8 Priloha A — experimentalni ¢ast

8.1 Analyza vazebné afinity metodou ELISA
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Piiloha A 1 — Vazba proteini MLA(014, MLAO015, MLAO16 na 10E8 a IgG A. Stanoveno
metodou ELISA v konstruktech His-MLA-VS5, provedeno v triplikdtech a chybové usecky
predstavuji standardni ochylku.
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Piiloha A 2 — Vazba proteini MLA024, MLA025, MLAO079 na 10E8 a IgG A. Stanoveno
metodou ELISA v konstruktech His-MLA-VS5, provedeno v triplikatech a chybové usecky
predstavuji standardni ochylku.
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Piiloha A 3 — Vazba proteini MLA045, MLA072, MLA092, MLA093 na 10E8 a IgG A.
Stanoveno metodou ELISA v konstruktech His-MLA-V5. Stanoveno metodou ELISA
v konstruktech His-MLA-V5, provedeno v triplikatech a chybové usecky predstavuji standardni
ochylku.
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Piiloha A 4 — Vazba proteini MLA132, MLA158, MLA159 na 10E8 a IgG A. Stanoveno
metodou ELISA v konstruktech His-MLA-VS5. Stanoveno metodou ELISA v konstruktech His-
MLA-VS5, provedeno v triplikatech a chybové usecky predstavuji standardni ochylku.
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Piiloha A 5 — Vazba proteinii His-MyoWT-VS a His-MyoWT-Avi na 10E8 a IgG A.
Stanoveno metodou ELISA v konstruktech His-MLA-V5, provedeno v triplikatech a chybové
usecky piredstavuji standardni ochylku.
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8.2 [ELISA jednotlivych SEC separovanych frakei
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Piiloha A 6 — Vazba frakei proteinti His-ML.A024-V5 na 10E8 a IgG A. Stanoveno metodou
ELISA, separace frakci prob&hla pomoci gelové permeacni chromatografie. Frakce SEES, SEMS
a SELS odpovidaji po sobé¢ jdoucim tfem charakteristickym piktim.
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Piiloha A 7 — Vazba frakei proteinii His-MLA025-VS na 10E8 a IgG A. Stanoveno metodou
ELISA, separace frakci probéhla pomoci gelové permeaéni chromatografie. Frakce SEES, SEMS
a SELS odpovidaji po sob¢ jdoucim tfem charakteristickym pikam.
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Var 92 SEC ELISA
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Piiloha A 8 — Vazba frakci proteint His-MLA092-V5 na 10E8 a IgG A. Stanoveno metodou
ELISA, separace frakci probéhla pomoci gelové permeacni chromatografie. Frakce SEMS a
SELS odpovidaji po sob& jdoucim poslednim dvoum charakteristickym pikiim. Frakce SEES
nebyla stanovena.



9 Priloha B —in silico cast

9.1 Orientace ve vizualnich podobach matic volnych energii parovych

interakci aminokyselin

Matice volnych energii parovych interakci aminokyselin v komplexech byly vytvoieny
pomoci skriptu v programovacim jazyce Python. Nesou mnoZzstvi informaci. Reference
k instrukcim pro orientaci v nich je zobrazena na P¥iloha B 1. Oznaceny jsou ¢asti celého
obrazku, které jsou zde popsany:

A) Néazev analyzované¢ho komplexu a charakter matice (zde ,total IEM*
oznacujici celkovou interakéni energii. Alternativou je ,elec [IEM*“ a
,vdw_ IEM* pro matice elektrostatickych a van der Waalsovskych interakei.

B) Celkové volné energie interakci pro jedno konkrétni reziduum se vSemi
ostatnimi (B1 zde pro 10E8 fragment, B2 pro MPER)

C) Legenda DSSP dosazenych sekundarnich struktur oznafenych na osach
samotné matice.

D) Legenda ,heatmap“ popisujici barevné schéma. Cervené jsou oznaceny
interakce se zdpornou volnou energii, modie s kladnou. Jednotkami jsou
kcal/mol

E) Jednopismenné kddy a oznaceni fetézce protilatky (osa Y) a MPER/MLA (osa
X) ve formatu ,,Pismeno fetézce + kod aminokyseliny + jeji potadi*

F) Sekundarni struktura v daném regionu oznacend barevnymi obdélniky dle
legendy v C). Dosazeni sekundarni struktury probiha algoritmem DSSP.

G) Volitelny pocet (zde 4) nejlepSich interakénich parii a jejich volné energie.

