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Abstrakt

Regulace metabolickych a mitogennich bunych dj je komplexni systém zavisly
na spravném fungovani kolika signalizanich kask&d. Jednou z nich je insulinovd osa
sestavajici z akcizenych temi sekvenn a strukturn velmi podobnych hormon(insulinu,
insulinu podobnému stovému faktoru (IGF) -1 a -Il) a skupinou jejiceceptor. Vysoka
mira homologie panuje i mezimito bun nymi receptory, kterymi jsou isoformy A a B
insulinového receptoru a IGF-1 receptor, fwatdo rodiny receptor s tyrosin-kinasovou
aktivitou. Diky tomu dochazi v ramci této signatieak prolinani vazebnych interakci, kde
ka dy z ligand m e spoustt odliSné biologické odpowi. Jednim z cil v této oblasti je
navr eni analog insulinu s vyhradnmetabolickym Ginkem nebo IGF antagonistlumicich
ne adouci mitogenni anky, na zaklad identifikace oblasti de itych pro vazbu k rznym
receptorm.

P ekladana diplomova prace se soeistije na vliv zaneseni vybranych prviprimarni
struktury IGF-I do molekuly IGF-II na receptorouw#erakce. Konkrétnse jedna o zamu
Sef® za asparagin a dwsamostatné inserce Gly-Ser za pozici*AayPro-GIn za pozici S&r
nebo kombinace obou inserci. Tyto modifikace syidfinitu IGF-1l v i IR-A, avSak
nevedly ke zvySeni afinity vi IGF-1R. V ramci plnni cil prace byla optimalizovana
rekombinantni gprava IGF-Il a jeho analogv heterolognim expresnim systéru coli,
po ni nésledovala detailni biofyzikalni charakeate takto ppraveného IGF-II, ktera cilen
vedla k objasmi pi iny rozSieni signal v NMR spektrech. Na zaklalNMR experiment,
je zahrnovaly difuzni m eni a stanoveni relaxaich as, bylo zjiSt no, e za rozSenim
signal stoji rozsahla dynamickd konfornm heterogenita molekuly IGF-Il, a nikoli

v literatue asto zmiované agregai chovani.



Abstract

The regulation of metabolic and mitogenic cellufaocesses is a complex system,
depending on the precise function of several sigigatascades. One example is the insulin
pathway, which is mediated by a group of three eatially and structurally highly similar
hormones (insulin, insulin-like growth factor (IGH)and -II) and their homologous tyrosine
kinase receptors (IR-A, IR-B, IGF-1R). Such a hitfgree of homology leads to crosstalk in
receptor communication, with each of the ligandggering different biological responses.
The design of insulin analogues activating prinyariietabolic effects or IGF antagonists
suppressing an unfavourable mitogenic responseneésad the main goals in this research
field, which can be facilitated by identificatiofithe regions responsible for receptor binding.

The work included in this thesis is focused on #féects on receptor interactions
following the introduction of selected elementsnirahe IGF-I primary sequence into the
IGF-1I molecule. In particular, these include amtanutation of SEP to Asn, an insertion of
Gly-Ser after Arg*, an insertion of Pro-GIn after S&ror combination of both insertions.
Although the IGF-II modifications described hergatvely affected binding affinity towards
IR-A, they did not enhance the IGF-1R binding. Tiyetimisation of the recombinant
production of IGF-Il and its analogues in the hell@gousE. coli based expression system
was followed by a detailed biophysical charactéiesaof IGF-II, which lead to clarification
of the mechanism behind the signal broadening inRN§pectra. The NMR diffusion and
relaxation experiments revealed that the line beaady observed for IGF-II NMR signals
can be attributed to the dynamic conformationaktugeneity of the molecule rather than

aggregation, as frequently quoted in the literature

(In Czech)
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1 Teoreticky uvod

Signalni drahy v organismu zajife ada molekul rznych velikosti. Dle itou roli zde
hraji zejména hormony, au peptidové, nebo steroidni povahy. Jednim zméjzjSich je
insulin — hormon pankreatu zodpaWwy za hospodani s krevnim cukrem. Proto e porucha
jeho sekrece vede kkolika civiliza nim chorobam, asto zava nym, je tento maly protein
st edem vdecké pozornosti ji od konce 19. stoleti [1]. Oad$z hormon zodpovdnych za
insulinovou komunikani drahu jsou ji ne tak znamé insulinu podobnstové faktory | a Il
(dale IGF-I a IGF-II, z anglinsulin-like growth factor. Prav na IGF-1l se v této praci budu
soustedit. Zam im se nejen na strukturu a sekwvein podobnost kinsulinu, ale i na

problematiku podobnosti {sluSnych receptora z t chto podobnosti pramenicich nasledk

Na pelomu 19. a 20. stoleti iBel sir Edward Albert Sharpey—Schéfer, britskyidag,

s mySlenkou, e jistd substance produkovana paitdmessni uje hladinu krevniho cukru.
V roce 1913 tuto sloeninu pojmenoval insulin (z lansula ostrov) podle Langerhansovych
ostr vk pankreatickych burk [2]. Kdy na za atku 20. stoleti francouzsky chirurg Alexis
Carrel, badatel na poli organové transplantaceiymual své poznatky o aktivai sile
urychlujici r st tkaniin vitro, nev il v jejich praktickou aplikaci. Ve svych experintenh
pou il extrakty z nkolika typ tkani, pi em nejv t8i miru dinnosti vykazovaly extrakty
ziskané z kweci embryonalni tkannebo slinivky dosdého jedince kura domaciho [3].

Po atky pokus isolace insulinu se odehraly v laboratdohna Macleoda na Univerzit
v Torontu, kdy se Frederick Banting a Charles Begibuseli vylouhovat protein zodpany
za snieni glykemie z homogenatu haiho pankreatu. Spolu s povolanym Jamesem
Collipem se podd#o isolovat onen ,aktivni princip* zodpodny za sni eni krevniho cukru
u krélik a diabetickych ps [2]. Rozhodli se tedy pou it pankreaticky extrakié eni
14letého diabetického chlapce [4]. V roce 1923 Byédderick Banting s Johnem Macleodem
ocen ni Nobelovou cenou za fyziologii a medicinu za ehjesulinu.

Prvni krystalizace insulinu se povedla ve 20. leteninulého stoleti americkému
biochemikovi Johnu Jamesi Abelovi [5] a insulinas€&kvence byla objasna v letech 50.
Frederickem Sangerem, ktery za jsebjev ziskal v roce 1958 Nobelovu cenu za chemii.
Trojrozm rnou strukturu definovala v letech 60. Dorothy Cfogt Hodgkinova [6] pomoci
X-ray krystalografie. Za vyu iti této metody ke staveni struktury biologicky aktivnich
molekul byla roku 1964 ocena Nobelovou cenou za chemii.



DalSi vyvoj na poli insulinu podobné aktivity sealids polovin 20. stoleti, kdy byla
v séru objevena ftomnost faktoru se sulfatai aktivitou (SFA, z anglsulfation factor
activity). SFA podporuje vychytavani sulfatu chrupavkou ospedkovany rstovym
hormonem (GH, z angyjrowth hormong[7]. Par let poté byl v lidském séru objeven insw
podobny faktor, jeho Uinek ovSem nebyl potl@n anti-insulinovou protilatkou. Zaved| se
pro nj termin ,nepotlaitelnd insulinu podobna aktivita“ (NSILA, z anglon-suppresible
insulin-like activity [8]. Vzhledem ktomu, e oba tyto faktory my vliv na podporu
somatického rstu, byly zaatkem 70. let oba zahrnuty pod pojem somatomedin [9

K dneSnimu pojmenovani se dostdvame teprve v rBéé, kdy byl protein zodpodny
za nepotlaitelnou insulinu podobnou aktivitu osekvenovansiop se, e jde o dva odlisné
proteiny, avSak vysoce homologni, a to nejen mekos, ale i s insulinem [10]. Zavedly se
tedy terminy ,insulinu podobny stovy faktor | a II* (IGF-I a -Il, z anglinsulin-like growth

factor), které byly ustéleny a obecp ijaty roku 1987 [11].

1.1 Insulin a IGF systém

Insulin je dvouet zcovy protein tvoeny 51 aminokyselinami. Fyziologicky vznika jako
preproinsulin v -bu kach Langerhansovych ostk uvnit pankreatu, ktery je dale
enzymov St pen na proinsulin. Z mo se odSpi vnit ni C-peptid a zbydou talet zce A a
B, které se pomociitdisulfidickych m stk propoji na aktivni insulin. Sekrece insulinu se
spusti pi zvySené hladin krevniho cukru. Ma za nasledek usnadnvstupu glukosy do
bun k kosternich sval a tukové tkan, im dojde ke sni eni hodnoty glykemie (hladiny
krevniho cukru). Dale stimuluje proteosyntesu aaalje rozpadu protein V jatrech dinky
insulinu vyvolaji zvysené ukladani glukosy a podptvorby glykogenu [12].

Insulinu podobné stové faktor | a Il jsou proteiny tvené na rozdil od insulinu pouze
jednim et zcem o 70, respektive 67 aminokyselinach. Tysiaveé faktory se spolupodili na
regulaci ady proces. IGF-I ma vyraznou aktivitu stimulujici st, oproti tomu IGF-1l se
uplat uje prenatéalnpir stu plodu. Sekrece IGF je stimulovanatovym hormonem, ovSem
pro IGF-Il mnohem mén[13].

Pro zprostedkovani komunikace je peba dalSi ast systéemu, kteraipne signal tchto
mediator a peda ho dal. Jsou jimi receptory teaé membranovymi proteiny na povrchu
bun k. Ke ka dému ze zmimych r stovych hormon existuje pislusny bun ny receptor.
Insulin se vae kinsulinovému receptoru (IR), Ktge exprimovan ve dvou isoformach

tvo enych alternativnim segtem exonu 11 [14]. IR-B ve srovnani s IR-A potoivsahuje
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navic 12 aminokyselin kddovanych timto exonem. Dileky produkuji dva receptory pro
IGF. Jimi jsou IGF-1R (z anginsulin-like growth factor type 1 recepjoa IGF-2R (z angl.
insulin-like growth factor type 2 recep)oiR a IGF-1R pat do skupiny receptors tyrosin-
kinasovou aktivitou [15]. IGF-2R je také nazyvarti&ma-nezavisly receptor pro manosu-6-
fosfat (CI-MPR, z anglcation-independent mannose-6-phosphate recggschopny vazat
IGF-1I a spustit tak jeho degradaci, nebo transpa@t prekurzory kyselych lysosomalnich
hydrolas Golgiho komplexu do lysosomu [16]. IR-AI@F-1R jsou souasti mitogenni
kaskady, IR-B je prostdnikem klasické metabolické drahy. (Pozn. aut.re- gpehledné
odliSeni receptor a jejich ligand, jsou ligandy islovany imskymi islicemi a receptory
arabskymi.)

DalSimi U astniky IGF osy je Sest IGF vazebnych protdiaFBP-1 a -6 (z anglinsulin-
like growth factor binding protejn Kontroluji biologickou dostupnost IGF a prodlyi jejich
polo as ivota. Kuvolnni IGF dochazi modifikaci IGFBP, naklad proteolysou nebo
fosforylaci, i pichycenim k membran Krom t chto vzajemn sekvenn podobnych
protein s vysokou afinitou k IGF byly objeveny dalSi vaaélproteiny s ni i afinitou k IGF.
Diky jejich strukturni podobnosti k IGFBP byly nany IGFBP-pibuzné proteiny (IGFBP-
related proteink [17]

1.2 Struktura IGF-II

1.2.1 Primarni struktura

Aminokyselinova sekvence IGF-1l je tém ze 60 % identicka s IGF-I, identita
v iinsulinu se blii a k 50 %. VSechny it zmin né peptidy se skladaji zkolika
podobnych region IGF se dli na ty i domény, smrem od N-konce k C-konci jsou to B, C,
A a D. Doména C koresponduje s C-peptidem proinguldomény A a B potom sA a B
et zci insulinu. NejvysSi shodu v aminokyselinové satai vykazuji IGF-1 a 1l vdoménéach
A a B jak mezi sebou, tak v porovnani s A aeBzci insulinu. [18, 19]

et zec je tvoeny 67 aminokyselinami o molekulové vaze 7,5 kDahrduje dewvt

pozitivn nabitych residui, z toho osm arginjra devt negativn nabitych. Déle sekvence
obsahuje Sest vysoce konzervovanych cystamezi kterymi se tvd t i disulfidické m stky.
Napi obratlovci je patrna vysoka evohi konzervovanost s vybranymi sekvencemi

znazornnymi na Obrazku 2 (str. 12).
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Obrazek 1: Porovnani priméarnich struktur insulinu, IGF-I a IGF -1l. Aminokyseliny
spole né pro vSechny i proteiny jsou vyznaeny svtle bé ovou barvou, ty spol@é
navic mezi IGF-1 a IGF-Il jsou rozliseny tmabé ovou. Nejvys8i homologie je patrna
v rdmci domén B a A mezi vSemiemmi proteiny. Barevné odliSeni domén koresponduje
S prostorovou strukturou na Obréazku 3 (str. 13)

Obrazek 2: Sekvenni podobnost mezi IGF-II vybranych obratlovc . Z porovnani je
patrné, e je zde velky stupeevolu ni zachovalosti. NejvySSi mira heterogenity je
pozorovana v oblasti tvené doménou C.

