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Abstrakt

Protein Nkrplc je receptor na povrchu mysSich prirozené zabijeCskych bunék
(natural killer cells) imunitniho systému, ktery patii do rodiny C-lektin receptort. Tyto

buriky vytvareji vrozenou imunitu proti nadortim ¢i patogentim ptred vznikem protilatek.

Urceni 3D struktury proteinti je Casto klicem pro pochopeni funkce proteinu na
molekularni trovni. Jednou z moznosti, jak urcit strukturu proteinti na atomarni tGrovni, je
nuklearni magneticka rezonance. Naplni této bakalarské prace bylo vyhodnoceni nékolika
jiZ naméfenych spekter a pfifazeni rezonancnich frekvenci atomtli peptidové patefe
potfebnych pro ziskani dat na predikci sekundarni struktury pro protein Nkrplc, ktery byl

pripraveny rekombinantni expresi.

K vyhodnoceni naméfenych spekter byl vyuZit program Sparky. Samotna predikce
sekundarni struktury proteinu Nkrplc byla provedena programy Talos+ a PSIPRED.
Ziskané vysledky byly porovnany s jiZ publikovanym homolognim modelem receptoru

proteinu Nkrplc.

Klicova slova: NMR proteinu, Nkrplc



Abstract

The protein Nkrplc is a receptor on the surface of murine natural killer cells
belonging to the C-lectin receptor family. These cells create congenital immunity against

tumors or pathogens before the formation of antibodies.

Determining the 3D protein structure is often the key to understanding the function
of the protein at the molecular level. One way to determine the structure of proteins at the
atomic level is nuclear magnetic resonance. The aim of this bachelor thesis was to evaluate
several already measured spectra and to assign the resonance frequencies of the peptide
backbone atoms needed to obtain data for the secondary structure prediction for Nkrplc

protein, which was prepared by recombinant expression.

The Sparky program was used to evaluate the measured spectra. The prediction of
the secondary structure of the Nkrplc protein itself was performed by programs Talos+
and PSIPRED. The obtained results were compared with the already published

homologous model of the Nkrplc protein receptor.
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1 UVOD

1.1  Struktura proteint

Proteiny jsou jedny 2z nejbéZnéjSich biologickych makromolekul s velkou
riznorodosti od nejmensich proteini aZ po obrovské biopolymery s molekulovou
hmotnosti v fadech milionti. Proteiny maji fadu biologickych funkci. At uZ se jedna
o bakterie nebo clovéka, veSkeré proteiny jsou tvoreny prevazné 20 aminokyselinami
kovalentné vazanymi do linearni sekvence. Zajimavou vlastnosti bunék je, Ze mohou tvorit
proteiny s riznymi vlastnostmi a aktivitou pouze spojenim téchto aminokyselin do

specifickych sekvenci.

VSechny aminokyseliny sdili jednu spolecnou vlastnost a to zakladni strukturu
(obrazek 1B). VSechny obsahuji karboxylovou skupinu COO™ a aminovou skupin NHs"
pfipojenou ke stejnému atomu uhliku, ktery je oznacovan jako C“ uhlik a lisi se zménou
postranniho fetézce (na obrazku 1B R). Pfi oznacovani uhlikii v postrannich fetézcich se
dale pouziva fecka abeceda (obrazek 1A). Toto oznaceni je pouZito i pri pfifazovani atomu

v NMR (nukledrni magneticka rezonance) spektrech.

Obrazek 1: A) oznaCeni atomi v postrannim fetézci, B) spolecna struktura pro

vSechny amiokyseliny (pfevzato z [1], upraveno v programu Marvin Sketch [2]).

Jednotlivé aminokyseliny jsou kovalentné spojovany peptidickou vazbou. Tento
zpisob spojeni je vytvaren odStépenim vody z o-karboxylové skupiny z jedné

aminokyseliny a a-amino skupiny z druhé [1].



Pro stanoveni sekundarni struktury pomoci NMR je nutno urcit torzni (dihedralni)
uhly @ a ¢ (fi a psi). Jedna se o uhly, které definuji konformaci polypeptidového fetézce
a tedy jeho sekundarni strukturu [3]. Pokud méame systém obsahujici 4 atomy A-B-C-D
spojené jednoduchymi vazbami, pak lze torznymi uhly popsat konformaci mezi atomy B
a C pomoci uhlu, ktery sviraji roviny ABC a BCD. Velikost uhll je od -180° do +180°.

Vazby v hlavnim fetézci (polypeptidicka pater) jsou oznaCovany symboly dvou atomt,
které ji tvori, napfiklad N;-C;%, C;°-C/, atd. Torzni tihel popisujici rotaci u vazby N-C? je
oznacovan jako ¢ (fi), u vazby C°-C je oznaCovan jako s (psi) a u vazby C-N je oznacovan

jako o (omega) (viz obrazek 2) [4].

Obrazek 2: Znazornéni torznich Ghli v peptidovém fetézci (prevzato z [5]).

VétSina proteini ma stabilni 3D strukturu, kterd zaroven urcuje jeho funkci.

Struktura proteinu je stabilizovana nékolika druhy slabych interakci. Vodikové mistky,



disulfidické mistky a iontové interakce jsou nejcastéji ve specifickych strukturach, které

jsou termodynamicky stabilni (viz niZe).

Nejjednodussi forma struktury proteinu je primarni — sekvence aminokyselin
v polypeptidickém Fetézci. Sekvence proteinu je dana sekvenci DNA (deoxyribonukleova
kyselina, z angl. deoxyribonucleic acid), ktera kdduje tvorbu jednotlivych proteinti. Mala
zména v DNA genu mtzZe vést ke zméné v aminokyselinové sekvenci proteinu a i jedna
zména aminokyseliny miZe vyvolat zménu ve struktufe a funkci proteinu [1].
Nejznaméjsim piikladem je nemoc zvana srpkovita anémie (z angl. Sickle Cell Anemia,
SCA), kdy dochdazi k mutaci bazi kodujici Sestou aminokyselinu v -fetézci hemoglobinu.
Zména GTG paru za GAG zpasobi tvorbu Valinu misto Glutamové kyseliny
v syntetizovaném fetézci proteinu. To ma za nasledek ovlivnéni tvaru Cervenych krvinek
na tvar srpku. Cervena krvinka s timto tvarem neni uzplisobena pro priichod krevnimi

cévami a dochazi k jejich ucpani, coZ miize mit za nasledek napriklad mrtvici [6].