H) Samotna ,,heatmap* vizualizujici matici parovych interakci. Pozice X, Y
odpovidaji aminokyselindm na interagujicich partnerech, barevné jsou

oznaceny volné energie dle legendy D)
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Priloha B 1 — Reference pro ¢teni mat




9.2 Material a metody

Piiloha B 2 - Indexy (selekéni algebra) oddé€lujici skupiny pro tieti krok vylepSovani
homolognich modelt balikem GROMACS — prvni fadky oznacuji skupiny zmrazené, druhé fadky
skupiny mobilni.

24 92
Zmrazené >!ri22-23&!ri33- >11135&!1165-66&!1178-
skupiny 34&'1aH*&!13&!15 79& 1182 & 11157 & 11194 & ! 13&!15& laH*
Mobilni >1&!119&1aH* >1&!laH*&!19

skupiny
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9.3 Vysledky a diskuze

Piiloha B 3 — Ramachandranovy vynosy prvotnich homolognich modelii myomesinovych

vazebnych proteinii.
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Priloha B 4 — RMSD grafy 20 ns MD simulaci komplexu 10E8 Fab (pdb: 4Go6F)
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Normalized IEM heatmap of 10E8-MLA158 mod. 2
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Priloha B 8 — Standardizovana matice intermolekulovych interakei aminokyselinovych

part modelu 2 komplexu 10E8fr.-MLA158.

Normalized IEM heatmap of 10E8-MLA158 mod. 3
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Priloha B 9 — Standardizovana matice intermolekulovych interakci aminokyselinovych
part modelu 3 komplexu 10E8fr.-MLA158.
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A-matrix of standardized matrices
10E8-MLA158 mod. 2 10E8-MLA158 mod. 3

1.00 means absolute similarity
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Piiloha B 10 - “Diferen¢ni” matice intermolekulovych interakci aminokyselinovych pari

spoleénych pro modely 2 a 3 MLA158
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10E8-158 mod. 2

{ trajectory energy profile
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Piiloha B 11 — (nahoi‘e) Pribéh PMF trajektorie tahani 10E8fr. od MLLA158 (model vazby
2, v kj/mol) zjiStény pomoci Umbrella Sampling simulaci. (dole) histogram datového pokryti
bodi trajektorie. Zobrazena je trajektorie do 5 nm vzdalenosti mezi tézisti. Svislé useCky
zobrazuji chybu stanoveni.

10E8-158 mod. 3

C trajectory energy profile
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Ptiloha B 12 — (nahoi‘e) Priibéh PMF trajektorie tahani 10E8fr. od MLLA158 (model vazby
3, v kj/mol) zjistény pomoci Umbrella Sampling simulaci. (dole) histogram datového pokryti
bodi trajektorie. Zobrazena je trajektorie do 5 nm vzdalenosti mezi t€zisti. Svislé usecky
zobrazuji chybu stanoveni.
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10E8-158 mod. 8
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Piiloha B 13 — (nahoi‘e) Priubéh PMF trajektorie tahani 10E8fr. od MLLA158 (model vazby
8, v kj/mol) zjiétény pomoci Umbrella Sampling simulaci. (dole) histogram datového pokryti

zobrazuji chybu stanovem.
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Priloha B 14 - Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E§-MPER (vyfeSena

struktura).
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Ptiloha B 15 - Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E§-MPER (model 6).
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10E8-MLAO24 mod. 2 total IEM
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Piiloha B 16 — Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E8-MLA024 mod. 2.
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10E8-MLAO25 mod. 5 total IEM
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Piiloha B 17 - Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E8-MLA025 mod. 5.
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Piiloha B 18 - Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E8-MLA092 mod. 0.
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10E8-MLA158 mod. 2 total IEM
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Piiloha B 19 - Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E8-MLA158 mod. 2.
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10E8-MLA158 mod. 3 total IEM
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Priloha B 20 - Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E8-MLA158 mod.
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10E8-MLA158 mod. 8 total IEM

pra.

|
KN

-50 0

kcal/mol

CS15
CE20
CG25
CW30
CM35
CA40
CI45
CE50
CP55
CH60
CLe5
CM70
CL75
CE80
CF85
CY90
CH95

CL100
CF105
CK110
CQ115

CI120

oHroonood poc, ¥

Coil
B-sheet § _s5¢
Turn/Bend
a-Helix

Marked residues

0 J(,(x X PO0X J‘)c<><><><><>o<><><><><>o<>o<><>oo@“x,oo( J:S\x LW 4% l

Kcal/ moi

%

Piiloha B 21 - Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E8-MLA158 mod. 8.
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10E8-MLAWT mod. 6 total_IEM
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Piiloha B 22 - Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E8-MyoWT mod. 6.
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Piiloha B 23 - Vizualizovana matice parovych interakci v komplexu 10E8-MyoWT mod. 8.
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Ptiloha B 24 — Chromatogram SEC purifikace His-TEV-MLB041-V5
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Ptiloha B 25 - Chromatogram HPLC purifikace His-TEV-MLB036-V5
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