1.2.2 Sekundarni a terciarni struktura

Struktura IGF-Il je na rozdil od IGF-I nebo inswliiimnohem mén prozkoumana. Pro
IGF-1 bylo publikovano a ulo eno v PDB databazitpstruktur ziskanych pomoci NMR
experiment [20—24] a Sest strukturnich zaznamdat krystalografickych (z toha jsou pro
IGF-1 v komplexu sIGFBP) [25-30]. Oproti tomu d¢tura samotného IGF-II byla
zve ejn na pouze ve dvou NMR studiich [31, 32]. Dale nademe krystalografické a NMR
studie zabyvajici se komplexy IGF-1l s vybranymindmami IGF-2R [33, 34] nebo
krystalografickou publikaci komplexu s insulin-dadujicim enzymem [35].

Majoritnim strukturnim elementem vSech peptid jsou ti alfa helixy (viz Obrazek 4,
str. 13) [24, 32, 36]. V molekule IGF-II je helix Yo en aminokyselinami Gly- Cys*
domény B. Nasleduje beta oka typu I, ve které le i residua GR-Tyr*’ proti Tyr°-Ala®!, a
dlouhy nestrukturovany Usek jako u insulinu a IGRminokyseliny Ilé*~Arg*® a Led*-
Thr*® v domén A formuji helixy 2 a 3, které jsou spojeny dtau tvoenou Set—Asp™” a
jsou tak orientovany antiparalelnHelixy dohromady s postrannimét zci hydrofobnich
aminokyselin (LeB, val*’, Phé®, val®, Phé® Tyr*’, Phé®, lle*? Ala>, Leu®, Ala®}) tvo i
hydrofobni jadro proteinu formované do jediného insulinu podobnému sbaleni. Domény C

a D jsou dle NMR experimentvysoce flexibilni.
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C-konec

—
\ N-konec

Obrazek 3: Strukturni elementy molekuly IGF-Il . Struktura byla ziskana pomoci
NMR experiment ve vodném roztoku o pH 3,1ip300 K [32]. Barvy representuji
jednotlivé domény vyznané na Obrazku 1 (str. 12). Modra — doména B, Zelen
doména C, oran ova — doména A, Sed4d — doména D.Haliay se nachazeji vdomén
A, jeden vdoménB. Pomrn velkd ast domény B a celé domény C a D fvaysoce
flexibilni Gseky. Celkovou konformaci stabilizujivd disulfidické mstky propojujici
domény B a A a jeden vramci domény A. llustracéabyytvo ena za pou iti PDB
souboru 1IGL v programu PyMOL 1.5.

DalSim jevem, ktery ma IGF-II s IGF-I a insulinepoge ny, jsou ti disulfidické m stky
tvo ici tidimenzionalni strukturu proteinu. Mtek mezi cysteiny na pozicich 9-47 je
lokalizovan na povrchu, zbylé dva stky mezi cysteiny 21-60 a 46-51 jsou ukryty v jadr
Porovnani struktur vSechitprotein s vyznaenymi disulfidickymi mstky poskytuje
Obrazek 4.

insulin IGF-I IGF-II

Obrazek 4: Porovnani ligand insulinové rodiny. Prostorové uspdadani helix

v molekulach insulinu, IGF-I a IGF-1l s vyznenymi disulfidickymi m stky. V8echny
t i molekuly sdili unikatni sbaleni insulinového typHlelixy jsou propojeny emi

disulfidickymi m stky. llustrace byla vytv@na z PDB soubor9INS, 2GF1 a 1IGL
v programu PyMOL 1.5.
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1.3 IGF-vazebné proteiny

Biologicka dostupnost IGF je regulovana skupinastid&F-vazebnych protein(IGFBP,

z angl. insulin-like growth factor binding protejno velikosti zhruba 30 kDa [37, 38].
Prodlu uji polo as rozpadu IGF a umouiji jejich transport do tkani [39, 40]. Kontrol@gkci
IGF ve smru pozitivnim, tedy umo nni vazby IGF na receptory uvolmim z komplexu
IGF/IGFBP, nebo v druhé rovinvychytavdnim volnych IGF a zamezeni ne adané
receptorové interakce [41]. IGF jsou od IGFBP uweshny pomoci rznych mechanism

Bu dochazi k modifikaci IGFBP jako je naklad fosforylace, glykosylace a proteolysa,
nebo k vazb IGFBP na extracelularni matrix [42, 43]. Regulddadin IGFBP poskytuje

U inny nastroj pro kontrolu endokrinni gobeni IGF v cilovych tkanich [44].

Ka dy ze Sesti IGFBP je organizovany dd domén (viz Obrazek 5, str. 15) algi n
stejné velikosti, p em domény na N- a C-koncich, vysoce konzervovarapin
jednotlivymi proteiny, jsou propojeny ,linker* doméu L [45]. Dale se zde opakuje
zachovani osmnécti cysteinkrom IGFBP-6, ktery jich obsahuje pouze Sestnact [46].
K vazb IGF pispivaji ob domény, jak bylo ukazano studiemi s doménovymgrranty,
kdy N- i C-koncovy fragment IGFBP vazal IGF s asitikrat ni Si afinitou ne IGFBP o celé
délce [47-54]. Na doménach L se nachéazeji mistgppst-translani modifikace, jako jsou
fosforylace a glykosylace [45]. Glykosylace, v parani s fosforylaci, neovliwje afinitu
k IGF pimo, ale psobenim na ostatni vlastnosti IGFBP, jakymi je ifitab p istupnost
proteasam a bunna adheze [55-57]. C-doména vykazuje sbaleni tiglwbalinového typu
1, jak ukazaly struktury ziskané nuklearni magmhkéticesonanci nebo krystalografickymi
studiemi fragment IGFBP-1, -2, -4 a -6 [29, 58-60]. Strukturni podost N-koncové
domény neni tak vyrazna. Objevuji se zde Useky dfninbeta listy z rznych pot et zc .
Co vSak maji spol@ého je bohatost na cysteiny, které napomahajignamgmu sbaleni [26,
29, 30, 47, 61].

IGFBP-1 a IGFBP-5 vai pednostn IGF-I ne IGF-Il. Afinita IGFBP-6 k IGF-II je a
stokrat vysSi ne k IGF-I [62]. Tato vazebné prefece k IGF-1l m e odr4 et skutenost, e
z dvanacti konzervovanych cysteina N-konci dva chybi (viz Obrazek 5, str. 15). Ppi&mu
dochazi kjinému provazani disulfidickymi stky, jak bylo ukazano na hmotnostni
spektrometrii s pomoci ionizace elektrosprejem .[48Ejhojn|Si zastoupeni v séru ma
IGFBP-3, ktery tvai ternarni komplex s IGF-nevazajici podjednotkouSA{z angl.acid
labile subunif a IGF o velikosti 150 kDa [63]. Tyto velké kompie nejsou schopné

prochazet epithelialni vrstvou cév a tivtak zasobni jednotku IGF v krevni cirkulaci. Tepr
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mensi, binarni, komplexy IGF s IGFBP-1, -2, -4 am6hou kapilarni shou prochazet a
p ivad t tak IGF do cilovych tkani [64, 65].

N-doména L-doména C-doména

IGFBP1-5

IGF ® 3 O IGF

IGFBP6

Obrazek 5: Doménové organizace IGF vazebnych protein IGFBP-1 a -6
s vyznaenim propojeni prostdnictvim disulfidickych mstk . Sekvence IGFBP-6 je
o dva cysteiny chud$i v porovnani sIGFBP-1 a -3 vede Vv jiné provazani
cysteinovych mstk . N-koncova a C-koncovd doména jsou zodmmé za vazbu IGF.
Vradmci domény L se nachazi fosforyld mista, proteolytickd sekvence nebo
glykosyla ni mista. llustrace vytvena na zaklad[66].

Krom interakci s IGF vykazuji IGFBP i inky nezavislé na IGF ose. Mezi nimi jsou
napiklad inhibice proliferace nebo indukce apoptosyadorovych bukach [67, 68]. Tyto
efekty jsou vysledkem schopnosti IGFPB proniknoathii ky a vstoupit do jadra a také
mo nosti interakce s komponenty extracelularni matintegrin  [69, 70] nebo jinych
vazebnych protein[71].

Krom t chto Sesti IGF vazebnych proteibyly identifikovany jest dalSi ty i proteiny,
jejich alespo jednim z nazv je IGF vazebny protein. Jedna se o (i) MAC25 prote
Prostacyklin stimulujici faktor / IGFBP jpuzny protein 1 / IGFBP-7, (i) CTGF (@tovy
faktor pojivové tkan, z angl. connective tissue growth facjo¥ IGFBP-8, (ii) NovH
(homolog proteinu NOV, z anghephroblastma-overexpressegrotein overexprimovany
v nefroblastomu) / IGFBP-9 a (iv) CYR61 (angiogemmduktor bohaty na cysteiny, CYR
z angl. cysteine-rich. Posledni i zmin né se dle prvnich pismen svych nazadi do
skupiny CCN (CTGF, CYR61, NovH). Hraji roli vznych bun nych procesech, jakymi
jsou napiklad tvorba extracelularni matrix, buma adheze, migrace, proliferace nebo
diferenciace. Dale se astni nkterych biologickych akci, mezi nimi jsou angiogeae,

zan tlivost, hojeni ran nebo tumorigenese. [72—74]

1.4 Biologické chovani IGF

U hlodavc bylo pozorovano, e k expresi IGF-1l dochazi edevSim bhem
nitrod lo niho vyvoje plodu [75]. Biologicka funkce IGF-lje tedy spojovana se stimulaci

r stu bunk a jejich diferenciaci. Cilena delece gdgf2 vedla u mysi k narozeni zakihch
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jedinc [76] a pi izené nadnrné expresi IGF-Il se plod mySi narodil gpostly a
s malformacemi charakteristickymi pro BeckwithWiedemannv syndrom (syndrom
nadmrného rstu a zvySeného rizika nadyr[77—-79]. Bhem puberty a dosfosti pak
dochazi ke zvyseni hladiny IGF-I, ktery je produ&owapiklad tkanmi plic, ledvin nebo
v kostech. U lidi vSak tento model exprese IGFaKg r stového faktoru plodu a IGF-I jako
r stoveho faktoru dosgého jednice nebyl pozorovan [80, 81].

1.4.1 Interakce s IGF-1R

IGF-1 receptor pat spolu s insulinovym receptorem do rodiny tyrokinasovych
receptor. Strukturn je IGF-1R velice podobny insulinovému receptora. tdoen jako
homodimer podjednotkami a . Podrodina insulinovych receptoje tvoena 11 odliSnymi
useky (schematicky znazomo na Obrazku 6, str. 17), které byly identifikoyanka dém
z monomer. N-koncova ast ektodomén obsahuje diaomologni domény L1 a L2, mezi
nimi se nachazi region bohaty na cysteiny (CR) éwty 24 cysteiny ve ¢ch opakujicich se
jednotkach [82—-84]. C-koncovaast sestava zeitfibronektinovych domeén typu lll, z nich
druhd obsahuje velkou insertni doménu (ID) [85,. 86fracelularni ast receptoru tvod
tyrosin-kinasova katalyticka doména lemovananda regulanimi oblastmi. Jednou z nich je
juxtamembranovy (jléhajici k membran region tvoeny residui 930-972, druha oblast
sestava z C-konce ipominajici ocasek v oblasti aminokyselin 1230-133¥% se nachazeji
tyrosinova residua tvéci vazebné misto pro fosforylaci [87].

Vazba hormonu na IGF-1 receptor predhictvim interakci C-koncové domény

-podjednotky stimuluje mitogenesi by [88]. Ovliv uje tak funkce spojené s podporou
r stu vrznych typech burk. N kolik studii se vnovalo dopadm ovlivh ni genu tohoto
receptoru a jeho vazebnych partnévlySi s narusenyngfl genem vykazuji vyrazny stovy
deficit, rodi se s 60 % normalni porodni vahy a hthyokratce po porodu umiraji. Zavajai
nasledky ma zasah do genu receptiyilr, kdy novorozené mysSi v dy umiraji a jejich
porodni vaha je 45 % normalni porodni vahy. Krammganové hypoplasie je uchto embryi
patrny zasah nejen do vyvoje sviakosti a k e, ale i do centralni nervové soustavy [89].
DalSi z funkci IGF-1R je ochranaqul apoptosou. Tuto funkci zaji§i tyrosinova residua na
C-konci -podjednotky, avSak nejedna se o stejny regiomyHKtentroluje funkci mitogenni
[90].

16



Obrdzek 6: Doménova organizace IGF-1R a IR. Receptor je tvaen jako

heterotetramer dwma typy podjednotek, a , navzdjem propojenych disulfidickymi
vazbami. Podjednotka sestava ze dvou velkych domén (L1 a L2), Usekuabio na

cysteiny (CR), domén fibronektinového typu Il (Bhl a insertni domény, kterd
v pipad IR-B isoformy nese uUsek kédovany exonem 11 (zmazortmav Sedou

barvou). Podjednotka typu se skldda z dalSiasti insertni domény (ID), domén
fibronektinového typu Il (Fnlll), transmembranowddmeény (TM), juxtamembranoveé
domény (JM), tyrosin-kinasové domény (TK) a C-koneaomeény (CT).