Pojem sekundarni struktura odpovida poskladani polypeptidické patefe do urcitych
vzord. Nékolik druht sekundarnich struktur vyskytujicich se v proteinech je obzvlast
stabilnich. Jedno z moZnych usporadani polypeptidického fetézce je Sroubovicova
struktura, kterou Pauling a Corey nazvali a helix [7]. V této struktufe je polypeptidova
patef navinuta na imaginarni osu a vedlejsi skupiny aminokyselin sméfuji vné. Jedna
opakujici se jednotka odpovida jedné otocce Sroubovice, kterd prodluZuje vlakno o 5,4 A
a odpovida zhruba 3,6 aminokyselinam. Ne vSechny polypeptidy maji moznost zformovat
se do stabilni Sroubovice, protoZe interakce mezi jednotlivymi aminokyselinovymi zbytky
miiZe ovlivnit stabilizaci a destabilizaci struktury. Napriklad, pokud je v fetézci vice Glu za
sebou, tak se tato ¢ast nemtze zformovat do a helixu pfi pH 7,0 kvili negativné nabitim
Castem karboxylové skupiny. Pauling a Corey dale predpovédéli druhy typ opakujici se
struktury, 3 skladany list. V 3 konformaci je polypeptidicky retézec prodlouZen do klikaté
struktury. Mezi jednotlivymi Fetézci dojde k rovnobéZnému spojeni pomoci vodikovych
mustkd. Idedlni B skladany list je také Sroubovicové usporadani s velikou otockou. Vedlejsi
polypeptidové fetézce v [ sklddaném listu mohou byt bud’ paralelni nebo antiparalelni

(stejna nebo opacna amino-karbonyl orientace).
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Obecné 3D usporadani jednotlivych atomt v proteinu je oznacovano jako terciarni
struktura. DtGvodem usporadani polypeptidového Tetézce do terciarnich struktur jsou
interakce mezi vedlejSimi fetézci aminokyselin jako jsou napiiklad vodikové mistky,
iontové interakce nebo disulfidické miistky. Dale existuji proteiny, které jsou tvoreny
nékolika polypetidickymi fetézci, téZ podjednotkami. Pokud jsou tyto podjednotky
spojeny, je struktura proteinu oznacovana jako kvartérni. Pfikladem proteinu s kvartérni

strukturou je napriklad hemoglobin, ktery ma 2 a a 2 3 podjednotky [1].

1.1.1 Ramachandraniiv diagram

Ramachandrantiv diagram uddva pravdépodobnost (energii) jako zavislost
patefnich whld psi () a thld phi (¢) kazdého aminokyselinového zbytku. Z tohoto
diagramu Ize vycCist povolené (tzn. pravdépodobné) hodnoty torznich dhli. Ptivodné byl
publikovan v roce 1963 G.N.Ramachandranem, C.Ramakrishnanem a V.Sasisekharanem
[8]. Ramachandrantiv diagram ma 4 oblasti (rozdéleno ctverci, viz obrazek 3, strana 12).
Prvni kvadrant oznacuje povolenou oblast pro malou cast konformaci. V této oblasti lze
atomu a zaroven se jedna o oblast s nejvétsi Cetnosti vyskytu. Lze zde nalézt  skladany
list. Treti kvadrant znazorfiuje dalSi obsahlou oblast v diagramu. Jedna se o oblast
s o helixem. Posledni kvadrant je nejméné zastoupeny, protoZe pri téchto torznich thlech
dochazi k velkému stérickému pnuti. Vyjimku tvofi aminokyseliny prolin a glycin. ProtoZe
glycin neobsahuje uhlik C* mé4 velkou volnost v uspofadani. Naopak prolin kvili své

cyklické struktufe mnoho struktur nepovoluje [9].
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Obrazek 3: Ramachandrantv diagram ukazujici Cetnost zastoupeni torznich uhla
phi (¢) a psi () v aminokyselindch - vytvofen pomoci programu MolMol (pfevzato

a upraveno z [10])

1.2  Priprava izotopicky znaceného proteinu

Velkym ulehcenim pfipravy proteinti bylo zavedeni rekombinantnich expresi. Dfive
bylo nutné odebrat kilogramy biologického materialu (tkané, télnich tekutin, atd.) k ziskani
velmi malého mnoZstvi proteinu. Z teoretického hlediska je postup ziskani
rekombinantniho proteinu jednoduchy. Stac¢i pouZit gen, ktery koduje hledany protein,
vektor, ktery mame k dispozici, a transformovat jej do hostitele, kterého si vybereme. Po
indukci je protein pripraven k purifikaci a pfesnému urceni. V praxi ale existuje nékolik

faktord, které mohou expresi ovlivnit. Pfikladem miiZe byt Spatny rist hostitelskych bunék,
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tvorba inkluznich télisek (z angl. Inclusion body, IB), Spatné poskladani proteinu,
neaktivita proteinu nebo témér tiplné nulovy vytéZek [11]. Proteiny pro NMR experimenty
se b&zné pripravuji rekombinantni expresi v Escherichia Coli. NejCastéji se pouziva *C
obohacena glukéza a N obohaceny chlorid amonny jako zdroj uhliku *C a dusiku "N,

které jsou nutné pro NMR experiment [12].

1.3  Urc¢ovani 3D struktury proteinu

V soucasné dobé jsou pro urcovani 3D struktury proteinti na atomarni urovni
pouZzivany Ctyfi metody: rentgenova strukturni analyza, nuklearni magneticka rezonance,
kryo-elektronova mikroskopie a vypocetni metody (in silico) [13]. Podle statistik serveru
PDB (z angl. Protein Data Bank) o urcenych 3D strukturach lze Fici, Ze pomoci rentgenové
strukturni analyzy bylo vyfeSeno zatim nejvice struktur - 133 391 struktur (asi 90 %). Déle
bylo vyreSeno pomoci NMR 12 534 struktur (asi 8 %) a pomoci kryo-elektronové
mikroskopie 2841 struktur (asi 2 %) [14].

1.3.1 Rentgenova strukturni analyza
Ackoliv je rentgenova strukturni analyza (také rentgenova krystalografie, X-ray
krystalografie, angl. X-ray crystallography) metoda stard vice neZ stoleti, je stale casto
pouZzivana k feSeni 3D struktury jak malych molekul, tak velkych makromolekul jako jsou
proteiny [15]. Prvni anorganicka latka, u které byla urcena v roce 1913 struktura pomoci
X-ray krystalografie, byl diamant [16], prvni organicka latka v roce 1923 hexamethyl
tetraamin [17] a prvni protein v roce 1958 myoglobin [18]. V prfipadé biomakromolekul

pripravit vhodné difraktujici krystal je obvykle téZky tikol.

Pii této metodé je krystal ozafovan paprsky rentgenového zareni. Krystal tyto
paprsky rozlozi do specifickych smérd. Podle intenzity a thlu rozloZenych paprski lze

poté pomoci pocitacové techniky urcit tfi dimenzionalni obraz zkoumaného vzorku [19].

1.3.2 Kryo-elektronova mikroskopie
Kryo-elektronova mikroskopie (z anglického Cryo-electron microscopy, téZ cryo-
EM) je metoda, kterd umozZiiuje urcit 3D struktury molekul bez nutnosti tvorby krystalu.
Vyvoj této metody zacal jiz v 70. letech minulého stoleti, ale kvili ne pfiliS citlivym

detektorim se tato metoda nepouzivala tolik jako X-ray krystalografie. Tato metoda
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v poslednich 6 letech zaznamenala velky pokrok kvtli vyvoji novych detektort a stala se

konkuren¢ni metodou pro rentgenovou strukturni analyzu [20].

Zékladem je paprsek elektronti a systém elektronovych cocek. NejpouZivanéjsi
technika v dneSni dobé zahrnuje zméteni tisict rtiznych jednotlivych castic (z angl. single
particles) uchovanych v tenké vrstvé nekrystalického ledu. ProtoZe kazda molekula ma
v ledu rtiznou orientaci, neni nutné se vzorkem otaCet pro zméteni 3D struktury, jako je
tomu u rentgenostrukturni analyzy. Pomoci vysledkli tohoto méfeni z mnoha riznych
orientaci ziskdme data o molekule, kterd lze vyhodnotit vypocetni technikou
a zrekonstruovat tak 3D strukturu. Vyhodou oproti rentgenové krystalografii ¢i nuklearni
magnetické rezonanci je, Ze pro zméreni struktury pomoci kryo-elektronové mikroskopie

je zapotfebi mensi mnoZstvi vzorku [21].

