C 175.1470.007
13C 55.854 0.071
13C 31.053 0.129
13C 36.104 0.017
1H 7.711 0.008
1H 4.265 0.004
1H 1.775 0.012
1H 1.892 0.014
15N 121.3600.032
1H 2.142 0.003
13C 177.2130.005
13C 52.004 0.084
13C 18.207 0.030
1H 8.378 0.003
1H 4.602 0.005

1H 1.313 0.006

8
12

10

16

15
10
20

N~ o g o o 0 N

20

13

22
10
10
11
21
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123
123
123
123
123
123
123
123
123
K24
K24
K24
K24
K24
K24
K24
K24
K24
K24
K24
K24
K24
K24
K24
V25
V25
V25
V25
V25
V25
V25
V25
V25
V25
V25
E26

N
C
CA
CB
CD
CD1
CG1
CG2

HA
HB
HG12
HG13
MD1
MG2

QG1

CA
CB
CD
CE
CG

HA
HG2
HG3

QB
QD
QE
QG

CA
CB
CG1
CG2

HA
HB
MG1
MG2

15N 126.7620.060
13C 174.9820.006
13C 59.875 0.033
13C 41.253 0.032
13C 13.657 0.000
13C 13.706 0.041
13C 26.446 0.045
13C 17.618 0.038
1H 7.902 0.006
1H 4.402 0.003
1H 1.732 0.003
1H 0.961 0.004
1H 1.336 0.005
1H 0.718 0.006
1H 0.806 0.044
15N 119.4880.017
1H 1.350 0.000
13C 175.8230.007
13C 56.239 0.066
13C 32.464 0.067
13C 28.984 0.088
13C 42.294 0.108
13C 24.701 0.043
1H 8.278 0.003
1H 4.458 0.004
1H 1.345 0.008
1H 1.471 0.008
15N 124.9800.044
1H 1.778 0.014
1H 1.689 0.024
1H 2.995 0.001
1H 1.423 0.000
13C 175.0830.005
13C 60.818 0.060
13C 34.849 0.087
13C 22.373 0.058
13C 20.033 0.039
1H 8.134 0.003
1H 4.444 0.004
1H 2.079 0.006
1H 0.806 0.000
1H 0.751 0.007
15N 121.1240.062

13C 176.2010.007

20
3
10
10

10

18
14
14

10
11
14
17

25
13

o a0 o ® w kN o o R

N
© x
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Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

E26
E26
E26
E26
E26
E26
E26
E26
S27
S27
S27
S27
S27
S27
S27
S27
128
128
128
128
128
128
128
128
128
128
128
128
128
128
E29
E29
E29
E29
E29
E29
E29
E29
E29
E29
E29
D30
D30
D30

CA
CB
CG
H
HA
N
QB
QG
C
CA
CB
H
HA
HB2
HB3

CA
CB
CD1
CG1
CG2

HA
HB
HG12
HG13
MD1
MG2

CA
CB
CG

HA
HG2
HG3

0B
QG

CA
CB

13C 56.450 0.060
13C 31.636 0.040
13C 36.740 0.000
1H 9.346 0.003
1H 4.604 0.009
15N 121.7960.027
1H 1.996 0.009
1H 2.220 0.015
13C 175.0600.009
13C 57.022 0.040
13C 66.537 0.021
1H 8.060 0.003
1H 4.872 0.001
1H 3.978 0.006
1H 4.270 0.000
15N 113.3750.019
13C 176.5150.004
13C 63.280 0.051
13C 37.902 0.049
13C 14.2550.010
13C 29.526 0.025
13C 17.639 0.037
1H 9.237 0.003
1H 4.084 0.003
1H 2.108 0.001
1H 1.672 0.002
1H 1.756 0.002
1H 1.274 0.002
1H 1.238 0.002
15N 122.1690.048
13C 178.1600.009
13C 60.251 0.058
13C 28.857 0.068
13C 36.922 0.026
1H 8.354 0.005
1H 3.785 0.002
1H 2.253 0.004
1H 2.311 0.003
15N 122.3160.026
1H 1.949 0.006
1H 2.280 0.003
13C 178.8670.006
13C 57.458 0.030

13C 41.668 0.036

19

10
10

18
14
10

10
13
17

o o w M~ ©

Skupina AtomJadro Posun

SDev Pfirazeni

D30
D30
D30
D30
D30
V31
V31
V31
V31
V31
V31
V31
V31
V31
V31
V31
R32
R32
R32
R32
R32
R32
R32
R32
R32
N33
N33
N33
N33
N33
N33
N33
N33
N33
N33
Q34
Q34
Q34
Q34
Q34
Q34
Q34
Q34
Q34

H
HA
HB2
HB3

CA
CB
CG1
CG2

HA
HB
MG1
MG2

CA
CB
CD

HA

0B
QG

CA
CB

HA
HD21
HD22

ND2
QB

CA
CB
CG

HA
HB2
HB3

HE21

1H 7.665 0.004
1H 4.454 0.005
1H 2.883 0.001
1H 3.028 0.003
15N 117.5620.045
13C 177.8030.007
13C 65.916 0.039
13C 31.669 0.075
13C 23.014 0.055
13C 22.799 0.052
1H 7.265 0.002
1H 3.667 0.002
1H 2.393 0.004
1H 1.027 0.002
1H 1.123 0.004
15N 119.6740.014
13C 179.1700.009
13C 60.704 0.000
13C 29.429 0.057
13C 43.160 0.000
1H 8.241 0.004
1H 4.194 0.012
15N 120.9450.047
1H 1.599 0.000
1H 1.476 0.000
13C 177.1700.006
13C 54.805 0.046
13C 38.127 0.058
1H 8.280 0.008
1H 4.740 0.032
1H 7.616 0.001
1H 6.782 0.000
15N 116.5480.034
15N 111.7240.000
1H 2.844 0.002
13C 179.0190.007
13C 58.983 0.051
13C 28.929 0.058
13C 34.4250.133
1H 7.537 0.002
1H 4.190 0.010
1H 2.167 0.011
1H 2.235 0.011

1H 7.441 0.002

20

12
14
18
11
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Skupina AtomJadro

Posun SDev Pfifazeni

Q34
Q34
Q34
Q34
Q34
Q34
c35
c35
c35
c35
c35
c35
c35
c35
T36
T36
T36
T36
T36
T36
T36
T36
T36
D37
D37
D37
D37
D37
D37
D37
D37
H38
H38
H38
H38
H38
H38
H38
H38
G39
G39
G39
G39
G39