1.4.2 Interakce s IR

Insulinovy receptor je transmembranovy receptolrasin-kinasovou aktivitou. Je
kédovan jednim genem, ze kterého vychaziideformy liSici se gtomnosti exonu 11, ktery
koduje 12 aminokyselin na C-konci [91-93]. Ba tedy produkuje isoformy IR-A (-exon 11)
a IR-B (+exon 11). Prekurzor receptoru je glykosglo na extracelularnich regionech
et zc , dimerizovan a proteolyticky roztn na - (o velikosti asi 135 kDa) a (asi 95 kDa)
et zce. Receptor je sloen ze dvou extracelularnichdjgunotek a dvou
transmembranovych podjednotekkteré tvoi uspoadani - - - [94, 95] a jsou propojeny

ty mi disulfidickymi m stky. Vysledny receptor sestava ze dvou polovim enych
podjednotkami a , bu jako homodimer jedné z isoforem (IR-A nebo IR-Bgbo jejich
kombinaci jako heterodimer IR-A/B. Hlavni faktoryopvazbu ligandu se nachazeji na
-podjednotkach [96, 97] a tyrosin-kinasova doméndokalizovana v cytoplasmatick@sti

-podjednotek [98]. Doménova organizace insulinovéboeptoru je shodna s organizaci
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v IGF-1R (viz Obrazek 6, str. 17), ktera byla paomséysSe. R navazani ligandu na
extracelularni ast receptoru dojde ke konfornmdm zmnam receptoru vedoucim
k autofosforylaci tyrosinovych residui-podjednotky, a tim ke zvySeni vmt kinasove
aktivity vlastniho receptoru [99].

Forma IR-A je exprimovana hlavrve fetalnich nebo rakovinnych kkach, forma IR-B
je majoritn tvo ena v diferenciovanych bkach, které jsou cilovym mistem insulinu [100,
101]. Zatimco IR-B va e specificky tém vyhradn insulin, IR-A vykazuje krom afinity
k insulinu také vysokou afinitu k IGF-II a ni Siiaftu k IGF-I1 [101].

1.4.3 Interakce s IGF-2R

IGF-2 receptor je také znamy pod nazvem kationvis§areceptor pro manosu-6-fosfat.
Jde o membranovy receptor, ktery na povrchu bwa e IGF-II a v trans-Golgiho aparatu
manosu-6-fosfat. Sestavd z kratké cytoplasmatickkori@ové domeény, ktera je skrze
transmembranovou doménu propojena s doménou eliidgce tvo enou 15 homologickymi
regiony. Dle krystalografickych studii sdili domédy 2, 3 a 11 strukturni usmani
sestavajici ze zplo3ého -barelu tvoeného dvma ty - et zcovymi antiparalelnimi -listy,
které jsou vzajemnpropojeny ty mi disulfidickymi vazbami. Domény 3, 5 a 9 vykazuji
vazebné schopnosti k ligami obsahujicim manosu-6-fosfat. Zatimco vlastni ad@-II je
utvaena prosednictvim domény 11, vi se, e svj p isp vek zde ma i doména 13 stimulaci
vazby snienim samotného uvolvani IGF-1l. Posledni studie ukazuji, e pro vazbu
manosa-6-fosfat a zakomponovéni ligandiGF-2R v membran funguje jako homodimer,
co usnhad uje kooperaci domén 11 a 13 pazb IGF-Il [102, 103]. IGF-2R va e s velkou
afinitou IGF-I11, ale IGF-I pouze s velmi nizkou ritiou a insulin neva e vbec [104-106].

Zatim se zda, e tento receptor nema adnou wniaktivitu a jeho Uast v IGF systému
tak pravdpodobn sestdva z vazani IGF-Ilim ho posune k degradaci. Sni en&d funkce
IGF-2R pozorovana u nadorovych onematrje spojovana se zvySenynstem nadorovych
bun k a nddorovou progresi [107, 108]. K tomu dochazkjpat heterozygoty nebo mutace
receptoru, co vede k zvySenym koncentracim IGHKiéry takto biologicky dostupny pobi
p es IGF-1R. Vzhledem k tomu, e IGF-2R vychytava {&F im sni uje jeho dostupnost
pro vazbu k IGF-1R a tedy brani mitogennininik m, je pova ovan za tumor supresorovy
faktor. Funkce IGF-2R ma vyznamnou roli v embryoin@l vyvoji a spravném stu. Pokud
mySim chybl tento receptor, zvySila se jim hladina IGF-II kelknim obhu, rodily se veliké

a kratce po narozeni zeaty na srdeni hyperplazii [109].
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1.4.4 Vazebna mista IGF-II

V poslednich dvaceti letech byla vazebna mista ESknsulinu v i insulinovému
receptoru i receptom pro IGF intenzivn studovana. Pur ovani vazebnych residui IGF se
mimo jiné vychazi ze znalosti ziskanych pracemisslinem. V molekule insulinu byla
nejprve identifikovana skupinainacti aminokyselin pspivajicich k vazb na insulinovy
receptor, pozdi dalSich Sest residui s vyznamnym podilem na lmayeh interakcich [110—
112]. Prvni skupina je oznavana jako vazebné misto 1, nebo klasicka vazehst a je
tvo ena residui (v zavorce v dy fslugné aminokyseliny v IGF-11) Gly (Gly*), 1le*? (lle*?),
val® (val®®), GIU™ (GIu®), Th*® (Phé®), Tyr™® (Tyr®), As* (Ala®), valf*? (val'¥),
Tyr®® (GIn'®), GIy??® (GIy?), Phé&?* (Phé®), PhéE® (Tyr*") a TyP?® (Phé®). Druha skupina
je referovana jako vazebné misto 2, ve kterém kbyéntifikovany aminokyseliny Séf
(Asp>?), Leu™ (Ler®), GIUM (GILPY), His?® (GIU*), GILP (Asp™) a Led!’ (Phé?).
Vazebnd mista jsou souhrnvyzna ena na Obréazku 7 (str. 20).

V molekule IGF-II byla potvrzena interakce residdl**, Phé® val*’, Phé® a TyF' pi
vazb k receptorm IR a IGF-1R [113, 114]. Tyto aminokyseliny dohraahy tvoi hydrofobni
vrstvu potebnou pro interakci s IR a IGF-1R. Aminokyselinypodidajici Vaf® IGF-II
v molekuléch insulinu (Vaf) a IGF-I (Vaf) jsou pro vazbu k pslusnym receptom znan
d leité, nebo mutace VAP Met v insulinu je spojovana s onemonfm diabetes mellitus
[115] a ekvivalentni mutace v IGF-I (YAl Met) byla identifikovdna u pacientse
zava nym zpomalenim stu [116, 117]. Na okraji hydrofobniho shluku IGFsé v pozici 18
nachazi glutamin, ktery hraje roli ve specifickémzpoznani IGF-1R [114]. Mutace
GIn'® Ala sniila afinitu k IGF-1R, ale byla bez efektuarnvazbu k IR. Ni&i afinita
k IGF-1R byla pozorovana i izavedeni odpovidajici mutace do IGF-I (8InAla) [118].

Vyznamn sni enou afinitu k IR a IGF-1R nio p t ze Sesti alaninovych mutantGF-II
v rAmci aminokyselin tvdcich vazebné misto 2 (Gfy Asp™®, Phé®, Lew® GIv") [114].
Analog s alaninovou mutaci v pozici A3pvylou il p ispvek této aminokyseliny
k vazebnym interakcim stejnjako ekvivalentni analog IGF-1 (A% Ala) [119].
Nejvyrazn jSi efekt sni eni vazebné afinity k IR-A i IGF-1R/lbpozorovan u mutaci residui
Glu'?, Asp” a GIU’, tedy tch s polarnimi postrannimeét zci. Stejny trend byl pozorovan
i pro IGF-I v ramci vazby k IGF-1R [119]. Na druhstranu v molekule insulinu k vazima
vazebné misto 2 IR spivaji aminokyseliny L&, GIF® a Led'’, které odpovidaji
pozicim Led®, Asp™ a Phé® v IGF-1I [120]. Z toho vyplyva, e v rdmci aktiwtve vazebném
mist 2 ma IGF-Il vice spoleého s IGF-I, ne s insulinem, jak je tomu i v kemzovanosti
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aminokyselinové sekvence. Spolu se studii vazelhymaidni receptory IR/IGF-1R [121]
davaji tyto poznatky mo nosti k vystleni zachovani vazebnych schopnosti IGF k hybmdni
receptorm, v kontrastu s insulinem, ktery ma tuto kapasittelmi nizkou afinitou [122].
i

0 01 31

Obrazek 7: Aminokyseliny v sekvencich insulinu a 1&-1l zodpov dna za vazbu
k receptor m. Tmav Seda reprezentuje vazebné misto 2tlevSeda vazebné misto 1.

erven kurzivou jsou znazorma residua nejvyznamjsi pro vazbu k IR (insulin) nebo
IGF-1R (IGF-II). Obrazek sumarizuje poznatky zedstumutantnich ligand rozebrané
v kapitole 1.4.4.

Vazebné afinity IGF-Il v i IGF-1R byly dale zkoumany z hlediska dvou foreznaptoru
[114]. Jednou z nich byl IGF-1R o celé délce, dwhastupoval tak zvany mini-IGF-1R,
ktery sestava z prvnichitdomén (L1, CR, L2) spojenych spodjednotkou. Mini-IGF-1R
tedy postrada domeény fibronektinového typu lll,ré&t¢gsou pravdpodobn zodpovdné za
interakci s vazebnym mistem 2 [111, 123, 124]. Expent je zaloen na nasledujici
hypotéze. R pozorovani sni enych vazebnych schopnosti anafirg ob verze receptorse
mutace tohoto analogu nachazi ve vazebném risPi zachovani vazebné afinity k mini-
IGF-1R za souasn sni ené afinit k celému receptoru nale i mutace pou itého analogu
vazebného mista 2. Zmimé experimenty vedou k chapani vazebného mista B-1lIG
tvo eného aminokyselinami V| GIn'®, Phé®, val*® a Aspg®. Vazebné misto 2 potom tfo
aminokyseliny Ph&, Lew”® Glu*3, GIw’". Oproti insulinu je tedy Asp, leici v -helixu
domény B, jest sou asti vazebného mista 1. Nachazi se vedlé“\&aaGIn® a blizko vyse
zmin nych residui tvdcich hydrofobni shluk. Souhrnné vyzeai aminokyselin IGF-II
U astnicich se vazeb k receptorje na Obrazku 7.

Zajimavé je zjiStni, e vSechny vySe zmimé analogy IGF-Il vykazuji schopnost
stimulovat fosforylaci IR a IGF-1R odpovidajicii@j vazebné afinit vyjma analogu
Glu'? Ala, ktery vykazoval ni i potenci fosforylace, ndylo o ekdvano dle namené
afinity. Na tuto pozici se zamila dalSi studie [125] s hypotézou, e aminokysalintomto
mist je zodpovdna za provazani obou polovin receptoru. ¥dghozich experimentech
vykazoval analog G Ala vyrazn$i sni eni afinity pi m eni afinity na celych bkéach
(membranov vazané receptory), ne Vv us@aani s rozpustnym receptorem. Bm n

sm rem k pozitivnimu néboiji, jako je tomu na ekvivate@m mist v insulinu (Hi$'%), doslo
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ke sni eni afinity k IR-A i IGF-1R. Stejny efekt bpozorovan i v pipad IGF-I, kdy zdmna
Glu’ Lys vedla ke sni ené afinitk IGF-1R [126]. Naopak takova zma v insulinu, kdy
analog nese namisto B8 zaporny naboj, je doprovazena zvysenim afinityi \R a IGF-1R

a vyraznjSi mitogenni aktivitou [127-129]. Histidin v poziB10 insulinu koordinuje ionty
zinku a umo uje tak vznik insulinovych hexamerze kterych je insulin v ppad pot eby
uvol ovan. Pozoruhodné také je, e zma GIU? v IGF-Il na Lys nebo His ma i vliv na
vazbu IGF-1R ne IR-A. IR-A tedy vykazuje t6i miru tolerance pozitivniho naboje v tomto

mist, co poukazuje na rzny charakter druhych vazebnych kapehto receptor.

1.4.5 Databaze modifikaci IGF a insulinu

Kli ové poznatky na poli poznavani mechanismsopeni IGF systému, tedy jakym
zp sobem insulin a IGF vyvolavaji biologicky iaek, se ziskavaji pomoci zkoumani
strukturnich aspektligand v ovlivn ni afinity k jednotlivym receptom. Za atky t chto
studii se datuji k 80. letn minulého stoleti, tak e neni divu, e za tu ddiyly prozkoumany
stovky specificky designovanych analogsulinu nebo IGF a totadislo stale roste. Orientace
v tomto prostedi vy aduje hlubokou znalost vSech dosavadnicleipBohu el toto vSe jest
st uje neuniformnost v nazvoslovi analoga rozmanitost pou ivanych metod. Tomuto
problému se wnovala skupina Biochemie na Univerziv Adelaide, ktera si dala préaci
s vytvoenim webové databaze pro sjednoceni dosa enychedislv oblasti vazebnych
interakci mutovanych IGF [130].

Tato databaze je vgjn voln pistupna a usnadje tak navrhovani novych projekt
vyzkumu IGF. K dneSnimu datu (10. kma 2014) obsahuje 547 zaznam publikacich
mutantnich IGF. Vyhledavaci nastroj umaje filtrovani dat v nkolika rovinach. Na vykr
je z typu ligandu (IGF-I nebo IGF-II), domény (B, & nebo D), typu mutace (pouze jedné
aminokyseliny, obsahujici jednobodovou mutaci, yéceobodovych mutaci, delece, inserce,
N-koncové mutace, C-koncové mutace nebo chimérigké jaka aminokyselina se mi
v kterou. Déle databaze umaje vyhledavani podle typu aipravy receptoru, na kterém
byly zkouméany vazby ligandu, jaky byl pou it inditax a metoda. Ppadn lze tidit analogy
podle toho, jakouast afinity nkterého z ligand si zachovavaji.