1.3.3 Nuklearni magneticka rezonance
Zavedenim nuklearni magnetické rezonance (NMR), jako metody pro méreni
struktury proteinti, vedlo jiZ v minulém stoleti k objeveni mnoha novych struktur. Prvni

NMR experimenty byly provedeny jiZ v 60. letech minulého stoleti [22].

Fyzikéalni mechanismus techniky NMR mtiZe byt shrnut pomoci nazvu: nuklearni
(jev zahrnujici jadra atomii), magnetickd (pro experiment je nutné magnetické pole),
rezonance (absorpce energie v dobie definované energii, tj. frekvenci). VétSina prvki
v periodické tabulce ma alesponl 1 nuklearni izotop (ma nenulovy jaderny spin), ktery
interaguje s magnetickym polem a ktery lze pouZit pro NMR experimenty. Vlastnost jadra,
ktera dovoluje tuto interakci, se nazyva spin a je vyjadiena pomoci spinového cisla. Pro

NMR experimenty biomakromolekul je nutné pouZzit jadra atomt se spinem 1/2.

Jadro vodiku (proton, 'H), které ma izotopické zastoupeni téméF 100% volné
Naopak jadro uhliku **C ma spinové ¢islo 0 a jadro dusiku N ma spinové &islo 1, proto je
pro méfeni spekter biomakromolekul nutné izotopické obohaceni. Izotopy C a "N maji
spin 1/2, ale jejich prirozeny vyskyt je niZsi, a proto je nutné proteiny obohatit o tyto
izotopy. Pro NMR experimenty lze v principu vyuZit i izotopy O (se spinovym Cislem

5/2) pro kyslik a **S (se spinovym €islem 3/2) pro siru, ale kvili své nizké citlivosti jsou
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pouzivany méné [23]. Jadra se sudym nukleonovym cislem a sudym protonovym cislem
(napriklad uhlik *C) maji vZdy spin nulovy, jadra se sudym nukleonovym ¢islem a lichym
protonovym Cislem (napfiklad dusik “N) maji vZdy spin jednotkovy a jadra s lichym
nukleonovym cislem maji polo-Ciselny spin: 1/2, 3/2, 5/2. Obecné plati pravidlo, Ze pro

NMR experimenty biomakromolekul se jadra s jinym spinem neZ 1/2 témér nepouZivaji.

Principem méfeni NMR spekter je pouZiti elektromagnetického pole, kdy jadro
atomu vytvori elektromagnetickou vinu nebo oscilujici zmény v sile elektromagnetického
pole. Rezonanc¢ni frekvence zavisi primarné na typu jadra atomu a usporadani elektront

v okoli atomu. Cim vétsi je magnetické pole, k tim rychlejsimu kmitani dochézi [24].

1.3.4 Obecny postup pri feSeni struktury pomoci NMR
Vzorek

|

Naméreni NMR spekter

Predikce
Prifazeni patere » sekundarni
struktury

Prifrazeni postranich retézcd

<=

Pfifazeni NOESY Spekter

<

vypocet 3D struktury

Obrazek 4: Obecny postup pri feSeni struktury pomoci NMR (vytvofeno pomoci

programu Inkscape)

Z obrazku 4 je vidét, Ze samotné pfifazeni patefe a postrannich fetézci je nedilnou

soucasti NMR experimentt. Casto se jedna o ¢asové narocny proces, pokud je cely proces
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provadén manualné. Po prifazeni pétefe je jiZ moZné na zakladé naméfenych rezonancnich

frekvenci provést predikci sekundarni struktury.

1.4 Nameéreni NMR spekter — série spekter

1.4.1 Prifazeni patefe

Jako prvni je nutné vyhodnotit 'H*N-HSQC (z angl. Heternuclear Single-Quantum
Coherence) korelacni spektrum. Toto spektrum nam pomtze urcit rezonancni frekvence
atomt vodiku a dusiku, které jsou spojené kovalentni vazbou. Celkovy pocet signali poté
zhruba odpovida celkovému poctu aminokyselin v Fetézci. V tomto spektru se nachazi
idalsi signély, které odpovidaji amidovym skupindm postrannich fetézci. Naopak
neuvidime ve spektru signal prolinu, protoZe nema vodik v amidové skupiné. "H”N-HSQC
spektrum je zaroven vhodné pro kontrolu spravného sbaleni proteinu. Na obrazku 5A je
znazornén protein, ktery ma stabilni 3D strukturu. Pokud jsou ostré (s malou poloSitkou)
signaly vysoce uskupeny pfi chemickém posunu vodiku od 7,5 ppm do 8,5 ppm, protein je
neusporadany (obrazek 5B). Pokud protein agreguje do vice struktur, tak vznika velky

shluk signalt s velkou polositkou (obrazek 5C) [25].
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Obrazek 5: A) Spektrum proteinu se stabilni strukturou. B) Spektrum proteinu

s neusporadanou strukturou. C) Spektrum proteinu s vice strukturami (prevzato z [24]).

Pro pfifazeni patefe proteinu je dale nutné pouZit 3D spektra. Prvni experiment
HNCO znézoriiuje korelaci mezi chemickym posunem amidové skupiny 'H a "N
s chemickym posunem uhliku *C v karbonylu pfedchozi aminokyseliny (Obrazek 6,

strana 17) [26].
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Obrazek 6: Graficky znazornéna korelace ve spektru HNCO (prevzato z [26]).
Druhy experiment HN(CA)CO znazornuje korelaci mezi chemickym posunem
vlastni amidové skupiny 'H a "N s chemickym posunem uhliku *C v karbonylu vlastni

aminokyseliny. Pomoci téchto dvou spekter jiZ 1ze vidét poradi aminokyselin v Fetézci
proteinu (Obrazek 7) [27].

[ I
Hieec=H HeC —H
| %C?
H H o) H o)

Obrazek 7: Graficky znazornéna korelace ve spektru HN(CA)CO (ptevzato z [27]).

Treti experiment HNCA méri korelaci mezi chemickym posunem amidové skupiny
'H a ®N s chemickym posunem o uhliku C. V tomto spektru lze dale nalézt i signal
chemického posunu o uhliku pfedchozi aminokyseliny (Obrazek 8).

H—C—H H—C—H

Obrazek 8: Graficky znazornéna korelace ve spektru HNCA (prevzato z [28]).

Ctvrty experiment HN(CO)CA zobrazuje korelaci mezi chemickym posunem
vlastni amidové skupiny 'H a N s chemickym posunem o pfedchoziho uhliku **C. Pro
kontrolu je vhodné srovnat spektra HN(CO)CA s HNCA. Pokud je signal chemického

posunu predchoziho o uhliku “C $patné rozpoznatelny ve spektru HNCA, je vhodné
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priradit signaly CA nejprve ve spektru HN(CO)CA a vysledek pouZit ve spektru HNCA
(Obrazek 9) [28].

H—C—H H—
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Obrazek 9: Graficky znazornéna korelace ve spektru HN(CO)CA (ptevzato z [28]).

Paty experiment HNCACB pomaha urcit korelaci mezi chemickym posunem
vlastni amidové skupiny 'H a N s chemickym posunem vlastnich a a B uhlikd. Déle 1ze
v tomto spektru nalézt i signdly chemickych posuni predchozich a a B uhliki “C

(Obrazek 10) [29].

Obrazek 10: Graficky znazornéna korelace ve spektru HNCACB (prevzato z [29]).