HE22 1H 6.899 0.001

HG2
HG3
N
NE2
QB
c
CA
cB
H
HA
HB2
HB3

CA
CB
CG2

HA
HB
MG2

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA

CB

HA

HB2

HB3

CA

HA2
HA3

1H 2.321 0.003
1H 2.501 0.004
15N 117.6270.039
15N 111.1820.000
1H 2.497 0.000
13C 178.9050.005
13C 55.012 0.050
13C 35.027 0.105
1H 7.395 0.007
1H 4.672 0.008
1H 2.488 0.005
1H 2.949 0.010
15N 113.9080.079
13C 179.4860.007
13C 66.294 0.055
13C 68.154 0.132
13C 21.632 0.103
1H 8.902 0.004
1H 4.555 0.005
1H 4.381 0.002
1H 1.314 0.004
15N 119.1720.076
13C 177.2980.005
13C 57.024 0.053
13C 40.406 0.034
1H 8.465 0.013
1H 4.511 0.002
1H 2.444 0.006
1H 2.777 0.006
15N 124.5090.061
13C 174.6180.004
13C 56.143 0.073
13C 29.346 0.108
1H 7.563 0.007
1H 4.739 0.006
1H 2.926 0.008
1H 3.805 0.011
15N 115.3480.102
13C 173.5090.003
13C 46.544 0.021
1H 8.047 0.003
1H 3.957 0.004

1H 4.040 0.003

Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

G39
G39
A40
A40
A40
A40
A40
A40
A40
D41
D41
D41
D41
D41
D41
D41
D41
M42
M42
M42
M42
M42
M42
M42
M42
M42
143
143
143
143
143
143
143
143
143
143
143
143
143
143
143
sa4
S44
sa4

N
QA
c
CA
cB
H
HA
MB

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB
CG

HA

0B
QG

CA
CB
CD1
CG1
CG2

HA
HB
HG12
HG13
MD1
MG2

QG1
CA
cB

H

15N 108.0060.043
1H 4.005 0.012
13C 174.0270.016
13C 49.925 0.080
13C 23.151 0.041
1H 7.778 0.005
1H 4.965 0.003
1H 1.452 0.006
15N 122.0400.022
13C 176.1890.008
13C 51.960 0.021
13C 44.297 0.184
1H 8.448 0.002
1H 4.884 0.004
1H 2.525 0.013
1H 3.085 0.004
15N 117.2950.031
13C 177.8880.005
13C 57.657 0.046
13C 37.183 0.085
13C 34.639 0.031
1H 10.656 0.003
1H 4.770 0.009
15N 121.0970.050
1H 1.888 0.003
1H 2.609 0.011
13C 172.2050.034
13C 62.486 0.060
13C 39.856 0.050
13C 15.498 0.032
13C 27.898 0.017
13C 19.298 0.019
1H 8.254 0.002
1H 3.803 0.002
1H 1.758 0.002
1H 1.277 0.002
1H 1.351 0.002
1H 1.030 0.001
1H 1.095 0.001
15N 119.5550.035
1H 1.318 0.000
13C 55.262 0.028
13C 64.638 0.094

1H 6.319 0.003

16

20

19

10
10

15
13
11

10
11
15

21
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Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

S44
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145

H46

H46

H46

H46

H46

H46

H46

H46

N47

N47

N47

N47

N47

N47

N47

N47

N47

N47

N47

E48

E48

E48

E48

E48

E48

E48

E48

E48

N
C
CA
CB
CD1
CG1
CG2

HA
HB
HG12
HG13
MD1
MG2

QG1

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3

HD21
HD22

ND2

CA
CB
CG

HA
HB2
HB3
HG2

15N 116.0310.028
13C 176.7380.005
13C 60.547 0.072
13C 41.534 0.005
13C 14.422 0.011
13C 27.878 0.052
13C 18.619 0.030
1H 5.060 0.002
1H 4.317 0.006
1H 1.949 0.004
1H 0.685 0.005
1H 1.110 0.007
1H 0.859 0.001
1H 1.255 0.166
15N 117.9960.053
1H 1.309 0.000
13C 172.5720.010
13C 57.080 0.036
13C 31.342 0.105
1H 9.228 0.008
1H 4.956 0.004
1H 2.971 0.009
1H 3.673 0.015
15N 121.6710.060
13C 173.6040.003
13C 52.257 0.034
13C 39.873 0.036
1H 7.125 0.003
1H 3.563 0.003
1H 2.845 0.006
1H 3.220 0.006
1H 7.410 0.001
1H 7.123 0.002
15N 112.0170.046
15N 115.3110.001
13C 177.6390.002
13C 58.554 0.047
13C 29.474 0.049
13C 34.914 0.012
1H 8.596 0.003
1H 3.809 0.001
1H 1.906 0.002
1H 2.159 0.003

1H 2.321 0.002

20

10

13
14
12

14
12

Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

E48
E48
E49
E49
E49
E49
E49
E49
E49
E49
E49
E49
E49
E49
E49
E50
E50
E50
E50
E50
E50
E50
E50
E50
E50
N51
N51
N51
N51
N51
N51
N51
N51
N51
N51
N51
A52
A52
A52
A52
A52
A52
A52
F53

HG3
N
c

CA
CcB
CG
H
HA

HB2

HB3

HG2

HG3

0B
QG

CA
CB
CG

HA
HG2
HG3

QB

CA
CB

HA
HB2
HB3

HD21
HD22

ND2

CA
CB

HA
MB

1H 2.484 0.005
15N 120.5210.069
13C 179.5330.005
13C 60.752 0.062
13C 28.626 0.065
13C 37.792 0.014
1H 8.613 0.005
1H 4.069 0.004
1H 2.090 0.002
1H 2.255 0.002
1H 2.367 0.003
1H 2.503 0.004
15N 120.0500.070
1H 2.079 0.005
1H 2.260 0.016
13C 177.5190.006
13C 59.577 0.046
13C 30.159 0.015
13C 36.240 0.026
1H 8.779 0.003
1H 3.934 0.002
1H 2.354 0.005
1H 2.525 0.000
15N 122.9830.032
1H 2.184 0.004
13C 176.4730.009
13C 58.639 0.035
13C 41.053 0.142
1H 7.730 0.005
1H 4.102 0.018
1H 2.515 0.002
1H 3.156 0.007
1H 8.129 0.001
1H 6.769 0.001
15N 120.2480.068
15N 112.8860.002
13C 180.1210.009
13C 55.193 0.042
13C 18.363 0.025
1H 8.662 0.002
1H 4.033 0.004
1H 1.527 0.005
15N 118.2160.026