1.4.6 Signalni odpov
Diky vysoké homologii nejen mezi zmimymi r stovymi hormony, ale i v ramci jejich

receptor, je jsou souasti komplexniho signalizaiho systému IGF, dochazi k vzajemnym

/////
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fyziologickych Gink spoustnych aktivaci danych receptor Schematické znazomi

vazebnych mo nosti jednotlivych ligangke ilustrovano na Obrazkgi

insulin IGF-1 IGF-II
o
IR-A IR-B IR-A/IR-B IGF-1R IGF-1R/IR-A  IGF-1R/IR-B IGF-2R
; o w w
> 3

I metabolicka draha
mitogenni draha
degradace IGF-II

Obrazek 8: Vazebné efekty napi signaliza nim systémem IGF. SlabSi vazebné
interakce jsou znazorny te kovan . Insulin se va e k receptom IR-A, IR-B a jejich
heterodimernimu receptoru. Slabsi interakce je pmzma kreceptoru IGF-1R.
Molekula IGF-I vykazuje vazebné schopnosti sem k receptoru IGF-1R a jeho
heterodimernim formam s IR-A nebo IR-B. Slalse va e k r znym formam IR. IGF-II
interaguje s receptory IGF-1R a IR-A, ale ne saswfou insulinového receptoru typu B
nebo jejimi heterodimernimi formami. Jako jedinyt ehto ti protein je IGF-II
schopny vazby kIGF-2R. Vazba ligandu na IR-B spiousetabolickou drahu
signalizace, vazba k IGF-1R mitogenni. IGF-2R regrilbbiologickou dostupnost IGF-II
spustnim degradani drahy.

Insulinovy receptor a IGF-1 receptor spousti dvzné signalizani drahy. V prvnim
kroku po navazani ligandu receptor podstoupi agfofgla ni proces, ktery umo ni navazani
r znych signalizaci zprostdkujicich molekul. Tmi jsou substraty insulinového receptoru
(IRS, z angl.insulin response subtratenebo proteiny obsahujici Src homologni doménu 2
(Shc, z angl.Src-homology 2 domain containingLigandem vyvolany d se vtomto
moment nasmruje do jedné ze dvou kaskad. Metabolicka drahapeStna naslednou
aktivaci fosfatidylinositol-3-kinasy (PI13K) vedoukifosforylaci Akt, neboli protein kinasy B
(PKB). Prostednictvim této drahy stimuluje insulin vychytavaiikosy a aktivuje jaterni
glukoneogenesi. Druha signalird draha zahrnuje aktivaci mitogenem aktivované

proteinkinasy (MAPK, z anglmitogen activated protein kinpsm ujici k aktivaci Ras
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proteinu. Sled tthto udélosti vede k aktivaci transkniich faktor kontrolujicich bun né
d leni a diferenciaci, jedna se tedy o mitogennid&igindrahu. [131-135]

Studie z poslednich let poukazuji na korelaci netiou diabetu a rozvojem rakovinného
bujeni. U nkterych insulinovych analogbyl pozorovan zvySeny potencial onkologického
rizika [128, 136, 137]. Insulinové receptory, zodpdné za penos metabolickych
i mitogennich Uink insulinu a IGF, jsou v nadorovych tkach exprimovany obvykle ve
vysokych koncentracich [138, 139]. Vysoka mira espr byla pozorovana i pro IGF-1
receptor a jeho ligandy v bkach rakovinného typu [140-142]. Naopakteré studie tce
kritizuji asociaci insulinovych analoga rakoviny [143, 144], avSak tento vztah nebyl na

zaklad dostupnych experimentalnich dat dosud ani potvraernvyvracen.
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1.5 Cil prace

Prace je sowasti spoleného projektu skupiny Strukturni biologie, kde bylgpracovana,
a skupiny Dr. Jiho Jiraka. Oba vyzkumné tymy spadaji do oboru Biochemmeoéekularni
biologie na Ustavu organické chemie a biochemie (AR, v.v.i.). Projekt je zamen na
definici vazebnych charakteristik insulinu, IGF-I I&F-1l v i p isluSnym receptom.
Metodami zvolenymi pro tyto @ly jsou sledovani vazebnych interakci a arstrukturnich
vlastnosti tchto ligand pi zaneseni modifikaci do primarni struktury. Nawrée analogy

jsou potom ppravovany cestou enzymové semisyntézy nebo rekaamnin .

Cile diplomové prace jsou nasledujici:

Rekombinantni pprava, purifikace a biologicka charakterizace Il6&{eho analog.
Rekombinantni pprava a purifikace isotopowbohaceného IGF-Il pro NMR
experimenty.

Objasnni agreganiho chovani IGF-1l p NMR experimentech.
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2 Materidl

2.1 Bakterialni kmeny, plasmidy a kultiva ni média

Escherichia coli BL21 (DES3)
Kompetentnik. colis DE3 profagem nesoucim gen T7 RNA-polymerasy pod tramski
kontroloulacUV5 promotoru (Novagen, USA).
Expresni vektory
Pou ivané expresni vektory bylyipraveny ve Skolici laborato
pHiss-GB1-Gly*-IGF-II (pHissGB dar od Mgr. et Mgr. Ev ena Boiy Ph.D., odvozeno od
pRSFDuet-1, Novagen, USA)
IGF-II ve fazi s imunoglobulin vazajici doménou Pioteinu G Streptoccusse Stpici
sekvenci rozpoznatelnou TEV proteasou
Mutace zanesené do tohoto vektoru:
- bodova mutace S& Asn
- inserce Gly-Ser za Afg
- inserce Pro-GIn za S&r
- inserce Gly-Ser za AF§ Pro-Gln za Sér
pNusA-His-(GlyAlaMet) *-IGF-II (odvozeno od pETM-60, EMBL, iXecko)
IGF-II ve fazi s transkripn terminanim proteinem NusAHE. col) se Stpici sekvenci
rozpoznatelnou TEV proteasou
LB médium
10 mg/ml Trypton (Difco, USA); 5 mg/ml Yeast ExttdDifco, USA); 5 mg/ml NacCl.
LB agar
15 mg/ml agar (Difco, USA); 1% (w/v) glukosa; 30 finganamycin.
Minimalni médium (MM)
0,4% (w/v) glukosa; 1 g/l (NFJ.SOy; 17,16 g/l NaHPO, 12H,0; 3 g/l KH,POy; 0,5 g/l NaCl;
96,5 mg/l NaSQ, 10H,0; 50 mg/l EDTA; 16 mg/l MnGt 8 mg/l FeC} 6H20; 0,5 mg/l
ZnCly; 0,185 mg CuGI2H,0; 0,1 mg/l HBOs; 60,25 mg/l MgSQ@ 22 mg/l CaCl 2H,0; 0,5
mg/I biotin; 0,5 mg/I thiamin.
Isotopov obohacené minimalni médium
MM, které obsahuje glukosu (€, 99%) a (NH),SOs (*°N,, 99%).
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2.2 Chemikalie

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)
Acetonitril pro HPLC (ACN)
Akrylamid (AA)

Azid sodny

Bromfenolova mod

D-Biotin

Deuterium oxid (99,90%)
Deoxycholova kyselina (DOC)
Dihydrogenfosforenan draselny
Dihydrogenfosforenan sodny dihydrat
Dodecylsiran sodny (SDS)

Dusi nan stibrny

Ethanol

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
Ethyl- -D-thiogalaktosid (ETG)
Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Formaldehyd

D-Glukosa

D-Glukosa (U¥Cg, 99%)

Glutathion oxidovany

Glutathion redukovany

Glycerol

D-Glycin

Hov zi sérovy albumin (BSA)
Hydrogenfosforenan draselny
Hydrogenfosforenan sodny dodekahydrat
Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chlorid kobaltnaty hexahydrat
Chlorid manganaty

Chlorid m naty dihydrat

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty dihydrat

Chlorid zine naty

Chlorid elezity hexahydrat
Imidazol

Kanamycin

Kyselina chlorovodikova

Sigma-AldridhsSA
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, eska republika
Sigma-Aldrich, USA
Euriso-top, Francie
Merc, Mecko
Lachemagska republika
Lachemaeska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, eska republika

Lachemaska republika

laskawposkytl Jan Je ek (UOCHB AV R, Vv.v.i.)

Roche, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA

Penta, eska republika

Cambridge Isotope Laboratories, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, eska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachemaska republika
Sigma-Aldrich, USA
Lachema,eské republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, eska republika
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, eské republika
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA

Lachemagska republika
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Kyselina octova Lachema, eska republika

Kyselina tetradeuterooctova (99,9%) Sigma-AldridSA
Kyselina trihydrogenborita Sigma-Aldrich, USA
Lysozym Sigma-Aldrich, USA
-Merkaptoethanol Sigma-Aldrich, USA
Methanol Penta, eska republika
Mo ovina Sigma-Aldrich, USA
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigmasdhich, USA
N,N-bis(2-hydroxyethyl)glycin (Bicin) Sigma-AldriGlUSA
N,N'-methylen-bis(akrylamid) (BIS) Fluka, Svycarsko
Persiran amonny (APS) Sigma-Aldrich, USA
Ponceau S Sigma-Aldrich, USA
Siran amonny Sigma-Aldrich, USA
Siran amonny*tN,, 99%) Cambridge Isotope Laboratories, USA
Siran hoe naty Sigma-Aldrich, USA
Siran sodny dekahydrat Fluka, Svycarsko
Thiamin Sigma-Aldrich, USA
Thiosiran sodny Lachema, eska republika
Trifluoroctova kyselina (TFA) Fluka, Svycarsko
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Sigma-AldrjdhSA
Triton Merc, N mecko
Uhli itan sodny Penta, eska republika

2.3 Ostatni material

Kolona pro afinitni chromatografii HisTrap HP 5 rllE Healthcare Life Sciences, USA

Kolona pro gelovou permeai chromatografii Superdex 75 10/300 GL Tricorn, &sham Biosciences, Velka
Britanie

Odsolovaci kolona Chromabond £ml, Macherey-Nagel, Nnecko

Kolony pro vysokotinnou kapalinovou chromatografii: 214TP54-C4 Vyd2g, 4,6 mm; 214TP510-C4
Vydac, 250 10 mm

Chromatograficky nosiHIS-Select Nickel Affinity Gel, Sigma-Aldrich, USA
Odstediva filtra ni zaizeni Amicon Ultra 4 ml, Millipore, USA

Celulosové dialyzani membrany s mezni velikosti pdt0 kDa, Sigma-Aldrich, USA
Standard molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE Bmaengje, Bio-Rad, USA

Standard molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE a Waps bilkovin Spectra Multicolor Broad Range
Protein Ladder, Thermo scientific, USA

Standard molekulovych hmotnosti pro gelovou chrogafii, Sigma-Aldrich, USA
Nitrocelulosova membrana pro WBemos bilkovin Hybond-C Extra, Amersham, Biosciens&sdka Britanie
Filtra ni papir pro WB genos bilkovin, Sigma-Aldrich, USA

Monoklondlni protilatka Anti-polyhistidine konjugena s kenovou peroxidasou, Sigma-Aldrich, USA
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P irodni celofan k suSeni gepo SDS-PAGE, Pemar,eskéa republika
Jednorazové filtry na injeki stika ku (0,8 a 0,22 m), Millex-GS, USA
Jednorazové filtry 0,22 M), Sigma-Aldrich, USA

Proteasd obacco etch viru§TEV), p ipravena ve Skolici laboraio

2.4 P istrojové vybaveni laborato e

Centrifugy

Spektrofotometry

Elektroforeticka souprava

Souprava na western blotgmos

Autoklav

Rota ni inkubatory

Kontrastni mikroskop
Emulsiflex
Stavebnicovéerpadlo

Kapalinovy chromatograf

Termostat

Véahy
pH metr

Sonikatory

T epaka
Magneticka mich&ka

HPLC

NMR spektrometr

Eppendorf MiniSpin, Nmecko
Hermle Z 323 K, rotor 220.80 V03, khecko
Beckman Coulter, Avanti J-E, rotory J&4 a JA;20, USA
Beckman J6M, rotor JS 4.0, USA
Ultrospec 3100pro, Amersham Biasces, Velka Britanie
NanoDrop ND-1000, USA
Mighty Small Il SE250,dfer Scientific Instruments, USA

zdroj napti: Consort EV243, Sigma-Aldrich, USA

The W.E.P. Company, USA, zdroj Consort EVBEgie
Unisteri HP, BMT Medical Technology, kecko
Gallenkamp, Velka Britanie
Sanyo Orbital Incubator, Japonsko

Carl Zeiss Jena,nécko

EmulsiFlex-C3, Avestin, Kanada

SC4, Vyvojové dilny AV, eska republika

Akta basic, Amersham Biesckes, Velka Britanie

Akta FPLC GE Healthcare Life Sciences; rgb frakci GE Frac-950,

Velk& Britanie
TCH 100, Laboratorniigtroje Praha, eska republika
Michanéa vodni laze(42 °C), Grant, P-Lab, eska republika

Adventurer Pro (OHAUS) AV2102CM, Schoellertiugnents, USA

GMH 3530, Greisinger electronic, iNecko
Sonic Dismembrator, Dynatechiécko
Soniprep 150 MSE, Velkéa Britanie
Rotamax 120, Heidolph instruments niecko
Jenway 1000, Velk& Britanie

MR Hei-Tec, Heidolph instruments, khecko

erpadlo Watrex 600, USA; dualni UV/VIS detektor \&fat2487,

eska republika

Bruker Avance Il s pracovhi frekvenci 600 MHz vybaveny
t ijadernou kryosondou, Mhecko
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3 Experimentalni metody

3.1 Exprese rekombinantnich protein

IGF-11 (nebo jeho analogy) byl exprimovan rekombitra ve fazi s proteinem GB1 nebo
NusA. Jako hostitelské bakterie slouilg. coli BL21 (DE3) transformované metodou
teplotniho Soku vybranym plasmidem. Transformada pyovedena jpdanim 1 | (cca 50—
100 ng) pislusného plasmidu ke 100 suspense kompetentnich blrE. coli 0 ODssonm
piblin 0,2. Poinkubaci na ledu (45 min) byla snvystavena teplotnimu Soku, kdy byla po
dobu 90 s ve vodni lazniipd2 °C a nasledn2 min na ledu. Takto oSena bakterialni sns
byla zaokovana do 9001 LB média a ponechana 60 min v inkubatoru TCH pd®7 °C
t epat na 150 ot. /min. Po inkubaci byla suspenz858b | rozetena na LB agaroveé plotny
o pr m ru 20 cm, na které bylo pou ito 150 ml agaru s M48vj glukosou a kanamycinem
o koncentraci 30 mg/l. Plotny byly umiay do inkubatoru TCH 100, kde bylyip37 °C

ponechany s noc.