Sesty experiment CBCA(CO)NH urcuje korelaci mezi chemickym posunem vlastni
amidové skupiny 'H a ®N s chemickym posunem predchozich a a B uhliki *C. Opét je
vhodné toto spektrum porovnavat s predchozim spektrem HNCACB, ale zarovei je
vhodné zkontrolovat chemické posuny o "*C uhliki pfedchozich aminokyselin, které jsou

viditelné ve spektrech HNCA a HN(CO)CA (Obrazek 11) [30].

Obrazek 11: Graficky zndzornéna korelace ve spektru CBCA(CO)NH
(prevzato z [30]).
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1.5 Princip prirazeni aminokyselin

Pro pfifazeni jednotlivych aminokyselin je nutné urcit rezonancni frekvence
kazdého atomu v molekule proteinu. Hodnoty rezonancnich frekvenci, které odpovidaji
signaltim, jsou hledéany ve 2 spektrech. Po nalezeni stejné frekvence atomu v predchozi
a vlastni aminokyseliné, lze urcit poradi jednotlivych aminokyselin v sekvenci. Cely

postup je podrobnéji popsan v oddilu Metody.

1.6 Nkrplc

Prirozené zabijecské burky (z angl. Natural Killer cells, NK cells) predstavuji
velkou podtfidu lymfocytt, které hraji klicovou roli pfi eliminaci virovych infekci
a nadorovych onemocnéni. Podstatou jejich cytolytické aktivity je receptorova interakce

[31].

Na povrchu NK bunék lze nalézt 2 typy receptori — pozitivni (stimulacni)
a negativni (inhibic¢ni). Stimula¢ni receptory jsou schopné poznat latky nachazejici se na
povrchu rlznych typi bunék (napf. nékteré druhy MHC proteini — hlavni
histokompatibilni komplex — z angl. Major Histocompatibility Complex). Tyto receptory
poté vyvolaji signal pro NK buiiky pro cytotoxické mechanismy. Inhibi¢ni receptory
rozpoznavaji proteinové komplexy MHC I skupiny na povrchu bunék. Na né se vazi
cizorodé peptidy, které pochazeji napriklad z nékterych virovych proteini. Jedna se
o negativni signély, tedy inhibici cytotoxickych mechanismi. Receptory mtiZzeme rozdélit
podle struktury na 2 druhy — NK receptory podobné imunoglobulinu a NK receptory
podobné C-lektintim, kam patii pravé Nkrplc. Vysledny efekt funkce NK bunék pfi
kontaktu s jinou burikou je zavisly na tom, prevazuje-li stimulacni nebo inhibi¢ni signal.
Pokud je na povrchu buriky obvyklé mnozstvi komplexi MHC skupiny I, které nesou
normalni peptidy, NK burika dostane negativni signaly a k aktivaci nedojde. Pokud ale na
povrchu bunék neni dostatecné mnozstvi komplexit MHC skupiny I nebo pokud jsou tyto
molekuly upraveny tak, Ze nejsou rozeznany inhibi¢nimi receptory, dojde k wvysilani

stimulacnich signald a zabiti buriky pomoci NK buriky cytotoxicky [32].
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Cile prace
Prifazeni signalu peptidové patefe v jiZz naméfenych NMR spektrech mySiho

proteinu Nkrplc.

Predpovéd’ sekundarni struktury na zakladé prifazenych chemickych posunti atomi

peptidové paterte.

Srovnani predpovézenych motivii sekundarnich struktur s dostupnym 3D modelem.
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3 Metody

3.1 Nameéreni NMR spekter

Spektra byla namérena na spektrometru Bruker Avance III 600 MHz vybaveném
citlivou TCl 1H-13C-15N kryo-sondou. Pro méfeni bylo pouZito 400 pl 1,7 mM vzorku
spolu se 100 pl pufru (sloZeni: 15 mM PIPES, 50 mM NaCl, 1 mM NaNs, pH = 6,8) a 10%
D,0. Méreni bylo provadéno pri teploté 303,1 K.

3.2  Vyhodnoceni NMR spekter

Spektra byla vyhodnocena pomoci programu Sparky (verze 3.115) [33]. Prirazeni
bylo provadéno manudlné, aby nedoSlo k chybnému oznaCeni signalu a naslednému
Spatnému prirazeni. Pokud dojde k prekryvu signalu, automaticky vybér mize tento signal
vyhodnotit jako jeden. Naopak slaby signal, ktery uz neodpovida signalu aminokyselin, ale
jedna se pouze o Sum, miZe vyhodnotit jako signal. Nejprve byly ve spektru "H”N-HSQC
vSechny signdly pouze oznaCeny, protoZe nelze pouze z tohoto spektra fici, o jakou

aminokyselinu se jedna.

Signaly ve 3D spektrech byly oznaceny v proton-uhlikové korelaci. Kazda
aminokyselina ma charakteristicky *C chemicky posun, pomoci kterého byly jednotlivé

aminokyseliny pfifazovany.

Pro spravné identifikace aminokyselin je vhodné vyuzZit chemickych posunt uhliku
CP, protoZe uhliky C® nemaji tak specifické rozdily v chemickych posunech. Chemické
posuny uhlikti C?lze rozdélit do 5 skupin (obrazek 12, str. 22) - Gly nema signal pro uhlik
CP, jelikoZ jej nemd, Ala ma charakteristicky chemicky posun CP pfi 20 ppm (na obrazku
oznacCen oranzové). Arg, redukovany Cys, Gln, Glu, His, Lys, Met, Trp, Val patii do
skupiny s chemickym posunem CP zhruba od 30 do 35 ppm. Asn, Asp, oxidovany Cystein,
Ile, Leu, Phe, Tyr patfi do skupiny s chemickym posunem CF v rozmezi od 38 do 45 ppm.
Do posledni skupiny patii Ser a Thr jejichZ chemicky posun C*je pro Ser od 62 ppm do 66
ppm a Thr od 68 do 73 ppm. Vzhledem k vysoké odliSnosti jsou aminokyseliny Ala, Ser,

Thr a Gly nejsnaze priraditelné.
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Obréazek 12:Typické chemické posuny uhlikii v aminokyselinach. Uhliky C* jsou
rozdéleny do nékolika skupin, které jsou barevné rozliSeny, pro lepSi orientaci pfi

prifazovani signalti k aminokyselinové sekvenci (prevzato z [25]).

Pomoci funkce Strip Plot v programu Sparky [33] lze poté hledat jednotlivé
frekvence CPuhlik(i aminokyselin ve spektrech HNCACB a CBCA(CO)NH. Pro kontrolu
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lze vyuZit také uhliky C° Pro ilustraci postupu hledani poradi aminokyselin byl vytvoren
obrazek 13. Principem této funkce je porovnani chemickych posunt CP a pfipadné C°.
Vysledkem je poté nékolik signali s urcitou pravdépodobnosti shody, které je nutno
manualné zkontrolovat. Pro tyto ucely je vhodné také porovnat signaly ve spektrech
HNCO a HN(CA)CO, aby byla ovéfena spravnost prifazeni.
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Obrazek 13: Schéma prifazeni aminokyselin ve spektrech CBCA(CO)NH
a HNCACB pomoci funkce Strip plot pro 3 aminokyseliny.

3.3  Predikce sekundarni struktury

Pro predikci sekundarni struktury proteinu byly pouZity 2 pristupy — predikce podle
chemickych posunii (program Talos+) a poté predikce pouze na zdkladé primarni sekvence

(program PSIPRED).