13C 178.3240.009

5
15

19
10

18
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Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

F53
F53
F53
F53
F53
F53
F53
F53
154
154
154
154
154
154
154
154
154
154
154
154
154
154
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
L55
D56
D56
D56
D56
D56
D56

CA
CcB
H
HA
HB2
HB3

QB

CA
CB
CD1
CG1
CG2

HA
HB
HG12
HG13
MD1
MG2

CA
CB
CD1
CD2
CG

HA
HB2
HB3
HG
MD1
MD2

QB
QMD

CA
CB

HA
HB2

13C 60.361 0.052
13C 38.589 0.027
1H 8.048 0.003
1H 4.064 0.014
1H 2.312 0.000
1H 2.368 0.002
15N 121.3280.064
1H 2.340 0.003
13C 177.3220.004
13C 64.080 0.044
13C 36.630 0.065
13C 13.125 0.008
13C 28.484 0.032
13C 18.027 0.064
1H 8.064 0.002
1H 2.901 0.006
1H 1.962 0.006
1H 1.162 0.002
1H 1.551 0.002
1H 0.721 0.001
1H 0.624 0.002
15N 123.7770.033
13C 178.4250.045
13C 58.619 0.040
13C 42.388 0.026
13C 24.741 0.033
13C 25.872 0.022
13C 26.958 0.040
1H 7.869 0.003
1H 3.760 0.003
1H 1.566 0.003
1H 1.801 0.003
1H 1.861 0.002
1H 0.898 0.002
1H 0.956 0.001
15N 119.2260.037
1H 1.781 0.000
1H 0.891 0.000
13C 178.5280.004
13C 57.589 0.041
13C 41.683 0.036
1H 8.153 0.004
1H 4.172 0.005

1H 2.416 0.005

6
6
18

11

21
12
12
11

10
14
20

22
12
13
12

Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

D56
D56
T57
T57
T57
T57
T57
T57
T57
T57
T57
L58
L58
L58
L58
L58
L58
L58
L58
L58
L58
L58
L58
L58
L58
L58
K59
K59
K59
K59
K59
K59
K59
K59
K59
K59
K59
K59
K59
K59
K60
K60
K60
K60

HB3
N
C

CA
CB
CG2

HA
HB
MG2

CA
cB
cb1
cD2
cG
cQD

HA
HB2
HB3
HG
MD1
MD2

CA
CB
CD
CE
CG

HA
HG2
HG3

0B
QD
QE

CA
CB
CD

1H 2.611 0.007
15N 117.9360.043
13C 177.2480.009
13C 66.641 0.039
13C 67.899 0.089
13C 20.475 0.051
1H 7.725 0.002
1H 3.444 0.002
1H 3.267 0.007
1H -0.025 0.002
15N 115.9090.041
13C 177.9620.008
13C 57.809 0.061
13C 41.718 0.022
13C 23.409 0.006
13C 27.189 0.020
13C 27.176 0.036
13C 23.319 0.000
1H 8.263 0.004
1H 3.994 0.004
1H 1.298 0.003
1H 1.898 0.003
1H 1.727 0.004
1H 0.505 0.000
1H 0.648 0.001
15N 122.8060.082
13C 178.0590.009
13C 58.699 0.055
13C 32.925 0.046
13C 29.507 0.058
13C 42.270 0.000
13C 25.635 0.064
1H 7.713 0.009
1H 4.058 0.003
1H 1.328 0.002
1H 1.574 0.005
15N 116.9390.040
1H 1.827 0.005
1H 1.598 0.012
1H 2.849 0.000
13C 176.9840.004
13C 57.900 0.071
13C 33.889 0.025

13C 29.088 0.088

4
22

19

10
10

17
14

12
12
16

10

21
14
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Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

K60
K60
K60
K60
K60
K60
K60
K60
K60
K60
K60
K60
K60
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
Q61
w62
w62
w62
w62
w62
w62
w62
K63
K63
K63
K63
K63
K63
K63
K63

CE
CG
H
HA
HB2
HB3
HE
HG2
HG3

QB
QD
QG

CA
CB
CG

HA
HB2
HB3
HE21
HE22
HG2
HG3

NE2
QB
QG

c
CA
CcB

H
HA

N
QB

C
CA
CB
cD
CE
CG

H
HA

13C 42.198 0.012
13C 25.439 0.060
1H 7.530 0.004
1H 4.238 0.004
1H 1.733 0.000
1H 1.786 0.000
1H 2.894 0.001
1H 1.316 0.000
1H 1.425 0.001
15N 117.1980.043
1H 1.762 0.003
1H 1.580 0.004
1H 1.391 0.000
13C 176.1740.006
13C 57.478 0.070
13C 29.943 0.058
13C 33.456 0.015
1H 7.973 0.003
1H 4.332 0.004
1H 1.599 0.002
1H 1.748 0.004
1H 7.279 0.001
1H 6.644 0.001
1H 2.029 0.001
1H 2.086 0.010
15N 117.7330.058
15N 110.7310.001
1H 1.670 0.075
1H 2.062 0.005
13C 174.9550.000
13C 56.215 0.082
13C 30.082 0.050
1H 8.017 0.011
1H 4.793 0.003
15N 120.1160.082
1H 2.835 0.025
13C 176.4500.004
13C 56.025 0.068
13C 31.207 0.079
13C 28.974 0.052
13C 42.261 0.023
13C 24.467 0.057
1H 7.860 0.006

1H 4.191 0.001

3
6

Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

K63
K63
K63
K63
K63
K63
G64
G64
G64
G64
G64
G64
P65
P65
P65
P65
P65
P65
P65
P65
P65
P65
P65
P65
D66
D66
D66
D66
D66
D66
D66
D67
D67
D67
D67
D67
D67
D67
168
168
168
168
168
168