3.1.1 Kultivace Hise-GB1-Gly *-IGF-II

3.1.1.1 Pouiti LB média

Z ka dé plotny byly narostlé kolonie smyty 10 ml LiBédia s kanamycinem (30 mg/l) a
na spektrofotometru Ultrospec 330 byla zm ena ORsonm takto ziskaného inokula.
Inokulum bylo nasledn pouito k zaokovani vdy 500 ml LB média s 0,4% (v/v)
glycerolem a kanamycinem (30 mg/ml) ve dvoulitrdvyerlenmayerovych b&ach tak, aby
vysledna Olsonmbyla piblin  0,1.
3.1.1.2 Pou iti minimélniho média

Kolonie narostlé s noc na agarové plotbyly smyty 10 ml minimalniho média (MM),
nebo isotopov obohaceného minimalniho média, vdy s kanamycing@ mg/l). Na
spektrofotometru Ultrospec 310® byla zm ena ORsonm takto ziskaného inokula, které
bylo nasledn pouito k zaokovani vdy 500 ml MM s kanamycinem (30 mg/l) ve
dvoulitrovych Erlenmayerovych bkach. Inokulace byla provedena tak, aby vysledna
ODssonmbyla piblin  0,05.
3.1.1.3 Vlastni kultivace

Média zaokovana bakterialni kulturou dle kapitoly 3.1.1.1bae3.1.1.2 byla inkubovéana
pi 37 °C v rotanim inkubatoru Gallenkamp za tni rychlosti 200 ot./min. Rtova kivka

byla sledovana ka dou hodinu nenim ORsonmNa spektrofotometru Ultrospec 3100. Pi
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dosa eni hodnoty OBonmp iblin 1,0 byla indukovana expreseiganim 0,5 M ETG tak,
aby vysledna koncentrace byla 1 mM. Biomasa bylligna po 3 a 5 (dle rychlosti stu)
hodinach od indukce centrifugaci (Beckman J 6M0Q@ @) a uchovana p-20 °C k dalSimu
Zpracovani.

Pomoci optického fazovkontrastnino mikroskopu Carl Zeiss Jena byla siada tvorba
inklusnich tlisek, do kterych byl rekombinantni protein ukladdnklusni tliska byla
pozorovana jakoerné nekontrastni konce bukn

3.1.2 Kultivace NusA-Hiss-(GlyAlaMet) *-IGF-II

Z ka dé plotny byly narostlé kolonie smyty 10 ml LBédia s kanamycinem (30 mg/l) a
na spektrofotometru Ultrospec 330 byla zm ena ORsonm takto ziskaného inokula.
Inokulum bylo nasledn pouito k zaokovani vdy 500 ml LB média s 0,4% (v/v)
glycerolem a kanamycinem (30 mg/ml) ve dvoulitrdvyerlenmayerovych b&ach tak, aby
vysledna Olgsonmbyla piblin  0,1.

Média zaokované bakterialni kulturou byla inkubovana 7 °C v rotanim inkubatoru
Gallenkamp za taeni rychlosti 200 ot./min. Btova kivka byla sledovana ka dou hodinu
m enim ODRsonm Na spektrofotometru Ultrospec 3106. Pi dosa eni hodnoty OBRonm
piblin 1,0 byly baky p endany do rotaniho inkubatoru Sanyo temperovaného na 20 °C a
po ustaleni teploty byla indukovana expresédgmim 0,5 M ETG tak, aby vysledna
koncentrace byla 1 mM. Biomasa byla isolovana @ B (dle rychlosti rstu) hodinach od
indukce centrifugaci p 4 000 g (Beckman J-6M) a uchovéanaip-20 °C kdalSimu
Zpracovani.

Pomoci optického fazowkontrastniho mikroskopu Carl Zeiss Jena bylo stédo, zda se
protein neuklada do inklusnichisek.

3.2 SDS-PAGE

3.2.1 Pou ité roztoky

D lici gel

12,5% (w/v) nebo 15% (w/v) nebo 17,5% (w/v) AA aSBVY hmotnostnim ponnu BIS:AA
1:29; 375 mM Tris-HCI pH 8,8; 1 mM EDTA, 5% (v/v)ygerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1%
(viv) TEMED; 0,1% APS.
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Zaost ovaci gel

5% (w/v) AA a BIS v hmotnostnim pormu BIS:AA 1:29; 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 1 mM

EDTA; 0,5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% ¢/TEMED; 0,1% APS.

Elektrodovy pufr

20 mM Tris-HCI pH 8,3; 200 mM glycin; 0,1% (w/v) SD

Vzorkovy pufr

VP-0 (neredukujici): 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 20%/\V glycerol; 4% (w/v) SDS; 0,2%

(w/v) bromfenolova mod

VP-S (redukujici): 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 20% (y/glycerol; 4% (w/v) SDS; 8,7% (v/v)
-merkaptoethanol; 0,2% (w/v) bromfenolova mod

3.2.2 Roztoky pro barveni st ibrem a suseni gel
Fixa ni roztok

12% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) methanol; @®%v/v) formaldehyd.
Roztok thiosiranu sodného

0,8 mM NaS,0s3

Impregna ni roztok

12 mM AgNG;; 0,075% (v/v) formaldehyd.

Vyvolavaci roztok

570 mM NaCGQ;; 16 M NaxS;03; 0,05% (v/v) formaldehyd.
Zastavovaci roztok

12% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) methanol.

Susici roztok

20% (v/v) ethanol; 3% (v/v) glycerol.

3.2.3 P ipravavzork z kultivace

Fosfatovy pufr
10 mM NaHPQ;, 1,8 mM NaHPQy, pH 7,2; 136 mM NaCl; 2,6 mM KCI.

Ped indukci a na konci kultivace byly odebrany vzorgro visualizaci pomoci
SDS-PAGE. Vzorky byly ppraveny z 0,5 ml bakterialni kultury, ktera byla rhin
centrifugovana p 12 000 g na centrifuze Eppendorf MiniSpin. Médium bylotslia
sediment dale zpracovan. Buna peleta vzorku pd indukci byla rozpusta ve 30 | VP-S

a kratce sonikovana (Soniprep 150 MSE). Peleta kwzor konce kultivace byla
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resuspendovana v 0,5 ml fosfatového pufru, sonikava centrifugovana za stejnych
podminek. Ze supernatantu byigraven vzorek smichanim s VP-S v pam2:1, sediment
byl rozpustn ve 30 | VP-S.

3.2.4 P iprava ostatnich vzork
Vzorky sediment byly p ipraveny rozpushim ve 30 | p isluSsného vzorkového pufru,
vzorky kapalné ed nim v pomru 2:1 s pislusnym vzorkovym pufrem, vzorky obsahuijici

mo ovinu o0 vysoké koncentraci bylgd ny v pomru 1:1.

3.2.5 Postup

Diskontinualni elektroforesa v polyakrylamidovémuwea pitomnosti SDS (SDS-PAGE)
podle Laemmliho [145] byla provada v aparate Mighty Small 1l SE250. Do prostoru pro
gel byl nalit dlici gel o poadované koncentraci aeprstveny vodou byl ponechan
polymerovat. Poté byla voda slita a vysuSena filthia papirem, byl aplikovan ében pro
tvorbu jamek o po adovaném pioi a nalit zaosbvaci 5% (w/v) gel. Gel byl umist do
elektroforetické vany, do anodového a katodovétamstpru byl nalit elektrodovy pufr. Do
vytvo enych jamek byly aplikovany vzorky. Elektrody bylgpojeny ke zdroji napi Consort
EV243. Poate ni napti bylo nastaveno na 95 V po dobu 20 min, po zaastvzork bylo
nap ti zvySeno na 175 V po dobu cca 80 min. Tato apeaagboskytuje gely o rozmech
80 70 0,75 mm.

3.2.6 Barveni st ibrem

Gel vyjmuty z aparatury byl na hodinu ulo en dobfixa niho roztoku. Poté bylikrat
omyvan 50% methanolem po dobu 10 minut. Nasledowalachnuti v roztoku thiosiranu
sodného po dobu 20 s, po kterém byl gekrdt omyt destilovanou vodou. Po
dvacetiminutové inkubaci v impregmdam roztoku byl gel dkladn omyt destilovanou
vodou. Visualizace byla provedena reaim ve vyvolavacim roztoku a uk@na pevedenim
do zastavovaciho roztoku.d®l ususenim byl gel uchovan v roztoku 50% (v/v)haeoblu pi
4 °C.

3.2.7 SuSeni gel

Gely byly skenovany a nasledskladovany v ususeném stavued suSenim byly gely a
suSici celofan m&ny 10 min v suSicim roztoku. Gely byly umist mezi dv celofanove

folie, které byly napnuty do suSiciho rarke.
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3.3 Proteinovy p enos s imunodetekci

3.3.1 Pou ité roztoky

Elektrodovy pufr

20 mM Tris-HCI pH 8,3; 200 mM glycin; 0,1% (w/v) S 10% (v/v) methanol.
Fosfatovy pufr

10 mM NgHPQ,, 1,8 mM NaHPO,, pH 7,2; 136 mM NacCl; 2,6 mM KCI.

3.3.2 Postup

Jako dalSi krok oveni pitomnosti proteinu v dané frakci byl proveden elekdreticky
p enos protein z polyakrylamidového gelu na nitrocelulosovou mednio (angl.western
blotting, WB) [146]. Bylo vyu ivano polosuché uspgmani na aparate firmy The W.E.P
Company. Gel ziskany dle kapitoly 3.2.5 (str. 3&frocelulosovd membrana Hybond-C
Extra a blotovaci papiry byly po dobu 5 min ekvitibany v elektrodovém pufru. Na 1 &m
membrany byl vlo en konstantni elektricky proud elikosti 1 mA po dobu 1 hod. thnost
p enosu protein z gelu na membranu byla kontrolovana reversibilobarvenim membrany
0,1% (w/v) Ponceau S v 5% (v/v) kyseliroctové. Barva byla odstrama omyvanim
fosfatovym pufrem a povrch membrany byl blokovamodl inkubaci v 5% (w/v) odtin ném
mléku ve fosfatovém pufru za laboratorni teplotgla pes noc g 4 °C). Po promyti
fosfatovym pufrem byla membrana na dobu 1,5 hodawgha roztoku protilatky Anti-
polyhistidine (konjugované s é&novou peroxidasou) o koncentraci 1@ml ve fosfatovém
pufru, ktery obsahoval 0,05% (v/v) Tween a 1% (WBBA. Po promyti fosfatovym pufrem
byly proteiny rozpoznané protilatkou visualizovgnidavkem TMB. Jedna se o chromogenni
substrat kenové peroxidasy, se kterou je pou ita protilatkajkigovana. Membrana byla pro

evidenni U ely skenovana.

3.4 Isolace proteinu

3.4.1 Isolace inklusnich tlisek
Omyvaci pufr
50 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM NaCl; 5 mM EDTA.
Postup
Biomasa ziskana dle kap. 3.1.1 (str. 29) byla yE=udovana v omyvacim pufru s 5M
PMSF tak, aby na 1 g biomasypgadalo 10 ml pufru.
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Bun na suspenze bylaikrat zmra ena a rozmraena. Poté byligan lysozym do
vysledné koncentrace 0,5 mg/ml a snbbyla 30 min michana ve vodné 1azni o tep®i °C.
Ke smsi bylo pidano takové mno stvi 1% (v/v) DOC, aby vyslednan&entrace byla
0,05 % (v/v), a sis byla po dobu 20 minut michana v ledové lazni.léths byla bun na
suspenze 4-6 (dokud byla vazka) sonikovana v ledové lazni naiksdoru Dynatech p
vykonu 60 %.

Pi zpracovani \Siho mno stvi biomasy bylaast popsana v edchozim odstavci
nahrazena rozrusenim bunych stn na homogenizatoru EmulsiFlex-C3.

Bun ny lysat byl centrifugovan p 20000 g, 4 °C po dobu 20 minut (Beckman
Coulter). Supernatant byl slit (CS) a ulo en ¢ °C, sediment byl resuspendovan wadnim
objemu omyvaciho pufru sipavkem 0,1% Tritonu. Roztok byl 3-5sonikovan v ledové
lazni na sonikatoru Sonic Dismembrator yykonu 60 % po dobu 1-2 minut segtavkami
na 2 minuty. Nasledovala centrifugace za stejnyotingnek. Supernatant byl slit (W1) a
uloen pi 4 °C a sediment op resuspendovan v podnim objemu omyvaciho pufru.
Ziskany roztok byl za stejnych podminek sonikovamaaledn sto en. Supernatant byl slit
(W2) a sediment obsahujici nerozpustny protein ewvda uloen do -20 °C k dalSimu
zpracovani.