3.3.1 Talos+
Talos+ je program pro predikci ¢ (phi) a @ (psi) torznich thli na zakladé
zméfenych chemickych posunti. Funguje tak, Ze porovna kombinaci Sesti druht
chemickych posuni — HN, H% C% C*, C', N daného proteinu. Vyuziva metody, kdy pouZije

triplikaty aminokyselin a porovna zméfené chemické posuny s chemickymi posuny
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v databazi o vice nez 200 proteinech se znamou strukturou, s vysokym rozliSenim
z rentgenové krystalografie a se znadmymi chemickymi posuny a porovna jejich

podobnost[34].

3.3.2 PSIPRED
PSIPRED (z angl. PSI-blast based secondary structure PREDiction) vyhodnoti na
zakladé primarni sekvence sekundarni strukturu proteinu pomoci metody porovnavani
sekvence a struktury jinych podobnych protein. Principem je vyuziti dat evoluc¢né

pribuznych proteint [35].
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4  Vysledky

V této praci byly nejprve pfifazeny jednotlivé signaly ve spektru "H’N-HSQC. Po
zjisténi presného poradi signalli, byly jednotlivé vrcholy signalii oznaceny prisluSnymi
aminokyselinami podle sekvence. Pro vétSi prehlednost je uveden vyrez stfedové Casti
(Obrazek 15, strana 26). Na celkovém obrazku (Obrazek 14) je vidét nékolik spojenych
signalti odpovidajici amidovym skupindm nachéazejicich se v postrannim fetézci. V levé
dolni casti jsou dale viditelné signaly NH skupin v indolovém postrannim fetézci
aminokyseliny tryptofanu. Pro kontrolu byl pocet signal porovnan s poctem tryptofant

v sekvenci — 6 tryptofant odpovida 6 signaliim.

1 10 9 8 7 6 °
G862 120
xr es G
® a3 S I
G35
110 ® Gg4 110
= m75 G30 Tt
125 120 % S100 T8 ose e
34 2 586 3
115, sy ¢ b L 115
» %y oF
e D9 i S1szcé: >3 587 N81 121
= Q123 [ F64 N9 oL 50, L
g_ i Qz2 N‘”}m‘cg ? %3 (420 144
o G106 T8 8 gﬁ! /Rﬁ‘g A |
Q4 128
= 120 = RushBed ol L 120
L) il Ciso K1g1 101?? w A 1S3 %57 +
1 N25 % <ZLSE)
= we5 LIy T110E Wﬁoyyf fﬁggﬁ%%goése
o ’E125 o 21
H1§ \'vm 7%126}(58 I
1251 W7y R14 o 125
85 I
oW Qs | o8 "‘N'86L1°5F70
. L8 La3y
43v20
5W
1304 AL > 130
W aw F
1¥V >
T T r T T T T
11 10 9 8 7 6 5
1
8,-"H (ppm)

Obrazek 14: Pfifazené signaly jednotlivych aminokyselin ve spektru "H”N-HSQC.
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Obrazek 15: Prifazené signaly jednotlivych aminokyselin ve spektru "H"*N-HSQC -

detailnéjsi zobrazeni stfedové ¢asti.
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4.1 HNCACB+CBCA(CO)NH

Pomoci funkce Strip plot programu Sparky byly prifazeny jednotlivé signaly

aminokyselin k jejich pofadi v primarni sekvenci (Obrazek 16).
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Obrazek 16: Pfifazené aminokyseliny (od W120 po Q123) k signaltim ve spektrech
HNCACB a CBCA(CO)NH. PreruSovanou Carou jsou spojeny atomy C®a plnou carou jsou

spojeny atomy CP.
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4.2  HNCO a HN(CA)CO
Pro kontrolu byly ovéfeny i signaly ve spektrech HNCO a HN(CA)CO. Podle

obrazku 17 je vidét spravné urceni poradi signalt odpovidajici aminokyselinové sekvenci.
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Obrézek 17: Pfifazené aminokyseliny (od W120 po Q123) k signaltim ve spektrech
HNCO a HN(CA)CO.
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Z programu Sparky [33] byly exportovany data chemickych posuni a jednotlivych
prifazeni. Data byla vloZena do tabulky a jsou uvedena v priloze. V tabulce jsou
zaznamenany aminokyselinové zbytky, prislusné atomy a jejich chemické posuny. C znaci
karbonyl, CA oznacuje uhlik C% CB uhlik C*, MA oznacuje acetylovou skupinu. Pomoci
symbolu * jsou poté oznaceny zdvojené signdly, které odpovidaji N-acetylované formé

proteinu Nkrplc.

4.3  Predikce sekundarni struktury

Hlavnim vysledkem této bakalaiské prace je predikce sekundarni struktury na
zakladé prifazenych chemickych posunti a srovnani predpovézené sekundarni struktury
s publikovanym modelem. Po vyhodnoceni spekter v programu Sparky [33] byly pouZity 2
programy pro predikci sekundarni struktury — Talos+ a PSIPRED. Vysledky z této
predikce byly poté porovnany s jiZz publikovanym homolognim modelem receptoru

Nkrplc [36]. Ziskana data byla poté graficky zpracovana a jsou uvedena v obrazku 18.

V obrazku 18 je uvedeno cislovani jednotlivych sekundarnich struktur podle
univerzalniho ¢islovani rodiny C-lektind [37]. Dva 8 skladané listy, které jsou v této
struktute navic, byly oznaceny jako f* a B**. Srovnanim jednotlivych struktur na obrazku
18 (strana 30) lze pozorovat velkou podobnost predikovanych sekundarnich struktur
programy Talos+ a PSIPRED (cs a psipred, obrazek 18, strana 30) se strukturou
homologniho modelu receptoru Nkrplc (Model, obrazek 18, strana 30). Predikce o helixti
(Cervné obdelniky, obrazek 18, strana 30) je totoZzna s homolognim modelem a predikce

B skladanych listti je téméF totoZna (Cerné Sipky, obrazek 18, strana 30).
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Obrazek 18: Grafické porovnani vysledki predikce sekundarni struktury ziskané
pomoci programu Talos+ (na obrazku oznacen jako cs = z angl. chemical
shifts) [34] a PSIPRED [35] a nasledné porovnani s homolognim modelem receptoru
Nkrplc [36]. Cerné Sipky zndzoriiuji B skladany list a Cervené obdélniky o helix. Je
pouzito obecné oznaceni jednotlivych o helixii a [ skladanych listti charakteristické pro

C-lektiny [37].
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5 Diskuze

Mysi protein Nkrplc, ktery byl pripraven rekombinantni expresi v E. coli
a obohacen izotopy C a "N, byl zméFen pomoci metody nuklearni magnetické rezonance.

Pro predikci sekundarni struktury bylo nutné vyhodnotit namérena spektra.

Podle spektra HN-HSQC bylo moZné ovéfit, Ze protein je spravné sloZeny. Signaly
jednotlivych aminokyselin se priliS neprekryvaly, protein tedy netvoril neusporadané
struktury nebo naopak vzorek neobsahoval vice struktur a prifazeni tedy bylo moZné. Pro
predikci sekundarnich struktur bylo pouZito Sesti 3D spekter: HNCO a HN(CA)CO pro
prifazeni karbonyld, HNCA a HN(CO)CA na identifikaci uhliki C* a HNCACB
a CBCA(CO)NH na pfifazeni signald CP. V poslednich dvou spektrech je mozné ovéfit

spravnost prirazeni uhlikt C%, protoZe se jejich signaly v téchto spektrech také nachazeji.