HB2
N
QB
QD
QE
QG
C
CA
H
HA2
HA3

CA
CB
CD
CG
HA
HB2
HB3
HD2
HD3
HG2
HG3

CA
CB

HA

QB

CA
CB

HA

0B

CA
CB
CD1
CG1
CG2

1H 1.715 0.000
15N 120.1570.074
1H 1.744 0.008
1H 1.620 0.003
1H 2.955 0.007
1H 1.281 0.009
13C 171.5360.000
13C 45.3250.011
1H 7.670 0.022
1H 3.555 0.003
1H 4.043 0.019
15N 107.8860.048
13C 175.1970.004
13C 62.824 0.019
13C 32.801 0.046
13C 50.019 0.040
13C 27.055 0.043
1H 4.635 0.002
1H 2.240 0.005
1H 2.400 0.004
1H 3.562 0.003
1H 3.688 0.002
1H 2.018 0.002
1H 2.155 0.003
13C 175.9650.008
13C 56.054 0.055
13C 41.817 0.143
1H 8.299 0.003
1H 4.504 0.002
15N 116.6920.042
1H 2.633 0.004
13C 174.9930.007
13C 53.539 0.019
13C 44.306 0.145
1H 7.670 0.006
1H 5.744 0.007
15N 117.2130.049
1H 2.377 0.003
13C 174.9820.001
13C 58.455 0.059
13C 41.399 0.045
13C 13.915 0.084
13C 27.480 0.064

13C 18.078 0.039

1
14

18

10
16
11
13
13
13
14
12
10
12
13

21

20

17

16

10
10
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Skupina AtomJadro Posun

SDev Pfifazeni

168

168

168

168

168

168

168

168
L69
L69
L69
L69
L69
L69
L69
L69
L69
L69
L69
L69
L69
L69
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
L70
G71
G71
G71
G71
G71

H
HA
HB

HG12

HG13

MD1
MG2

CA
CB
CD1
CD2
CG

HA
HB2
HB3
HG
MD1
MD2

CA
CB
CD1
CD2
CG

cQD

HA
HB2
HB3

HG

MD1

MD2
N
QB
QMD
c
CA
H

N
QA

1H 8.631 0.005
1H 4.838 0.004
1H 1.824 0.003
1H 1.136 0.011
1H 1.460 0.006
1H 0.689 0.002
1H 0.881 0.004
15N 118.6820.046
13C 176.3810.008
13C 56.133 0.077
13C 43.743 0.051
13C 25.177 0.034
13C 26.216 0.030
13C 27.097 0.076
1H 8.703 0.003
1H 3.969 0.002
1H 1.524 0.002
1H 1.610 0.010
1H 1.620 0.002
1H 0.839 0.001
1H 0.680 0.001
15N 127.8230.053
13C 178.5410.009
13C 52.876 0.060
13C 44.390 0.039
13C 23.406 0.048
13C 23.667 0.000
13C 26.384 0.063
13C 23.442 0.000
1H 8.534 0.002
1H 4.402 0.006
1H 1.095 0.003
1H 1.484 0.004
1H 1.347 0.001
1H 0.421 0.001
1H 0.421 0.000
15N 121.6330.046
1H 1.480 0.000
1H 1.093 0.000
13C 174.3050.012
13C 50.637 0.048
1H 8.249 0.003
15N 109.1650.034

1H 3.705 0.007

19
13
13

10
13
18

22
11

11
11
21

20
19

Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

M72
M72
M72
M72
M72
M72
M72
M72
M72
M72
M72
M72
M72
F73
F73
F73
F73
F73
F73
F73
Y74
Y74
Y74
Y74
Y74
Y74
Y74
Y74
D75
D75
D75
D75
D75
D75
D75
D75
T76
T76
T76
T76
T76
T76
T76
T76

C
CA
CB
CE
CG

H
HA

HB2
HB3
ME

QB
QG

CA

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB
CG2

HA
HB
MG2

13C 172.8770.005
13C 53.762 0.032
13C 39.376 0.070
13C 19.424 0.000
13C 30.798 0.166
1H 8.233 0.002
1H 5.301 0.001
1H 1.523 0.005
1H 1.622 0.005
1H 1.557 0.041
15N 124.9530.076
1H 1.767 0.006
1H 1.765 0.003
13C 171.7750.003
13C 54.993 0.039
1H 8.761 0.003
1H 5.205 0.002
1H 2.713 0.010
1H 3.096 0.004
15N 119.0100.047
13C 173.7800.007
13C 57.956 0.054
13C 39.159 0.030
1H 9.227 0.005
1H 3.910 0.003
1H 2.253 0.003
1H 2.796 0.011
15N 122.5360.056
13C 176.1300.003
13C 52.359 0.050
13C 42.265 0.010
1H 8.087 0.002
1H 4.720 0.005
1H 2.097 0.005
1H 2.986 0.011
15N 130.0490.048
13C 176.5150.009
13C 64.484 0.051
13C 68.691 0.100
13C 22.270 0.061
1H 8.262 0.003
1H 4.343 0.002
1H 3.776 0.006

1H 1.444 0.019

3
8
12

15
10

- 88 -



Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

T76
D77
D77
D77
D77
D77
D77
D77
D77
D77
D78
D78
D78
D78
D78
D78
D78
D78
A79
A79
A79
A79
A79
A79
A79
S80
S80
S80
S80
S80
S80
S80
S80
S80
F81
F81
F81
F81
F81
F81
F81
F81
K82
K82

N
C
CA
CB

HA

HB2
HB3

0B

CA
CB

HA
HB2

0B

CA
CB

HA

MB

CA

CB

HA

HB2
HB3

0B

CA
CB

HA

HB2
HB3

CA

15N 117.2310.048
13C 177.1850.006
13C 57.350 0.050
13C 40.626 0.095
1H 8.375 0.003
1H 4.474 0.002
1H 2.609 0.001
1H 2.815 0.005
15N 122.6740.139
1H 2.734 0.092
13C 175.2360.019
13C 53.468 0.024
13C 41.253 0.220
1H 7.344 0.004
1H 4.589 0.010
1H 2.415 0.001
15N 117.0190.033
1H 2.399 0.008
13C 175.4340.001
13C 52.462 0.047
13C 16.509 0.089
1H 7.780 0.003
1H 3.653 0.002
1H 1.317 0.004
15N 123.6630.039
13C 172.5520.001
13C 57.031 0.051
13C 66.446 0.026
1H 7.042 0.002
1H 4.607 0.006
1H 3.577 0.001
1H 3.609 0.010
15N 109.7470.022
1H 3.601 0.006
13C 175.6980.005
13C 59.044 0.028
13C 41.329 0.107
1H 8.502 0.002
1H 4.827 0.005
1H 2.816 0.005
1H 2.983 0.009
15N 120.9990.033
13C 175.0220.004