Ze vSech frakci byl odebran vzorek, ktery bylppaven dle kap. 3.2.4 (str. 32) pro
visualizaci pomoci SDS-PAGE.

3.4.2 Isolace rozpustného proteinu
Lysa ni pufr
50 mM Tris-HCI pH 8,8; 300 mM NaCl; 10% (v/v) glyod, 0,05% (v/v) Triton; 50 M
PMSF.
Postup

Biomasa ziskana dle kap. 3.1.2 (str. 30) byla mmudovana v lysaim pufru tak, aby na
1 g biomasy ppadalo 50 ml pufru. Bunna suspenze byla lladn homogenizovana a 4—
6 sonikovana na ledu na sonikatoru Dynatech 89 % vykonu po dobu 1-2 minut
s pestavkami na 2 minuty. Bumy lyséat byl centrifugovan p20 000 g, 4 °C po dobu 40
minut (Beckman Coulter). Ziskany supernatant byle dgpracovavan. Ze sedimentu byl
p ipraven vzorek dle kap. 3.2.4 (str. 32) pro viszedi SDS-PAGE.
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3.5 Purifikace GB1-IGF-II

3.5.1 Pou ité roztoky
Pro postup popsany v kapitolach 3.5.2 a 3.5.5. (88) byly pou ivany nasledujici
roztoky pufr .
Pufr A
50 mM Tris-HCI pH 8,0; 300 mM NacCl.
Pufr B
50 mM Tris-HCI pH 8,0; 300 mM NacCl; 0,5 M imidazol.

3.5.2 Denaturace inklusnich t lisek

Inklusni tliska ziskana dle kap. 3.4.1 (str. 33) byla ressdpeana v minimalnim
mno stvi pufru A s takovym mno stvim 10% (v/v)}-merkaptoethanolu, aby jeho vysledna
koncentrace po nad ni do mooviny byla 0,02% (v/v). Tato suspenze byla sonikava
(Sonic Dismembrator), nasledpomalu pikapana do gslusného mno stvi 8 M maviny
v pufru A a takto byla ponechanailgin ti hodiny za laboratorni teploty ipSetrném

michani. Na 1 g isolovanych inklusi bylo pou ito B0 roztoku mooviny.

3.5.3 Chelata ni afinitni chromatografie
Denaturovana inklusni liska byla dale zpracovana s vyuitim niklové afimi

chromatografie. Vzorek praveny dle kap. 3.5.2 byl 20 min centrifugovam lpboratorni
teplot, 20 000 g na centrifuze Beckman Coulter. Na kolonu HisTkHP o objemu 5 ml,
ktera byla pedem ekvilibrovana do pufru A s 8 M mavinou, byl za pomoci stavebnicového
erpadla nanesen roztok denaturovanych inklusnitisek. Nasledovalo promyti 5-10
objemy kolony (CV, z anglcolumn volumgpufrem A s 8 M moovinou (W1) a samotnym
pufrem A (W2). Pi vymyti mo oviny z kolony dos$lo k @sunu na aparaturu Akta FPLC, kde
bylo nejprve pokraovano v promyvani pufrem A za s@sného sledovani stabilizace
absorbance. Poté byl vazany protein eluovan imidaym gradientem misenim pufru A a B
podle nasledujiciho schématu:

imidazol [mM] pufr B [%] objem [CV]
0-200 0-40 10
200-500 40-100 3

500 100 3

500-0 100-0 2
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Frakce byly jimany automatickym gl em po objemu kolony ppr toku 1,5 ml/min a
maximalnim tlaku 0,3 MPa. P h eluce byl sledovan spektrofotometricky yinové délce
280 nm a vybrané frakce byly dale visualizovany pomSDS-PAGE. Pro rozliSeni
monomernich a multimernich forem proteinu byly kiég. 3.2.4 (str. 32) praveny vzorky
za pou iti VP-0 a VP-S.

Vybrané frakce byly zbaveny imidazolu dialyzou pymtfru A. Dialyza byla provada
v dialyza nich celulosovych membranach s mezni velikosti ddr kDa pi 4 °C. Dialyzat

byl n kolikrat vym n n.

3.5.4 Proteolytické St peni fazniho partnera

Dialyzované frakce ziskané dle kap. 3.5.3 (str. B§ly pro odstrami pipadnych
agregat a vysra enych proteincentrifugovany (20 min, 4 °C, 20 00§, Beckman Coulter).

K ziskanému proteinovému roztoku byligan zasobni roztok glutathionu oxidovaného
(o koncentraci 30 mM) a redukovaného (o0 koncentra@ mM) tak, aby vysledna
koncentrace byla 1,5 mM pro oxidovany glutathiof,45 mM pro redukovany glutathion.
Poté bylo pidano takové mno stvi TEV proteasy, aby byla k stdis v pomru 1:50. Roztok
byl ponechan do druhého dne za laboratorni teplatha byl fazni protein od§pen, bylo
visualizovano pomoci SDS-PAGE.

3.5.5 Samospadova afinitni chromatografie

Produkt proteolytického §beni byl oddlen pomoci samospadové chelaia
chromatografie na kolons napini HIS-Select Nickel Affinity Gel. Kolona lay p edem
ekvilibrovadna pufrem A. Vzorek ziskany dle kap..8.Byl nejprve Zzfiltrovan (0,22m),
pokud v3ak Slo o mensi objem byl 20 minut centoftan (4 °C, 20 000g, Beckman
Coulter), aby se zamezilo ztratam na filtru. Takfmateny vzorek byl nanaSen na kolonu.
Ky eny produkt obsahovala protekla frakce (FT),riatdyla jimana na led. Poté byla kolona
promyta 5 CV pufru A (W). Zachycené proteiny byly@/any pufrem B do frakce o objemu
5 CV (E). Z ka dé frakce byl ppraven vzorek dle kap. 3.2.4 (str. 32) za poWiH-0 a VP-S

pro sledovani monomernich a multimernich forem pdrS®S-PAGE.
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3.6 Purifikace NusA-IGF-II

3.6.1 Chelata ni afinitni chromatografie

3.6.1.1 Pou ivané roztoky
Omyvaci pufr-1
50 mM Tris-HCI pH 8,0; 300 mM NacCl; 10% (v/v) glycé.
Omyvaci pufr-2
50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NacCl.
Elu ni pufr
50 mM Tris-HCI pH 7,0; 150 mM NaCl; 500 mM imidazol
3.6.1.2 Postup

Supernatant ziskany dle kap. 3.1.2 (str. 30) bsfifrovan (0,8 m) a dale purifikovan na
kolon HisTrap HP o objemu 5 ml za pomoci aparatury AKRLC. Vzorek byl nanasen na
p edem ekvilibrovanou kolonu a protekla frakce (Fylatzachytavana. Kolona byla promyta
5-10 CV omyvaciho pufru-1 (W1) a nespecificky vazamoteiny byly odmyty omyvacim
pufrem-2 (W2), ktery obsahuje 5 mM imidazol, tedipovida 1% eluniho pufru. Pro vymyti
vazaného proteinu byl nastaven segmentovy gradid@seni omyvaciho pufru-2 a pufru

elu niho podle nésledujiciho schématu:

imidazol [mM] elu ni pufr [%] objem [CV]
5-200 1-40 10
200-500 40-100 3

500 100 3

500-0 100-0 2

Frakce byly jimany automatickym gsla em po objemu kolony ppr toku 1,5 ml/min a
maximalnim tlaku 0,3 MPa. P h eluce byl sledovan spektrofotometricky yinové délce
280 nm a vybrané frakce byly visualizovany pomddBSPAGE. Pro rozliSeni monomernich
a multimernich forem proteinu bylyipraveny vzorky dle kap. 3.2.4 (str. 32) za pouM®-0
a VP-S.

Vybrané frakce byly zbaveny imidazolu za sasného pevedeni do pufru vhodného pro
gelovou permeani chromatografii (20 mM Tris-HCI pH 7,0; 150 mM 8la 1 M mo ovina)

dialyzou proti tomuto pufru.
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3.6.2 Proteolytické St peni fuzniho partnera

Dialyzované frakce ziskané dle kap. 3.6.1.2 (si) Byly pro odstrami pipadnych
agregat 20 minut centrifugovany p20 000 g, 4 °C (Beckman Coulter). K proteinovému
roztoku bylo pidano takové mno stvi TEV proteasy, aby byla k stdis v pomru 1:50.
Roztok byl ponechan do druhého dne za laboratepidty. Zda byl fuzni protein od§ten,
bylo visualizovdno pomoci SDS-PAGE.

3.6.3 Ultrafiltrace

P ed nanesenim na kolonu pro gelovou permeahromatografii byl vzorek obsahujici
odst peny produkt (dle kapitoly 3.6.2) koncentrovan peimadstedivého filtraniho zaizeni
Amicon Ultra 4 ml s membranou o mezni velikosti p8r000 Da. ZvySovani koncentrace
proteinového roztoku bylo provaao centrifugovanim p 7000 g a 4 °C na centrifuze
Hermle Z 323 K. ZvySeni koncentrace bylo sledovasmektrofotometricky pomoci
NanoDropu ND-1000.

3.6.4 Gelova permeani chromatografie

Nejprve byla kolona kalibrovana, pro zjist p ibli ného retenniho asu odpovidajicimu
proteinu o velikosti 7,4 kDa. Jako mobilni faze Ipdu it stejny pufr, ve kterém bylo
nasledn provadno samotné deni produktu Stpeni, tedy 20 mM Tris-HCI pH 7,0; 150 mM
NaCl; 1 M moovina; pefiltrovany a odvzduSmy. Na kolonu byl nanesen vzorek
molekulovych standard pro gelovou chromatografii obsahujici dextran b({@80 kDa),
hov zi sérovy albumin (66 kDa), karbonickou anhydraiKDa), cytochrom C (12,4 kDa) a
aprotin (6,5 kDa).

Pro oddleni produktu od zbytku nepoStipaného proteinu anifio partnera byla
provedena gelova permeda chromatografie na kolonvhodné k dleni protein o velikosti
vrozmezi 3-70 kDa, Superdex 75 10/300 GL Tricdfolona byla zapojena do FPLC
aparatury Akta Basic. Mobilni fazi byl gfiltrovany a odvzdudmy pufr o slo eni 20 mM
Tris-HCI pH 7,0; 150 mM NaCl; 1 M mavina. D leni protein vzorku ziskaného dle
kapitoly 3.6.3 bylo provado za prtoku 0,8 ml/min pi maximalnim tlaku 1,5 MPa. Eluai
profil byl sledovan spektrofotometrickyipvinovych délkach 254 a 280 nm. Vybranému
shirané frakce byly visualizovany pomoci SDS-PAGE.
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3.7 Odsoleni

P islusné frakce obsahujici produkt ziskané dle Rdp5 (str. 36) nebo 3.6.4 (str. 38) byly
p ed dalSim purifikanim krokem na HPLC odsoleny na koloéhromabond ¢ Kolona byla
nejprve promyta vodou a nasledaktivovana 100% (v/v) ACN. ed nanesenim vzorku byla
d kladn promyta demineralizovanou vodou s 0,1% (v/v) THAakce protekla (FT) p
nanaseni vzorku byla na kolonu nanesena jestnou. Poté byla kolona promyta 5-10 ml
0,1% (v/v) TFA (W). Eluce byla provedena 5-10 mP8Qv/v) ACN s 0,1% (v/v) TFA ve
dvou frakcich (E1, E2). Nasledovalo promyti 100%)\ACN (E3).

3.8 Vysokou inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Vysokou inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (fLC) byla provadna za
vyu iti p istroj spolenosti Watrex (erpadlo Watrex 600, UV/VIS detektor Waters 2487)
v laboratoi Biochemie a molekularni biologie skupiny Dr.ilib Jiraka UOCHB AV R,
v.v.i. Zpracovani dat bylo provedeno chromatogkafic programem Clarity Lite od

spole nosti Data Apex.

3.8.1 Analytické stanoveni

K potvrzeni pitomnosti produktu v eluované frakci po odsoleskané dle kapitoly 3.7
byla provedena analytickh RP-HPLC na koloR14TP54-C4 o rozmmech 25 4,6 mm
spolenosti Vydac. Byly analysovany frakce W, E1l, E2 a. Exadientova eluce byla
provadna pi pr toku 1 ml/min, mobilni faze byla tvena misenim A: 0,1% (v/v) TFA a B:
80% (v/v) ACN; 0,1% (v/v) TFA. Byl sestaven 45 miauy gradient podle nasledujiciho

schématu. Detekce probihala sledovanim absorban2&&a 276 nm.

min 0 30 31 32 33
% B (V/V) 25 55 100 100 25

Frakce obsahujici adany produkt byla lyofilizovaaadale pe iSt na semipreparativni
RP-HPLC.

3.8.2 Preparativni uspo adani

Za U elem oddleni r zn sbalenych forem produktu byla provedena semipetpai RP-
HPLC. Produkt ziskany dle kapitoly 3.7 byl rozpwstv 6,67% (v/v) kyselin octove
s 26,67% ACN a 0,03% TFA a nasledmanesen na semipreparativni kolonu 214TP510-C4
spole nosti Vydac o roznrech 250 10 mm. Gradientova eluce byla provad prtokem
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4 ml/min pomoci miseni mobilni faze A: 0,1% (v/MfA a B: 80% (v/v) ACN; 0,1% (v/v)
TFA podle nasledujiciho schématu. Detekce byla gmava m enim absorbance ip218 a
276 nm.

min 0 33 35 36 37
% B (v/v) 25 55 100 100 25

Jednotlivé frakce byly run jimany a lyofilizovany pro dalSi pou iti.