Pomoci metody Strip plot programu Sparky byly pfifazeny signéaly k jednotlivym
aminokyselinam. Nepovedlo se prifadit amidickou skupinu u aminokyseliny D15, kde
pravdépodobné doslo k rozsifeni signalu zvySenou dynamikou aminokyselinového zbytku
(na milisekundové az mikrosekundové Casové Skale) nebo vyssi vyménou protonu v NH
skupiné za proton vody, a proto tento signdl nemohl byt pfifazen. VSechny ostatni signaly

byly prifazeny k jednotlivym aminokyselinovym zbytkim.

Jednim z vysledkl této prace je tabulka chemickych posuni jednotlivych atomi
v proteinu, ktera je uvedena v prilohach. Data z této tabulky byla vyuZita pro predikci
sekundarni struktury v programu Talos+. Dale je moZné v tabulce nalézt u nékterych
aminokyselinovych zbytki oznaceni *, které znaci neacetylovanou formu proteinu Nkrplc.
Ve spektrech bylo viditelné zdvojeni signali aminokyselinovych zbytk u N-konce, které

odpovidalo praveé acetylované a neacetylované formé.

Po predikci sekundarni struktury programy Talos+ a PSIPRED byla ziskana data,
kterd byla graficky znazornéna (viz Obrazek 18, strana 29). Do obrazku bylo prfidano
znazornéni sekundarni struktury homologniho modelu proteinu Nkrplc. Po porovnani lze

Fici, Ze umisténi alfa helixti a beta skladanych listd ve struktufe je velmi podobné.
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Zaver
Shrnuti vysledkt v bodech:

Pomoci programu Sparky, pouZzitého k vyhodnoceni signélti z méfeni nuklearni
magnetické magnetické rezonance mySiho proteinu Nkrplc, byly pfifazeny

jednotlivé signaly peptidové patefe proteinu

Na zéikladé ziskanych chemickych posunti atomii byla provedena predikce

sekundarni struktury pomoci programu Talos+

Pomoci primarni sekvence byla provedena predikce sekundarni struktury

programem PSIPRED

Obé predpovézené sekundarni struktury byly srovnany s homolognim modelem

proteinu
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8  Piilohy

8.1  Tabulka vysledkii prifazeni signalti aminokyselin

* oznacuje neacetylovanou cast proteinu

Aminokyselinovy Atom Chemicky | Aminokyselinovy Atom Chemicky | Aminokyselinovy Atom Chemicky
zbytek posun zbytek posun zbytek posun
ace0 C 177,226 E5* CA 55,821 L12 CA 55,137
ace0 CA 24,595 E5* CB 32,067 L12 CB 44,561
ace0 MA 2,11 C6 C 172,083 L12 H 8,567