13C 54.119 0.027

17

Skupina_ AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

K82
K82
K82
K82
K82
K82
K82
K82
K82
K82
K82
K82
K82
K82

ws3

ws3
ws3
ws3
ws3
ws3
ws3
F84
F84
F84
F84
F84
F84
F84
F84
D85
D85
D85
D85

D85
D85
D85
D85
N86
N86
N86
N86
N86
N86
N86

CcB
cD
CE
CG

H
HA

HB2

HB3

HD2

HD3

HE2

HE3

QG

CA

CB

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3

13C 36.821 0.030
13C 29.436 0.054
13C 42.663 0.015
13C 25.559 0.059
1H 8.493 0.002
1H 4.321 0.002
1H 0.510 0.004
1H 1.536 0.002
1H 1.501 0.006
1H 1.722 0.002
1H 2.770 0.002
1H 2.915 0.003
15N 119.3100.040
1H 1.039 0.002
13C 180.1690.009
13C 55.780 0.045
13C 31.651 0.041
1H 5.242 0.005
1H 3.214 0.007
1H 3.604 0.003
15N 119.7860.057
13C 176.8640.005
13C 62.201 0.052
13C 39.282 0.055
1H 9.149 0.002
1H 4.652 0.001
1H 3.023 0.002
1H 3.509 0.005
15N 124.2950.039
13C 177.2100.006
13C 54.218 0.043
13C 39.484 0.070
1H 8.425 0.002
1H 4.457 0.004
1H 2.579 0.003
1H 3.225 0.003
15N 114.7190.026
13C 174.8220.007
13C 55.203 0.043
13C 37.819 0.043
1H 8.183 0.003
1H 4.790 0.007
1H 3.118 0.004

1H 3.247 0.005

18

21
12
16
10

16

10
10
20

-89 -



Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

N86 HD21 1H 7.581 0.001 5 F91 HB3 1H 3.307 0.006 3
N86 HD22 1H 6.912 0.001 5 Fo1 N 15N 124.0040.051 20
N86 N 15N 112.5020.029 19 D92 C 13C 172.2300.004 3
N86 ND2 15N 112.5690.001 2 D92 CA 13C 52.401 0.023 6
S87 C 13C 173.8990.009 3 D92 CB 13C 44.615 0.046 6
S87 CA 13C 58.678 0.061 6 D92 H 1H 6.776 0.003 20
S87 CB 13C 63.836 0.045 6 D92 HA 1H 3.341 0.006 6
S87 H 1H 8.542 0.002 18 D92 HB2 1H 1.261 0.004 4
S87 HA 1H 4.463 0.002 5 D92 HB3 1H 2.309 0.007 4
S87 HB2 1H 3.831 0.006 3 D92 N 15N 120.1720.026 19
S87 HB3 1H 3.968 0.003 3 K93 C 13C 175.8840.000 1
S87 N 15N 116.2620.030 17 K93 CA 13C 52.906 0.037 9
N88 C 13C 175.6540.032 3 K93 CB 13C 30.8440.059 11
N88 CA 13C 53.961 0.026 7 K93 CD 13C 28.438 0.040 6
N88 CB 13C 39.485 0.046 7 K93 CE 13C 41.7750.043 8
N88 H 1H 8.704 0.004 18 K93 CG 13C 24.3420.074 11
N88 HA 1H 4.840 0.004 4 K93 H 1H 2.743 0.004 23
N88 N 15N 117.7410.070 17 K93 H? 1H -0.337 0.009 2
N88 QB 1H 2.904 0.005 4 K93 HA 1H 3.815 0.002 13
N88/N121HD21 1H 7.660 0.039 6 K93 HD2 1H 1.522 0.004 5
N88/N121HD22 1H 7.640 0.200 6 K93 HD3 1H 1.593 0.002 4
N88/N121 ND2 15N 113.1140.142 4 K93 HE2 1H 2.782 0.002 9
M89 CA 13C 55.109 0.000 1 K93 HE3 1H 2.918 0.003 7
M89 CB 13C 30.456 0.020 2 K93 HG2 1H 0.741 0.004 9
M89 CG 13C 31.542 0.000 1 K93 HG3 1H 0.819 0.003 10
M89 H 1H 9.039 0.006 18 K93 N 15N 115.7800.028 22
M89 HA 1H 5.514 0.009 3 K93 QB 1H 1.032 0.004 17
M89 ME 1H 1.997 0.000 1 K93 QD 1H 1.563 0.014 3
M89 N 15N 124.1750.040 17 K93 QE 1H 2.959 0.000 1
M89 QB 1H 2.427 0.004 3 K93 QG 1H 0.783 0.000 1
M89 QG 1H 2.644 0.001 3 Wo4 C 13C 178.4570.007 3
T90 C 13C 173.7310.000 2 wo4 CA 13C 57.605 0.048 6
T90 CA 13C 62.197 0.101 3 Wo4 CB 13C 30.203 0.077 8
T90 CB 13C 69.726 0.149 3 wo4 H 1H 8.249 0.003 17
T90 CG2 13C 22.540 0.040 2 Wo4 HA 1H 4.928 0.023 6
T90 HA 1H 4.697 0.000 1 wo4 HB2 1H 2.893 0.003 6
T90 HB 1H 4.582 0.000 1 Wo4 HB3 1H 3.332 0.003 4
T90 MG2 1H 1.336 0.004 3 wo4 N 15N 121.8490.091 16
F91 C 13C 172.7840.004 3 T95 C 13C 174.1990.005 3
FO1 CA 13C 57.421 0.041 6 T95 CA 13C 61.528 0.066 6
F91 CB 13C 43.562 0.022 4 T95 CB 13C 70.197 0.071 6
FO1 H 1H 8.120 0.007 21 T95 CG2 13C 20.986 0.031 3
F91 HA 1H 4.717 0.002 4 T95 H 1H 8.870 0.005 20

Fo1 HB2 1H 2.679 0.003 3 T95 HA 1H 4.457 0.005 6



Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

T95
T95
T95
D96
D96
D96
D96
D96
D96
D96
Q97
Q97
Q97
Q97
Q97
Q97
Q97
Q97
Q97
Q97
D98
D98
D98
D98
D98
D98
D98
D98
D99
D99
D99
D99
D99
D99
D99