3.9 Hmotnostni spektrometrie

Ov eni pitomnosti spravného proteinu ziskaného dle kapiBaBy2 (str. 39) bylo mimo
jiné provedeno identifikaci v Laboratddmotnostni spektrometrie UOCHB AVR, v.v.i., na
p istroji LTQ Orbitrap XL spolenosti Thermo Fisher Scientific (khecko). M ici metodou
byla ionizace pomoci elektrospreje (ESI, z arlgictronspray ionizationv pozitivnim modu.

3.10 Cirkularni dichroismus

Spektra elektronového cirkularniho dichroismu (E@P)a m ena na pracovisti Ustavu
analytické chemie VSCHT Praha na spektrometru J3&$0o (Japonsko). Vzorky ziskané dle
kapitoly 3.8.2 (str. 39) byly rozpu$ty v 5% (v/v) roztoku kyseliny octové na vyslednou
koncentraci 0,33 mg/ml. Rychlost skenovéani bylaaana na 10 nm/min, responze 8 kasi
St rbiny 1 nm, citlivost standardni, tj. 100 mdeg, li®mi 1 nm, 5 akumulaci, spektralni
rozsah 200-300 nm. K proplachovanisproje byl pou it tlakovy dusik o ptoku 7 litr za
minutu. VSechna meni byla provadha v kemenné kyveto tlousce m ené vrstvy 0,5 mm
(Helma, Nmecko). M eni bylo provadno za stélé teploty 25 °C. S@asn se spektry ECD
byla ve stejném spektralnim rozsahu ema i absormi spektra v UV oblasti. Pro korekci
zakladni linie bylo pouito spektrum rozpoudta vzork. Spektrum bylo odéeno od
nam eného spektra ECD i od absongho spektra peptidu. Spektra ECD jsou uvedjako
zavislost molarni elipticity v degm? dmor* res® na vinové délce v nanometrech ag

dalSim zpracovanim nebyla vyhlazovana.

3.11 Vazebné testy

Po pe it ni proteinu dle kapitoly 3.8.2 (str. 39) byly prolemy testy vazeb na insulinové
receptory. Proteiny byly rozpusty v 0,1% (v/v) kyselin octové a m enim absorbance ip
280 nm byla urena pesna koncentrace. Meni vazebnych aktivit bylo provado
v laboratoi Biochemie a molekularni biologie skupiny Dr.ilib Jiraka UOCHB AV R,
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v.v.i., ve spolupraci s Kvyoslavou Ki kovou. Podrobny optimalizovany postup je popsan
Vv jeji diplomové préaci [147].

Pro 0 ely vazebnych testna IR-Ain vitro byla pou ita bun na linie lidskych lymfocyt
IM 9 s vysokou mirou exprese insulinovych receptgpu A. Bun na linie byla pstovana
dle pokyn dodavatele ATCC (Manassas, USA; LGC Standardsnéd! Vyp stované buky
byly spoitany v Blurkerov kom rce a ed ny na koncentraci 2 milibny na mililitr.
K vazebnym tesim na IGF-1R byly pou ity bun né linie mySich embryonalnich fibroblast
s deletovanym genem pro mySi IGF-1R poskytnuté ADBelfiorem a R. Basergou, podle
jejich pokyn byly p stovany. Tyto buky byly trasfekovany lidskym genem pro expresi
IGF-1R. Dva (nebo i) dny p ed testovanim byly by nasazeny do desék o 24 jamkéach
v koncentraci 3000 (nebo 1500) buma jamku.

Testovani vazebné afinity je zalo eno na kompatitiw vyt sn ni radioaktivn zna eného
insulinu ¢*1, = 60 dni) nebo IGF-I metodou dle De Meytse, r&glfioreho [101, 148].
M ené analogy byly rozpusty v 0,1% (v/v) kyselin octové na koncentraci 100y/ml.
Vzorky byly pipraveny v dy s rostouci koncentraci (ddech 13*a 10° M) testovaného
proteinu pi konstantnim mno stvi burk a radioaktivnh znaeného insulinu nebo IGF-I.
Radioaktivita byla mena na -po ita i (Wizard 1470 Automatic Gamma Counter, Perkin
Elmer, Wellesley, USA).

Vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu Grapt®#&in 5.0 podle modelu vazby do
jednoho vazebného mista metodou nelinearni regrassouasného zohledmi deplece
ligandu. Bhem testovani byla pouita 0,01 nM koncentrdé®insulinu, jeho disociani
konstanta I§ byla pedeSlym testovanim v laboratstanovena 0,03 nM. Ptestech vazeb na
IGF-1R byl pou it **-IGF-I o koncentraci 0,039 nM s disocid konstantou o hodnot
0,2 nM.

3.12 Nuklearni magneticka resonance

Data byla shirana na spektrometru Bruker Avance diacovni‘H frekvenci 600 MHz
vybaveném fjadernou kryosondou pteplot 298 K. Vzorek proteinu byl umist do kyvety
typu Shigemi o prm ru 5 mm.

Pro definici biofyzikalnich vlastnosti ipraveného GIy-IGF-II byl tento vzorek ziskany
dle kapitoly kapitoly 3.8.2 (str. 39) rozpustv 50 mM d-octové kyselin (pH 3,0)
s pidavkem 5 % (v/v) BO a 0,01% (w/v) Naklna vyslednou koncentraci 200M. Byla
nasnimana data pro jednodimenzionalni vodikové tapek (s potlaenim vody) a sada
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dvoudimenzionalnich experimenTOCSY (z angltotal correlation spectroscopyobrazuje
spojeni vodik po chemickych vazbach) a NOESY (z angluclear Overhauser effect
spectroscopydava informaci o vzdalenostech mezi vodiky v f;ag. Souhrn parametr

nastavenych pro snimani dat je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1: Parametry snimani dat nuklearni magnetické resman

NOESY TOCSY HMAN-HSQC  'H/BC-HSQC  DOSY
F F F Fr F Fr F F F Fr*
po et bod 2048 600 3072 600 2048 256 1716 216 28844 16

spektralni Ska [ppm] 12 12 12 12 14 28 12 80 12

st ed spektra [ppm] 4.75 4.75 4.75 4.75 4.79 115 4.730 4.71
akvizi ni as [ms] 142 41,6 142 41,6 122 75 119 9 2000
po et akumulaci 128 64 8 8 32
relaxani prodleva [s] 15 15 1,3 1,3 15
sm Sovaci as [ms] 200 60

celkovy as 10 hod 6 hod 50 min 40 min

experimentu

efektivni akvizini as 56 ms 56 ms 36 ms 36 ms

* pseudo dvoudimenzionalni experiment

Déale byly provedeny experimentyC/*H HSQC (z anglheteronuclear single-quantum
correlation spectroscopy)ve kterych koreluji resonance uhlils vodiky na nich pmo
vazanych a®N/*H HSQC pro zobrazeni korelaci amidickych vodik dusiky. Pro tyto
experimenty byl pou it protein ziskany dle kapitoBy8.2 (str. 39) za soasného vyu iti
isotopov obohaceného média ipkultivaci (dle kapitoly 3.1.1.2, str. 29). Isotop
obohaceny protein byl také pou it pro ziskani spekiuklearni magnetické resonance za
U elem definice dynamického stavu molekuly. Pro tatoeni byl protein rozpush v 50 mM
ds-octové kyselin (pH 3,0), 5% (v/v) RO a 0,01% (w/v) Nablna koncentraci 185M. Ke
stanoveni rotaniho korelaniho asu molekuly byla mena sada dvoudimenzionalnich
1>N/*H korelanich experiment upravenych pro stanovehiN relaxanich dob T (HSQC
zahrnujici tzv.inversion recovenblok) a T, (HSQC zahrnujici Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) relaxani sekvenci). Pro ni longitudinalniho relaxaiho asu (%) byla snimana
data sinversion recoveryprodlevami (f): 0,01 s; 0,02 s; 0,05 s; 0,10 s; 0,20 s; 0,4M&) s;
0,90 s; 1,20 s; 1,70 s a 2,50 s. Pro stanovensuespalnino relaxaiho asu (%) pak
s CPMG prodlevami £}: 0,016 s; 0,031 s; 0,046 s; 0,061 s; 0,077 90K 0,107 s; 0,14 s;
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0,17 s; 0,22 s; 0,28 s; 0,36 sa 0,48 s. DalSirpedmenty byla sada difuznich reni
(DOSY, z angl.diffusion-ordered spectroscop¥ ur eni translaniho difuzniho koeficientu.
Pro tyto Uely byla nam ena data na vzorku o koncentraci 188 rozpustném v 50 mM ¢
octové kyselin (pH 3,0) ed né DO s 0,01% (w/v) Nablnebo v 5% gloctové kyselin
(odpovida 835 mM, pH 2,5ed né D,O s 0,01% (w/v) Nakl Prostedi D,O bylo zvoleno
z d vodu nutnosti Uplného potlani signalu vody ve vzorku, kterého nelze efektivn
dosahnout v DOSY experimentech v predi HO. Souhrnné parametry relaxéch
i difuznich m eni jsou uvedeny v Tabulce 1 (str. 42).

Ziskand data byla zpracovana v programu TopSpin B2 vyhodnocovani dat
z relaxanich experiment byly ode teny vysky pislusnych pik, které byly dale zpracovany
v programu OriginPro 8. Hodnoty vysSek jednotlivypfk byly exponencialn prokladany

rovnici

B : (1)
kde je hodnota vysky piku, representuje relaxai prodlevu 1 nebo §, je relaxani as
Ti, resp. B, je pedexponencialni faktor, je linearni konstanta. Ziskané hodnotyalT,
recipron odpovidaji rychlostem relaxace a , z jejich pomru byl na zaklad rovnic

(2) a (3) [149] vypoitan rotani korelani as pro ka dé vybrané residuum.
(2)
-y m P 3)

V rovnicich (2) a (3) plati nasledujici zavislosti

—0 & " 13133t
s & ( —)=x. 2
%&  (Larmorova frekvence) 6 (funkce spektraini hustoty)

do kterych byly dosazeny konstanty pro gyromagkéticoomry jader N a H
(8, -2,712618040" rads-1, 8.  2,6751971¢° rads-1), Diracova konstanta3( 1,05459210%),
indukce magnetického pole ( 14,1 T), permeabilita vakuaf;‘( 10"), délka N-H vazbyX
1,0210% m) a anisotropie chemického posunu jaisr ((  16010°).

Na zaklad zavislosti (4) pro rotani korelani as a Debey-Stokes-Einsteinovy rovnice (5)

byl ze ziskanych hodnot vypien hydrodynamicky polonn (6).

eyl (4)
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BcD

Aa E-FGY, ©)

; K Ly mNO (6)
V uvedenych rovnicich jé&,, Boltzmanova konstanta, je absolutni teplota & viskozita
rozpoustdla.
Translani difuzni koeficient byl vyhodnocen na zaklagrokladani ploch vybranych
skupin signal dle rovnice
Q Q I Rist's P 2 7)
Zavislost translaniho difuzniho koeficientu na viskozia hydrodynamickém polomu je

dana Stokes-Einsteinovou rovnici

BcD
FGn (8)

Experimentalni hodnota transtdho difuzniho koeficientu byla linearnkorigovana na

U

zaklad porovnani experimentalni a tabelované hodnotystaamiho difuzniho koeficientu

referenni molekuly dioxanu podle Yao et al [150].
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4 Vysledky

4.1 P iprava IGF-II

4.1.1 Exprese

Rekombinantni IGF-Il a jeho analogy bylyigravovany za vyuiti heterologniho
expresniho systémuEscherichia coli kmenu BL21 (DE3). Rslusné proteiny byly
exprimovany z mnohokopiového expresniho plasmidteryk obsahuje dany gen pod
kontrolou promotoru z faga T7. Hostitelsky kmencoli obsahuje transdukci derivatem faga

vneseny gen pro T7 RNA-polymerasu. Vyhody tétoymarasy jsou jednak specifické
rozeznavani T7 promotoru, ale také atkpat vysSi rychlost syntézy RNA, ne jaké dosahuje
polymerasak. coli [151]. B hem transkripce je gen pro T7 RNA-polymerasu v gamo
E. coliBL21 (DE3) kontrolovan promotoretacUV5. K expresi dochazi po indukci laktosou,
IPTG (nebo jeho analogem ETG), do té doby je genT¥ RNA-polymerasu reprimovan
produktem genuacl. Ten je krom bakterialniho genomu ppomen i jako souast plasmid
PET série ve své inn j$i mutované formlacl®. Umist nim genu rekombinantniho proteinu
za T7 promotor tedy snadno kontrolujeme jeho expEiky tomuto systému je hladina T7
RNA-polymerasy v hostitelskych bakteriich ed samotou indukci exprese kyeného
rekombinantniho proteinu nizka, co umaje efektivni narst bun né kultury, a tedy
vysokou vyt nost produktu.