S1 C 174,843 C6 CA 52,487 L12 HA 5,213
S1 CA 58,409 C6 CB 38,947 L12 N 125,724
S1 CB 64,087 c6 H 8,478 H13 C 173,606
S1 H 8,28 C6 HA 4,146 H13 CA 57,453
S1 HA 4,494 c6 N 118,947 H13 CB 31,532
S1 N 121,633 Ce* C 172,119 H13 H 8,965
V2 C 175,582 ce* CA 52,549 H13 HA 4,289
V2 CA 62,151 ce* CB 38,91 H13 N 125,146
V2 CB 32,935 ce* H 8,522 R14 C 173,868
V2 H 8,138 ce* N 119,095 R14 CA 58,652
V2 HA 4,193 P7 C 175,829 R14 CB 27,8
V2 N 120,913 P7 CA 62,466 R14 H 8,821
N3 C 174,675 P7 CB 31,328 R14 N 125,455
N3 CA 53,307 P7 HA 4,357 K16 C 173,392
N3 CB 39,182 Q8 C 176,718 K16 CA 55,657
N3 H 8,51 Q8 CA 58,186 K16 CB 38,045
N3 HA 4,752 Q8 CB 28,791 K16 H 8,126
N3 N 122,219 Q8 H 8,443 K16 HA 4,876
N3* C 174,651 Q8 HA 4,134 K16 N 119,456
N3* CA 53,292 Q8 N 120,606 C17 C 175,233
N3* CB 39,175 D9 C 176,329 C17 CA 52,911
L4 C 176,35 D9 CA 56,579 C17 CB 44,143
L4 CA 55,041 D9 CB 39,398 C17 H 8,371
L4 CB 42,562, D9 H 9,018 C17 HA 5,907
L4 H 8,256 D9 HA 4,548 C17 N 116,477
L4 HA 4,384 D9 N 117,083 F18 C 174,565
L4 N 123,036 W10 C 175,746 F18 CA 57,53
L4* C 176,213 W10 CA 57,557 F18 CB 43,431
L4* CA 55,05 W10 CB 29,542 F18 H 10,127
L4* CB 42,569 W10 H 8,488 F18 HA 6,076
L4* H 8,297 W10 HA 5,155 F18 N 121,178
L4* N 123,175 W10 N 122,043 H19 C 172,671
E5 C 175,868 L11 C 175,792 H19 CA 54,871
E5 CA 55,969 L11 CA 54,441 H19 CB 30,214
E5 CB 31,985 L11 CB 44,945 H19 H 8,44
E5 H 8,104 L11 H 9,631 H19 HA 4,609
E5 HA 4,398 L11 HA 4,818 H19 N 121,547
E5 N 119,536 L11 N 122,887 V20 C 174,821
E5* C 175,812 L12 C 176,62 V20 CA 61,018
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Aminokyselinovy Atom Chemicky | Aminokyselinovy Atom Chemicky | Aminokyselinovy Atom Chemicky
zbytek posun zbytek posun zbytek posun
V20 CB 32,202 w27 CB 30,602 C34 N 114,563
V20 H 7,909 W27 H 7.9 G35 C 178,008
V20 HA 4,075 W27 N 122,024 G35 CA 47,786
V20 N 128,498 E28 C 180,108 G35 H 8,604
S21 C 173,86 E28 CA 59,998 G35 HA 4,028
S21 CA 59,4 E28 CB 29,408 G35 HA2 4,143
S21 CB 62,877 E28 H 9,014 G35 HA3 4,037
S21 H 8,764 E28 HA 3,773 G35 N 109,889
S21 HA 3,902 E28 N 115,061 R36 C 178,067
S21 N 124,221 E29 C 179,117 R36 CA 59,596
Q22 C 175,808 E29 CA 58,425 R36 CB 30,637
Q22 CA 55,687 E29 CB 28,121 R36 H 8,13
Q22 CB 29,984 E29 H 7,51 R36 HA 4,272
Q22 H 8,885 E29 HA 4,041 R36 N 123,348
Q22 HA 4,276 E29 N 121,046 K37 C 176,1
Q22 N 118,695 G30 C 173,665 K37 CA 55,914
V23 C 172,779 G30 CA 45,826 K37 CB 33,413
V23 CA 59,652 G30 H 8,084 K37 H 7,591
V23 CB 34,291 G30 HA2 2,059 K37 HA 4,47
V23 H 6,918 G30 HA3 1,248 K37 N 118,497
V23 HA 4,36 G30 N 112,436 G38 C 174,014
V23 N 112,868 Q31 C 178,907} G38 CA 46,779
S24 C 173,889 Q31 CA 59,018 G38 H 8,006
S24 CA 55,985 Q31 CB 27,427 G38 N 108,743
S24 CB 65,409 Q31 H 7,876 G38 QA 3,945
S24 H 8,18 Q31 N 120,41 A39 C 175,426
S24 HA 4,864 A32 C 180,312 A39 CA 50,308
S24 N 114,985 A32 CA 54,775 A39 CB 24,418
N25 C 175,23 A32 CB 17,945 A39 H 8,281
N25 CA 53,095 A32 H 7,888 A39 HA 5,127
N25 CB 41,588 A32 HA 4,034 A39 N 122,886
N25 H 9,567, A32 N 122,292 T40 C 174,723
N25 HA 5,101 D33 C 178,504 T40 CA 60,053
N25 N 122,586 D33 CA 58,398 T40 CB 73,356
T26 C 174,604 D33 CB 43,343 T40 H 8,637
T26 CA 61,837 D33 H 8,048 T40 HA 4,93
T26 CB 70,868 D33 N 120,752 T40 N 108,218
T26 H 9,861 C34 C 178,461 L41 C 177,601
T26 HA 5,558 C34 CA 55,951 L41 CA 56,732
T26 N 113,891 C34 CB 33,883 L41 CB 44,597
w27 C 177,91 C34 H 8,418 L41 H 8,608
w27 CA 62,699 C34 HA 4,524 L41 HA 5,014
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Aminokyselinovy Atom Chemicky | Aminokyselinovy Atom Chemicky | Aminokyselinovy Atom Chemicky
zbytek posun zbytek posun zbytek posun
L41 N 122,529 E48 N 121,754 D55 N 17,171
L42 C 174,495 E49 C 177,772 S56 C 174,371
L42 CA 56,842 E49 CA 59,734 S56 CA 60,726
L42 CB 44,43 E49 CB 30,597 S56 CB 63,686
L42 H 7,748 E49 H 8,366 S56 H 7,451
L42 HA 4,004 E49 HA 3,832 S56 HA 4,139
L42 N 117,694 E49 N 120,755 S56 N 114,406
L43 C 174,891 L50 C 177,494 157 C 175,933
L43 CA 53,741 L50 CA 58,038 157 CA 62,097
L43 CB 42,892 L50 CB 41,914 157 CB 38,818
L43 H 8,098, L50 H 7,278 157 H 7,485
L43 HA 4,476 L50 HA 3,986 157 HA 3,876
L43 N 128,37 L50 N 118,262 157 N 121,48
144 C 175,744 R51 C 178,076 K58 C 177,296
144 CA 60,659 R51 CA 59,471 K58 CA 57,822
144 CB 38,509 R51 CB 29,752 K58 CB 31,794
144 H 5,292 R51 H 8,221 K58 H 8,232
144 HA 4,229 R51 HA 3,819 K58 HA 4,064
144 N 118,783 R51 N 118,021 K58 N 123,355
Q45 C 175,477 F52 C 178,349 E59 C 176,109
Q45 CA 56,954 F52 CA 61,207 E59 CA 56,042
Q45 CB 31,087 F52 CB 38,388 E59 CB 28,803
Q45 H 9,568 F52 H 7,923 E59 H 7,88
Q45 HA 4,225 F52 HA 4,125 E59 N 119,903
Q45 N 127,243 F52 N 118,744 K60 C 176,254
D46 C 175,256 L53 C 178,646 K60 CA 56,99
D46 CA 53,455 L53 CA 58,004 K60 CB 32,522
D46 CB 42,825 L53 CB 41,614 K60 H 7,952
D46 H 7,589 L53 H 7,86 K60 HA 4,125
D46 HA 4,695 L53 HA 4,245 K60 N 120,295
D46 N 115,046 L53 N 122,113 Y61 C 175,16
Q47 C 177,708 L54 C 179,871 Y61 CA 57,052
Q47 CA 58,907 L54 CA 57,748 Y61 CB 37,76
Q47 CB 28,729 L54 CB 40,903 Y61 H 7,938
Q47 H 8,899 L54 H 8,425 Y61 HA 4,591
Q47 HA 4,014 L54 HA 4,647 Y61 N 116,132
Q47 N 119,161 L54 N 117,977 N62 C 172,312
E48 C 179,107 D55 C 177,892 N62 CA 52,391
E48 CA 59,938 D55 CA 56,317 N62 CB 41,126
E48 CB 28,791 D55 CB 40,826 N62 H 7,541
E48 H 8,49 D55 H 7,955 N62 HA 4,737
E48 HA 4,082 D55 HA 4,387 N62 N 118,792
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zbztek " Atom posuny zllg/tek " Atom posm:(y zk'g’(tek "] Atom posu:y
S63 C 173,868 F70 CA 57,8 W77 HA 4,686
S63 CA 57,383 F70 CB 38,729 W77 N 123,005
S63 CB 64,304 F70 H 7,987 K78 C 177,328
S63 H 7,904 F70 HA 3,901 K78 CA 55,413
S63 HA 5,169 F70 N 127,298 K78 CB 36,746
S63 N 115,086 T71 C 172,342 K78 H 8,866
F64 C 176,448 T71 CA 61,107 K78 HA 5,013
F64 CA 55,705 T71 CB 71,26 K78 N 122,075
F64 CB 42,812 T71 H 7,869 W79 C 181,088
F64 H 8,548 T71 N 120,34 W79 CA 56,978
F64 HA 4,854 L72 C 175,843 W79 CB 31,779
F64 N 117,496 L72 CA 52,775 W79 H 9,04
W65 C 175,821 L72 CB 42,275 W79 HA 5,681
W65 CA 57,935 L72 H 8,359 W79 N 125,292
W65 CB 32,616 L72 HA 4,269 180 C 175,817
W65 H 10,188 L72 N 124,235 180 CA 63,79
W65 N 122,69 P73 C 176,389 180 CB 38,213
166 C 177,191 P73 CA 63,553 180 H 8,594
166 CA 59,272 P73 CB 34,296 180 HA 4,376
166 CB 41,948, P73 HA 4,405 180 N 114,229
166 H 8,248, D74 C 175,475 N81 C 176,258
166 HA 5,329 D74 CA 56,441 N81 CA 52,568
166 N 108,79 D74 CB 39,471 N81 CB 37,65
G67 C 172,947 D74 H 8,794 N81 H 7,421
G67 CA 49,663 D74 HA 4,149 N81 HA 4,938
G67 H 10,421 D74 N 122,699 N81 N 116,601
G67 HA2 4,658] M75 C 174,369 G82 C 174,558
G67 HA3 3,648, M75 CA 55,511} G82 CA 45,479
G67 N 112,059 M75 CB 28,437l G82 H 8,681
L68 C 173,488 M75 H 8,335 G82 HA 4,476
L68 CA 54,723 M75 HA 3,272 G82 N 108,313
L68 CB 46,475 M75 N 112,779 T83 C 174,28
168 H 8,593 N76 C 174,104 T83 CA 62,17
L68 HA 4,873 N76 CA 51,104 T83 CB 70,669
L68 N 128,285 N76 CB 41,668 T83 H 7,647
R69 C 173,419 N76 H 6,747 T83 HA 4,58
R69 CA 54,735 N76 HA 4,843 T83 N 113,931
R69 CB 34,307 N76 N 113,2 T84 C 174,274
R69 H 8,331 W77 C 175,578 T84 CA 63,863
R69 HA 4,934 W77 CA 57,488 T84 CB 69,771
R69 N 122,424 W77 CcB 29,649 T84 H 8,831
F70 C 175,47 W77 H 8,886 T84 HA 4,451
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zltgtek " Atom posu:y zllglltek " Atom posuny zk'g,(tek " Atom posu:y
T84 N 119,556 K91 N 119,019 G99 C 173,742
F85 C 174,31 192 C 176,633 G99 CA 45,896
F85 CA 58,632 192 CA 60,893 G99 H 8,012
F85 CB 40,875 192 CB 38,43 G99 N 108,497
F85 H 8,486 192 H 8,47 G99 QA 3,939
F85 HA 4,65 192 N 123,172 S100 C 173,185
F85 N 126,472 T93 C 173,894 S100 CA 59,312
N86 C 174,193 T93 CA 61,559 S100 CB 65,119
N86 CA 52,293 T93 CB 70,095 S100 H 7,832
N86 CB 39,62, T93 H 8,562 S100 HA 4,695
N86 H 8,389 T93 HA 4,469 S100 N 114,206
N86 HA 4,782, T93 N 121,481 C101 C 172,035
N86 N 127,109 G%4 C 173,264 C101 CA 59,557
S87 C 174,727 G9% CA 44,765 C101 CB 45,825
S87 CA 57,194 G% H 8,088 C101 H 8,802
S87 CB 63,879 G9%4 H2 4,204 C101 N 121,435
S87 H 7,781 G9%4 H3 3,966 A102 C 175,058
S87 HA 4,029 GY%4 N 110,419 A102 CA 52,049
S87 N 116,772 V95 C 176,199 A102 CB 21,876
D88 C 176,965 V95 CA 61,969 A102 H 8,025
D88 CA 55,552 V95 CB 33,249 A102 HA 5,187
D88 CB 40,711 V95 H 8,112 A102 N 122,583
D88 H 8,44 V95 HA 4,248 S103 C 173,552
D88 HA 4,597 V95 N 118,208 S103 CA 55,293
D88 N 121,6 T96 C 174,213 S103 CB 67,147
V89 C 175,319 T96 CA 62,49 S103 H 8,672
V89 CA 63,905 T96 CB 69,726 S103 HA 5,679
V89 CB 33,196 T96 H 8,183 S103 N 115,836
V89 H 7,95 T96 HA 4,188 1104 C 174,076
V89 HA 4,056 T96 N 118,868 1104 CA 59,287
V89 N 117,479 E97 C 176,012 1104 CB 41,644
L90 C 174,767 E97 CA 56,703 1104 H 9,299
L90 CA 53,742 E97 CB 30,52 1104 HA 5,263
190 CB 44,121 E97 H 8,222 1104 N 116,355
L90 H 7,756 E97 HA 4,216 L105 C 177,917
L90 HA 4,631 E97 N 122,496 L105 CA 54,668
L90 N 119,662 N98 C 175,467 L105 CB 42,952
K91 C 175,915 N98 CA 53,933 L105 H 8,185
K91 CA 54,973 NO98 CB 39,055 L105 HA 4,659
K91 CB 34,142 NO98 H 8,248 L105 N 126,882
K91 H 8,046 N98 HA 4,571 G106 C 172,028
K91 HA 4,635 N98 N 117,838 G106 CA 47,69