D100

D100

D100

D100

D100

D100

D100

E101

E101

HB

1H 4.239 0.004

MG2 1H 1.297 0.022

N

C

CA

CB

HA

0B

CA

CB

CG

HA

HB2
HB3

QG

CA
CB

HA

HB2
HB3

CA

CB

HA

QB

CA
CB

HA

0B

CA

15N 116.4730.030
13C 175.9230.003
13C 54.696 0.041
13C 40.873 0.131
1H 8.386 0.002
1H 4.641 0.007
15N 123.4100.066
1H 2.687 0.008
13C 175.2040.013
13C 55.587 0.053
13C 30.656 0.073
13C 34.039 0.078
1H 8.226 0.003
1H 4.417 0.003
1H 1.959 0.004
1H 2.123 0.008
15N 121.4670.053
1H 2.326 0.005
13C 175.9270.002
13C 54.449 0.052
13C 41.457 0.098
1H 8.334 0.004
1H 4.620 0.005
1H 2.574 0.003
1H 2.682 0.005
15N 122.0430.082
13C 175.9370.012
13C 54.3950.011
13C 41.382 0.136
1H 8.332 0.003
1H 4.583 0.004
15N 120.9250.073
1H 2.624 0.005
13C 176.1100.010
13C 54.259 0.041
13C 41.325 0.152
1H 8.259 0.004
1H 4.543 0.001
15N 120.7830.084
1H 2.598 0.002
13C 175.9370.000

13C 56.699 0.045

7
5
19

20

19

13

19

10

18
10

16

15

16

15

Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

E101
E101
E101
E101
E101
E101
E101
E101
E101
E101
D102
D102
D102
D102
D102
D102
D102
L103
L103
L103
L103
L103
L103
L103
L103
L103
L103
L103
L103
L103
L103
V104
V104
V104
V104
V104
V104
V104
V104
V104
V104
V104
V104
V104

CcB
CG
H
HA
HB2
HB3
HG2
HG3

QG

CA
CB

HA

QB

CA
CB
CD1
CDh2
CG

HA
HB2
HB3
HG
MD1
MD2

CA
CB
CG1
CG2

CQG

HA
HB
MG1
MG2
N
QMG

13C 30.501 0.050
13C 36.118 0.015
1H 8.174 0.003
1H 4.174 0.002
1H 1.871 0.010
1H 1.970 0.003
1H 2.174 0.000
1H 2.221 0.000
15N 120.7850.062
1H 2.197 0.002
13C 175.7480.005
13C 54.176 0.054
13C 40.905 0.353
1H 8.273 0.004
1H 4.509 0.002
15N 121.1970.042
1H 2.508 0.009
13C 177.0590.006
13C 54.940 0.050
13C 42.094 0.028
13C 23.163 0.021
13C 25.290 0.031
13C 26.597 0.024
1H 7.852 0.006
1H 4.167 0.002
1H 1.074 0.004
1H 1.154 0.010
1H 1.370 0.014
1H 0.681 0.001
1H 0.705 0.002
15N 122.7580.024
13C 176.0360.006
13C 64.001 0.056
13C 32.154 0.062
13C 21.074 0.043
13C 21.227 0.000
13C 21.125 0.000
1H 7.966 0.003
1H 3.895 0.003
1H 2.062 0.005
1H 0.954 0.008
1H 0.996 0.004
15N 119.3960.056

1H 0.973 0.002

19

18

10
12

20
14

10

14
12

23

~91 -



Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

D105 C 13C 175.0980.004 3 L110 H 1H 9.313 0.005 20
D105 CA 13C 54.2300.073 5 L110 HA 1H 4.667 0.002 7
D105 CB 13C 40.903 0.290 7 L110 HB2 1H 1.058 0.003 12
D105 H 1H 8.197 0.008 20 L110 HB3 1H 1.702 0.005 12
D105 HA 1H 4.784 0.003 3 L110 HG 1H 1.310 0.008 11
D105 HB2 1H 2.685 0.004 7 L110 MD1 1H 0.938 0.005 9
D105 HB3 1H 2.841 0.006 4 L110 MD2 1H 0.643 0.001 11
D105 N 15N 121.3740.069 19 L110 N 15N 123.9800.064 19
T106 C 13C 173.6210.009 3 H111 C 13C 175.9820.009 3
T106 CA 13C 63.216 0.072 6 H111 CA 13C 54.827 0.076 6
T106 CB 13C 69.996 0.168 6 H111 CB 13C 29.597 0.088 6
T106 CG2 13C 22.008 0.022 2 H111 H 1H 9.245 0.006 24
T106 H 1H 7.792 0.004 20 H111 HA 1H 5.517 0.006 6
T106 HA 1H 4.526 0.003 5 H111 HB2 1H 2.773 0.007 5
T106 HB 1H 4.146 0.005 7 H111 HB3 1H 3.645 0.008 5
T106 MG2 1H 1.125 0.003 4 H111 N 15N 128.8540.026 23
T106 N 15N 113.6170.034 19 1112 C 13C 176.3770.000 1
Cc107 C 13C 171.2530.006 3 1112 CA 13C 64.5100.044 3
C107 CA 13C 59.650 0.054 5 1112 CB 13C 37.153 0.035 3
Cc107 CB 13C 43.956 0.026 4 1112 H 1H 8.341 0.017 18
C107 H 1H 8.951 0.003 20 1112 HB 1H 2.548 0.000 1
Cc107 HA 1H 5.003 0.004 4 1112 N 15N 127.9450.109 17
C107 N 15N 123.5240.041 19 1112 QG1 1H 1.948 0.000 1
Cc107 QB 1H 2.752 0.002 4 K113 C 13C 177.7650.001 2
A108 C 13C 175.1340.005 3 K113 CA 13C 59.092 0.057 9
A108 CA 13C 50.481 0.035 5 K113 CB 13C 32.8100.043 8
A108 CB 13C 24.309 0.070 6 K113 CD 13C 28.961 0.000 1
A108 H 1H 9.184 0.002 17 K113 CE 13C 42.156 0.001 2
A108 HA 1H 5.320 0.001 4 K113 CG 13C 25.578 0.029 6
A108 MB 1H 1.170 0.004 6 K113 H 1H 7.980 0.030 9
A108 N 15N 122.9370.038 16 K113 HA 1H 3.951 0.002 10
F109 C 13C 174.9020.003 3 K113 HG2 1H 1.362 0.004 4
F109 CA 13C 55.953 0.018 5 K113 HG3 1H 1.429 0.007 6
F109 CB 13C 43.019 0.042 5 K113 N 15N 116.0100.043 8
F109 H 1H 9.279 0.003 18 K113 QB 1H 1.669 0.003 6
F109 HA 1H 5.196 0.003 4 K113 QE 1H 2.998 0.001 4
F109 N 15N 117.7380.036 17 K113 QG 1H 1.394 0.007 3
F109 QB 1H 2.694 0.009 4 T114 C 13C 176.1420.009 3
L110 C 13C 174.4900.007 3 T114 CA 13C 60.885 0.074 6
L110 CA 13C 54.301 0.029 9 T114 CB 13C 71.504 0.035 5
L110 CB 13C 44.084 0.036 14 T114 CG2 13C 22.1750.074 3
L110 CD1 13C 24.748 0.043 5 T114 H 1H 6.968 0.004 21
L110 CD2 13C 25.950 0.034 6 T114 HA 1H 4.646 0.003 5