40




Aminokyselinovy Chemicky | Aminokyselinovy Chemicky | Aminokyselinovy Chemicky
zbztek " Atom posuny zllg/tek " Atom posurli(y zk'g’(tek "] Atom posurli(y
G106 H 9,242 S113 HA 3,987 W120 HA 5,708
G106 HA2 3,987 S113 N 115,051 W120 N 114,473
G106 HA3 3,547] Cl4 C 174,201 1121 C 176,039
G106 N 119,099 cu4 CA 58,792 1121 CA 59,605
D107 C 175,088 cu4 CB 44,512 1121 CB 41,43
D107 CA 52,598 Cl4 H 9,109 1121 H 7,156
D107 CB 40,525 Cl4 HA 4,274 1121 HA 5,308
D107 H 8,016] Cl4 N 126,816 1121 N 116,829
D107 HA 4,592 Al15 C 177,386 C122 C 174,727
D107 N 122,345 Al115 CA 52,117 C122 CA 51,662
K108 C 175,766 Al115 CB 18,826 C122 CB 40,245
K108 CA 54,958 Al115 H 7,931 C122 H 9,471
K108 CB 34,651 Al15 HA 4,678 C122 HA 5,982
K108 H 7,822 Al15 N 120,485 C122 N 121,86
K108 HA 4,736 S116 C 170,353 Q123 C 173,824
K108 N 118,255 S116 CA 59,549 Q123 CA 53,736
V109 C 175,347 S116 CB 63,777 Q123 CB 35,048
V109 CA 61,379 S116 H 7,983 Q123 H 9,987
V109 CB 32,133 S116 HA 4,466 Q123 HA 6,139
V109 H 8,606 S116 N 116,411 Q123 N 117,554
V109 HA 4,803] D117 C 175,29 K124 C 174,832
V109 N 125,057 D117 CA 53,243 K124 CA 55,359
T110 C 172,323 D117 CB 42,031 K124 CB 37,266
T110 CA 58,523 D117 H 7,962 K124 H 9,074
T110 CB 71,429 D117 HA 4,912 K124 HA 4,851
T110 H 9,294 D117 N 118,856 K124 N 121,394
T110 HA 4,934 N118 C 176,331 E125 C 176,336
T110 N 123,068 N118 CA 52,457 E125 CA 56,467
P111 C 176,123 N118 CB 42,175 E125 CB 30,761
P111 CA 61,903 N118 H 8,752 E125 H 8,735
P111 CB 32,221 N118 HA 4,903 E125 HA 4,506
P111 HA 4,897 N118 N 120,454 E125 N 122,845
E112 C 175,692 R119 C 174,272 L126 C 176,643
E112 CA 55,594 R119 CA 56,769 L126 CA 55,332
EN2 CB 35,347 R119 CB 32,601 L126 CB 42,394
EN2 H 9,213 R119 H 7,496 L126 H 8,353
E112 HA 4,796 R119 HA 4,542 L126 HA 4,261
E112 N 123,413 R119 N 118,894 L126 N 123,657
S113 C 178,303 W120 C 172,682 N127 C 174,662
S13 CA 58,436, W120 CA 57,472 N127 CA 53,226
S13 CB 63,49 W120 CB 33,266 N127 CB 39,147
S113 H 8,837 W120 H 8,642 N127 H 8,424
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zbytek posun zbytek posun
N127 N 118,056 S135 CA 60,171
H128 C 174,563 S135 CB 65,049
H128 CA 55,513 S135 H 7,859
H128 CB 29,93 S135 N 121,067
H128 H 8,388
H128 HA 4,707
H128 N 119,641
E129 C 176,284
E129 CA 56,49
E129 CB 30,498
E129 H 8,436
E129 HA 4,351
E129 N 122,511
T130 C 172,829
T130 CA 59,88
T130 CB 69,913
T130 H 8,36
T130 HA 4,607
T130 N 118,602
P131 C 176,94
P131 CA 63,264
P131 CB 32,225
P131 HA 4,484
S132 C 174,458
S132 CA 58,261
S132 CB 64,034
S132 H 8,459
S132 HA 4,467
S132 N 116,438
N133 C 174,853
N133 CA 53,435
N133 CB 39,207
N133 H 8,504
N133 HA 4,81
N133 N 120,964
D134 C 175,375
D134 CA 54,553
D134 CB 41,301
D134 H 8,342
D134 HA 4,696
D134 N 121,128
S135 C 178,652
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Svoluji k zaptijCeni této prace pro studijni ti€ely a prosim, aby byla fadné vedena evidence

vypujcovateli.

Jméno a prijmeni . o
Cislo OP Datum vyptijceni Poznamka
S adresou
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