L110 CG 13C 27.776 0.088 4 T114 HB 1H 4.407 0.003 6



Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

T114
T114
G115
G115
G115
G115
G115
G115
E116
E116
E116
E116
E116
E116
E116
E116
E116
E116
E116
w117
w117
w117
w117
w117
w117
w117
w117
w117
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118
K118

MG2
N
c

CA
H
HA2
HA3

CA
CB
CG

HA
HG2
HG3

QB
QG

CA
CB

HA
HB2
HB3

0B

CA
CB
CD
CE
CG

HA
HB2
HB3
HE2
HE3
HG2
HG3

N

QD

1H 1.281 0.003
15N 101.8720.091
13C 172.1210.005
13C 47.030 0.020
1H 8.817 0.004
1H 3.572 0.005
1H 4.166 0.004
15N 112.0570.042
13C 174.6910.015
13C 55.405 0.032
13C 32.212 0.091
13C 37.058 0.019
1H 7.561 0.007
1H 4.409 0.006
1H 2.173 0.002
1H 2.218 0.002
15N 115.6220.037
1H 1.974 0.012
1H 2.191 0.008
13C 175.6970.002
13C 52.776 0.036
13C 30.646 0.033
1H 8.390 0.006
1H 6.039 0.002
1H 2.357 0.000
1H 2.414 0.005
15N 120.4470.074
1H 2.401 0.008
13C 175.5330.002
13C 54.533 0.054
13C 36.402 0.031
13C 29.134 0.088
13C 41.908 0.020
13C 24.657 0.043
1H 9.621 0.002
1H 5.196 0.002
1H 1.767 0.004
1H 1.867 0.006
1H 2.650 0.004
1H 2.716 0.005
1H 1.341 0.010
1H 1.449 0.005
15N 121.2420.021

1H 1.495 0.022

5
20
3
8
18

10
20

21
14
14
15

10
20
11

Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

K118
K119
K119
K119
K119
K119
K119
K119
K119
K119
K119
K119
K119
K119
K119
G120
G120
G120
G120
G120
G120
N121
N121
N121
N121
N121
N121
N121
C122
C122
C122
C122
C122
C122
C122
C122
E123
E123
E123
E123
E123
E123
E123
E123

QE
C
CA
CB
CD
CE
CG
H
HA
HB2
HB3
HG2
HG3

QD

CA

HA2

HA3

CA

CB

HA

0B

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB
CG

HA
HB2
HB3

1H 2.681 0.008
13C 177.4270.003
13C 55.881 0.037
13C 34.051 0.047
13C 29.747 0.046
13C 41.438 0.000
13C 26.357 0.039
1H 9.136 0.003
1H 5.381 0.001
1H 1.665 0.004
1H 1.787 0.004
1H 1.025 0.008
1H 1.226 0.008
15N 123.0110.069
1H 1.329 0.002
13C 171.6110.006
13C 45.362 0.041
1H 9.030 0.002
1H 4.014 0.162
1H 4.424 0.010
15N 108.7190.040
13C 176.8750.009
13C 53.984 0.023
13C 39.352 0.031
1H 8.576 0.004
1H 5.036 0.002
15N 119.1110.053
1H 2.906 0.005
13C 175.0470.010
13C 55.786 0.016
13C 42.707 0.030
1H 8.878 0.003
1H 4.639 0.007
1H 3.052 0.006
1H 3.262 0.001
15N 119.5980.019
13C 176.6240.009
13C 56.233 0.142
13C 28.570 0.090
13C 36.284 0.016
1H 8.267 0.002
1H 4.423 0.004
1H 1.990 0.006

1H 2.114 0.002

27
12

12
12
26
12

15

14

10

18
10

93 _



Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni Skupina AtomJadro Posun SDev Pfifazeni

E123 N 15N 122.0790.073 17 E128 CG 13C 36.548 0.023 3
E123 QG 1H 2.285 0.008 7 E128 H 1H 8.751 0.005 22
V124 C 13C 176.1540.011 3 E128 HA 1H 4.339 0.004 8
V124 CA 13C 62.132 0.063 8 E128 HB2 1H 1.874 0.006 6
V124 CB 13C 32.742 0.060 8 E128 HB3 1H 2.138 0.003 5
V124 CG1l 13C 19.132 0.022 3 E128 HG2 1H 2.203 0.006 3
V124 CG2 13C 21.812 0.046 4 E128 HG3 1H 2.259 0.006 2
V124 H 1H 8.080 0.003 21 E128 N 15N 124.0450.049 21
V124 HA 1H 4.319 0.007 10 G129 C 13C 172.1150.005 3
V124 HB 1H 2.223 0.002 9 G129 CA 13C 45.857 0.023 6
V124 MG1 1H 0.806 0.008 7 G129 H 1H 7.529 0.002 18
V124 MG2 1H 0.969 0.003 7 G129 HA2 1H 3.837 0.006 2
V124 N 15N 119.0280.066 20 G129 HA3 1H 3.885 0.006 2
S125 C 13C 175.3220.006 2 G129 N 15N 107.8020.047 17
S125 CA 13C 60.474 0.072 6 G129 QA 1H 3.870 0.001 2
S125 CB 13C 63.515 0.053 5 T130 C 13C 171.4700.005 3
S125 H 1H 8.508 0.005 22 T130 CA 13C 61.902 0.084 7
S125 HA 1H 4.538 0.006 4 T130 CB 13C 72.044 0.081 6
S125 HB2 1H 3.996 0.000 1 T130 CG2 13C 22.029 0.054 3
S125 HB3 1H 4.061 0.000 1 T130 H 1H 7.976 0.003 14
S125 N 15N 115.8060.026 21 T130 HA 1H 4.455 0.005 8
S125 QB 1H 4.038 0.005 3 T130 HB 1H 3.627 0.006 6
S126 C 13C 173.9120.005 3 T130 MG2 1H 1.055 0.005 5
S126 CA 13C 58.086 0.051 5 T130 N 15N 118.1070.035 13
S126 CB 13C 64.300 0.026 5 L131 C 13C 175.2290.005 3
S126 H 1H 8.284 0.004 16 L131 CA 13C 53.709 0.010 8
S126 HA 1H 4.869 0.005 3 L131 CB 13C 44.7340.021 13
S126 N 15N 116.5450.025 15 L131 CD1 13C 25.042 0.035 5
S126 QB 1H 3.903 0.002 4 L131 CD2 13C 26.448 0.039 6
V127 C 13C 175.7900.001 3 L131 CG 13C 27.7120.005 6
V127 CA 13C 62.020 0.063 8 L131 H 1H 8.746 0.004 21
V127 CB 13C 33.826 0.069 7 L131 HA 1H 5.132 0.001 11
V127 CG1 13C 21.023 0.019 4 L131 HB2 1H 1.415 0.003 10
V127 CG2 13C 22.183 0.016 4 L131 HB3 1H 1.729 0.002 13
V127 H 1H 8.062 0.004 17 L131 HG 1H 1.580 0.004 12
V127 HA 1H 4.407 0.002 9 L131 MD1 1H 0.764 0.001 10
V127 HB 1H 2.256 0.005 9 L131 MD2 1H 0.765 0.001 5
V127 MG1 1H 1.001 0.001 6 L131 N 15N 128.0430.031 20
V127 MG2 1H 1.069 0.000 6 C132 C 13C 172.9190.008 3
V127 N 15N 119.2120.022 16 C132 CA 13C 52.143 0.040 6
V127 QMG 1H 1.034 0.007 2 C132 CB 13C 40.106 0.028 6
E128 C 13C 175.6020.001 3 C132 H 1H 8.767 0.005 24
E128 CA 13C 56.653 0.051 8 C132 HA 1H 5.454 0.002 6
E128 CB 13C 30.559 0.039 7 C132 HB2 1H 2.232 0.008 4
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C132
C132
K133
K133
K133
K133
K133
K133
K133
K133
K133
K133
K133
K133
K133
K133
K133
T134
T134
T134
T134
T134
T134
T134
T134
T134
A135
A135
A135
A135
A135
A135
A135
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136

HB3
N
c

CA
CcB
cD
CE
CG
H
HA

HB2

HB3

HG2

HG3

QD
QE

CA
CB
CG2

HA
HB
MG2

CA
CB

HA
MB

CA
CB
CD1
CG1
CG2

HA
HB
HG12
HG13
MD1

1H 2.977 0.003
15N 121.0330.038
13C 175.1080.012
13C 54.864 0.054
13C 38.682 0.055
13C 31.176 0.055
13C 42.216 0.032
13C 25.058 0.067
1H 9.215 0.003
1H 5.599 0.004
1H 1.509 0.006
1H 1.695 0.007
1H 0.828 0.005
1H 1.043 0.007
15N 121.6710.082
1H 1.758 0.002
1H 2.939 0.003
13C 171.5350.007
13C 60.672 0.080
13C 70.969 0.062
13C 19.826 0.049
1H 9.071 0.002
1H 4.728 0.006
1H 4.052 0.005
1H 0.812 0.004
15N 120.3020.045
13C 177.8870.007
13C 52.109 0.048
13C 20.047 0.039
1H 8.137 0.002
1H 4.666 0.008
1H 1.375 0.007
15N 127.9670.035
13C 59.841 0.021
13C 38.611 0.018
13C 13.956 0.002
13C 27.970 0.021
13C 17.259 0.029
1H 7.953 0.001
1H 4.181 0.003
1H 1.606 0.002
1H 0.943 0.002
1H 1.355 0.002

1H 0.734 0.006

4
23
3
11
16

20
16
10
12
10

N OO0 W N O

25
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1136
1136
1136
P137
P137
P137
P137
P137
P137
P137
P137
P137
P137
P137
P137
Y138
Y138
Y138
Y138
Y138
Y138
Y138
K139
K139
K139
K139
K139
K139
K139
K139
K139
K139
K139
K139
K139
K139
R140
R140
R140
R140
R140
R140
R140
R140

MG2
N

QG1

CA
cB
cD
cG
HA

HB2

HB3

HD2

HD3
QD
QG

CA
CB

HA

0B

CA
CB
CD
CE
CG

HA
HB2
HB3

QD
QE
QG

CA
CB
CD
CG

HA
HB2

1H 0.718 0.003
15N 121.6540.031
1H 1.188 0.075
13C 176.2060.001
13C 63.306 0.057
13C 31.650 0.050
13C 51.076 0.043
13C 27.310 0.058
1H 4.333 0.002
1H 1.801 0.004
1H 2.120 0.004
1H 3.620 0.002
1H 3.792 0.001
1H 3.919 0.000
1H 1.875 0.003
13C 175.3310.005
13C 57.833 0.059
13C 38.772 0.010
1H 7.825 0.002
1H 4.479 0.004
15N 120.1670.093
1H 2.949 0.004
13C 174.9950.007
13C 56.038 0.045
13C 33.095 0.052
13C 28.935 0.069
13C 42.209 0.014
13C 24.543 0.038
1H 8.029 0.002
1H 4.269 0.003
1H 1.641 0.003
1H 1.770 0.005
15N 123.9670.048
1H 1.629 0.001
1H 2.952 0.002
1H 1.328 0.005
13C 180.9520.000
13C 57.486 0.034
13C 31.576 0.036
13C 43.606 0.080
13C 27.278 0.081
1H 7.852 0.002
1H 4.118 0.003

1H 1.671 0.011

10
19

13
11

13
10
12
11

22

21

20
12

25
11
11
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R140
R140

HB3 1H 1.812 0.004 11 R140 QD 1H 3.160 0.005 11
N 15N 128.5190.048 24 R140 QG 1H 1.565 0.002 10

SDev — smérodatna odchylka
* Oznaceni nékterjch skupin nedodrzuje mezinarodné uznavana pravidla. Signaly jsou pfifazeny
urcitému typu aminokyseliny (napfiklad Trp), které konrétni aminokyseliné ale patif, neni mozné

v tuto chvili definovat.
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