Optimalizovany protokol pro expresi IGF-1l ve fagiproteiny GB1 a NusA je popsan
v kapitolach 3.1.1 (str. 29) a 3.1.2 (str. 30). Repntativni rstové kivky pr b hu kultivaci
jsou znazormy na Obrazku 9 (str. 46). Indukce exprese bylaguena v exponencialni fazi
p idavkem ETG (analog IPTG). Vyek vihké biomasy pi kultivaci Hiss-GB1-Gly*-IGF-II
na 1 L kultivaniho média se pohyboval v rozmezi 4—6 g a podiusrkch tlisek byl od 15
do 20 % hmotnosti této biomasy. Tvorba inklusi bpatvrzena pozorovanimernych
kontrastnich konc bunk fazov kontrastnim mikroskopem. Sledovany byly vzorky
zr znych fazi kultivace, p em inklusni tliska byla pitomna hlavn ke konci rstovée
k ivky. Tvorba nerozpustného proteinu byla @na pomoci SDS-PAGE. Z tohoto gelu
(Obréazek 10, str. 46) jegmé, e protein nebyl tven ped indukci a na konci kultivace byl
p itomen v nerozpustné frakci. Vzorky bylyigraveny podle kapitoly 3.2.3 (str. 31). Vygk
vihké biomasy f kultivaci NusA-His-(GlyAlaMet)*-IGF-Il na 1 L kultivaniho média se

pohyboval v rozmezi 3—4 g. Produkce rozpustnéhtepro byla potvrzena analysou vzork
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zpr b hu kultivace pomoci SDS-PAGE. Na Obrazku 10 je tyide protein nebyl

produkovan ped indukci a p konci kultivace byl v rozpustné form
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Obrazek 9: R stové k ivky bakterii E. coli BL21 (DE3) p i expresi IGF-11. ervena
k ivka znazoruje prb h kultivace Hig-GB1-Gly'-IGF-Il v LB médiu; zelena
v isotopov obohaceném minimalnim médiu. Modrévka representuje nast kultury

p i produkci NusA-His-(GlyAlaMet)*-IGF-Il za pou iti LB média. Indukce exprese je
vyzna ena hvzdi kou.
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Obrazek 10: Detekce pitomnosti produkovaného IGF-II p i kultivaci v bakteriich

E. coli BL21 (DE3) A: 15% SDS-PAGE; Exprese Hi&B1-Gly'-IGF-Il. St — standard
molekulovych hmotnosti Broad range [kDa], b — bailktep ed indukci, sed -
nerozpustna frakce z konce kultivace obsahujiciriexpvany protein (o velikosti
piblin 20 kDa, v rameku), CS — rozpustna frakce z konce kultivaBe.10% SDS-
PAGE; Exprese NusA-His(GlyAlaMet)'-IGF-Il. St — standard molekulovych
hmotnosti Broad range [kDa], b — bakterieg indukci, CS — rozpustna frakce na konci
kultivace obsahujici exprimovany protein (o veliiop iblin 66 kDa, v rameku),
sed — nerozpustna frakce na konci kultivace.
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Jak ji bylo popsano, p rekombinantni produkci insulinu a IGF v expresnéystémech
E. coli dochazi k ukladani proteinu ve forninklusnich tlisek [152-154]. Jak si blky
s proteinem poradi, zavisi nakolika faktorech. Jsou jimi naiklad teplota kultivace, obsah
cystein tvo icich disulfidické mstky nebo koncentrace induktoru [155, 156]. Tvarbdusi
ale nemusi byt na Skodu a naopak se z této skagé da tit. Vyhodou je, e protein je
isolovany od cytoplasmatickych proteas a nehrady feho degradace v @y hu p stovani
bun nych kultur. DalSi pozitivum je zisk pomm istého proteinu, ktery se ovSem musi
podrobit renaturanimu protokolu, aby protein dosahl spravného slakombinace tchto
krok mé za nésledek, e zisk proteinu touto cestowagov pon kud naron jsi.

Isolace nerozpustného proteinu (IGF-II ve fuzi slPodle kapitoly 3.4.1 (str. 33) je
zalo ena na opakované centrifugaci postupredouci k ziskani proteinového sedimentu.
Prvnim krokem je rozruSeni bumych membran pomoci sonikace vtpmnosti
detergentniho inidla. K usnadnni procesu je bunna suspenze inkubovana s lysosymem,
ktery pomé&h& degradovat buné stny E. coli. Pi préaci s vtSimi objemy je vyhodnSi
bun né stny rozbit pomoci vysokotlakého homogenizatoru.

Obrazek 11 (str. 48) analyticky znazoje jednotlivé kroky isolace nerozpustného
proteinu pomoci SDS-PAGE (A) a WB (B). Na této walzaci je vidt, e ast proteinu
(o molekulové hmotnosti fblin 20 kDa) je obsa ena i v oplachovych frakcich (W¥va).
AvSak pi dalsim zpracovani tyto frakce neposkytovaly vymné mno stvi proteinu a nebyly
tedy v dalSich experimentech pou ivany. Pro nagledwpracovani byl pou it koney
sediment, ktery obsahoval tém ista inklusni tliska (In). Fotografie nitrocelulosové
membrany po WB prokazuje, e protein o velikostiKDa obsahuje polyhistidinovou kotvu.
Imunodetekce byla provedena specifickou protilatkonjugovanou s lkenovou peroxidasou.

Studie z poslednich let z oblasti prace s IGF-4,[857] se p produkci proteinu opiraji
0 poznatky fuze s proteinem NusA [158]. Tento ba&bei protein je prozen rozpustny a
byl proto UspSn ur en jako dobry fuzni partner [159]. Isolace rozpéktmproteinu (IGF-II
ve fuzi s NusA) z bunné biomasy ziskané dle kapitoly 3.1.2 (str. 30)abgtovedena
sonikaci. Postup je popsan v kapitole 3.4.2 (¢k). Bou ivany pufr obsahuje detergent, ktery
pomaha desintegrovat bumé membrany, a glycerol ippivajici ke stabilit rozpustného
proteinu. Pitomnost proteinu v solubilni form(CS) potvrdila analysa pomoci SDS-PAGE,
kterd je znadzorma na Obrazku 13 (str. 50).ast proteinu byla ftomna i ve frakci

nerozpustné (sed).
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Obréazek 11: Isolace nerozpustného proteinu (HisGB1-Gly*-IGF-11) z cytoplasmy
E. coli BL21 (DE3). St — standard molekulovych hmotnosti Broad rarid2a], StC —
standard molekulovych hmotnosti Spectra multicgkdda], CS — bun ny supernatant,
W1 — prvni omyti, W2 — druhé omyti, In — inkluseisH- positivni standard proteinu
s histidinovou kotvou (30 kDajA: 15% SDS-PAGE za redukujicich podminé&. WB
proteinovy penos s imunodetekci.

4.1.2 Purifikace

Podle doporuovanych postup vyrobce afinitni kolony [160] a na zakladkuSenosti ve
Skolici laboratd byl navren protokol proteinové renaturace prodgr s nerozpustnym
proteinem (IGF-Il ve fazi s GB1). Ptomto postupu je protein nejprve denaturovanyaaiti
chaotropnich vlastnosti vysoce koncentrovanéawioy. P idavek redukniho inidla, jakym
je -merkaptoethanol, v tomto kroku zarovezvol uje disulfidické mstky. Takto oSeena
inklusni t liska jsou nanesena na kolonu, kde komplexovang imklu v agarosovém nosi
zachyti histidinovou kotvu proteinu. V tomto okakui je protein stale v denaturdch
podminkadch a nema definovanou strukturu. Ke sbapeoteinu dojde v moment kdy
vymyjeme chaotropniinidla a pevedeme protein do pufru o spravném pH. Nyni ji en
nasledovat eluce, pro kterou vyu ivame \s/vacich vlastnosti latky podobné histidinu,
imidazolu. Pi vhodn nastaveném gradientu tato metoda uroge oddleni proteinu
v r znych formach, jakymi jsoudba agregované stavy.

Inklusni t liska ziskana dle kapitoly 3.4.1 (str. 33) byla &&ena na kolonu HisTrap HP
(5ml) po 2-3 hodinové inkubaci vpufru s 8 M mwinou a 0,02% (v/v)

-merkaptoethanolem. Eluce byla provad segmentovym gradientem na apamatikta

FPLC za spektrofotometrické detekce plnové délce 280 nm, kde absorbuji aromatické
aminokyseliny. Representativni chromatograficky nedm je znazorm na Obrazku 12
(str. 49), stejn tak visualizace pomoci SDS-PAGE v redukujicim riedekujicim prosedi.
Z t chto ilustraci je 2jmé, e se protein z kolony uvalje jak ve form monomeru (frakce

A7 a A8), tak ve snsi multimernich stav (frakce B12 a B11). Pro dalSi zpracovani byly
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spojeny frakce pslusnych forem, ale byly ponechany isolovariP ed proteolytickym

odd lenim fazniho partnera byl pomoci dialyzy ze vzodkistrann imidazol.
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Obrazek 12: Purifikace IGF-Il zinklusnich t lisek. A: Representativni zaznam
elu niho profilu purifikace HigGB1-Gly'-IGF-Il na kolon HisTrap HP. Eluce byla
provad na imidazolovym gradientem (100 % B obsahuje 0,5nm\idazol). B, C: 15%
SDS-PAGE analysa pb hu eluce v redukujicimB) a neredukujicim) prostedi. St —
standard molekulovych hmotnosti Broad range [kRa}, nandSka, FT — protekla frakce,
W1 — prvni promyti kolony, W2 — druhé promyti, A7&B- jimané frakce.

Pi praci s rozpustnym proteinem (IGF-1l ve fuzi s9) je proces purifikace o no
rychlejSi. Postup je popsan v kapitole 3.4.2 (8#). Na kolonu byl nanaSen bumy
supernatant (CS). Nespecificky vazané proteiny byipyty imidazolem o nizké koncentraci
(5 mM, W2) nebo do frakce A3, kterd odpoviddblbn 50 mM imidazolu podle
chromatografického zdznamu na Obrazku 13 (str. Z@pdnoceni dat, kter4 poskytuje
visualizace pomoci porovhani SDS-PAGE v redukujieimeredukujicim prosdi (tenty
obrazek), vypovida o majoritni ippmnosti monomerni formy proteinu ve frakci A6akce
nasledujici obsahuji postupny ékek protein o multimernim charakteru. Pro nasledujici
postupy byla pou ita isolovana frakce A6.€ld proteolytickym oddenim fuzniho partnera
byl ze vzork odstrann imidazol pomoci dialyzy, kdy doSlo zarovk p evedeni do pufru

vhodného pro naslednou gelovou chromatografii.
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Obrazek 13: Purifikace rozpustného IGF-II (ve fdzi s NusA). A: Elu ni profil
purifikace NusA-Hig-(GlyAlaMet)*-IGF-1I. Eluce byla provacha imidazolovym
gradientem (100 % B obsahuje 0,5 M imidazd),. C: 12,5% SDS-PAGE analysa
jednotlivych frakci purifikace v redukujicimBf a neredukujicim §) prostedi. St —
standard molekulovych hmotnosti Broad range [kD&C — standard molekulovych
hmotnosti Spectra multicolor [kDa], sed — sedimbaoh ného lysatu, CS — bunny
supernatant, FT — protekla frakce, W1 — omyti najfiadn pufrem, W2 — omyti
nespecificky vazanych proteinu (pufr s 5 mM imidkezo), A3-B12 — jimané frakce.

4.1.3 Proteolytické St peni

Po odstrami imidazolu z vybranych proteinovych frakci jelda oddlit adany produkt
od flzniho partnera. Soéssti obou konstrukt produkce fuzniho IGF-Il je specificka
sekvence aminokyselin rozeznavana TEV proteasoype8i za pouiti TEV proteasy ma
hned nkolik vyhod. TEV proteasa vy aduje specifijSi sekvenci aminokyselin pro geni
ne napiklad thrombin nebo enterokinasa. Proto také nebit Stpici proces v uitou chvili
zastavovat, nebonehrozi nebezpé e by degradovala i samotny produkt. Sekvencdgea
uskupenim ENLYFQ-G, které je v Imych proteinech velmi vzacné. Ke peni dochazi mezi
glutaminem a glycinem. Hlavni vyhodou TEV proteasak je, e ji Ize rekombinantn
snadno ppravit za dosa eni vysokych vyk .

Postup proteolytického §eni je popsan v kapitolach 3.5.4 (str. 36) a 3(6t2 38).
V pipad Stpeni IGF-Il od GB1 bylo eba TEV protease umo nit ieni pidavkem
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reduk ni sily do pufru. Proto e IGF-1l obsahuje disulio#é m stky, bylo tohoto prosedi
dosa eno nastavenim pomu redukovaného a oxidovaného glutathionu. Ng@d prace

s IGF-II ve fazi s NusA nebylo paba dalSich aditiv ke zigtupn ni proteinu protease.

4.1.4 Separace produktu od fazniho partnera

Pomoci samospadové chelatachromatografie na nosiHIS-Select Nickel Affinity Gel
byl odd len produkt Stpeni od fuzniho partnera GB1. Postup je popsanpitdka 3.5.5
(str. 36). Histidinova kotva je navdzana na fuzrdroteinu, ktery se zachyti na kolgra
po adovany produkt prote skrz (FT). Kolona je poté jeSbmyta nanasSecim pufrem (W),
aby byl veSkery produkt zachycen k dalSimu zprasbvBlavazany protein a spolu s nim
i TEV proteasa, ktera také obsahuje histidinovotvikoje poté eluovan elaim pufrem
s 0,5 M imidazolem (E). Na Obrazku 14 je zobrazpamvnani tchto frakci pomoci SDS-

PAGE v redukujicim a neredukujicim presti.
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Obrazek 14: Elektroforeticky zdznam separace produtu proteolytického St peni
pomoci niklové afinitni chromatografie StC — standard molekulovych hmotnosti
Spectra multicolor [kDa], L — nanaSka na kolonu, FTprotekla frakce, W — omyti
kolony, E — eluce véazanych protein Pi tomto uspoaddani se kyeny produkt
(Gly™-IGF-Il o velikosti 7,4 kDa) nachazi v proteklé k@ a asten i ve frakci
omyvaci. Fuzni partner se dikyifpmnosti histidinové kotkvy zachyti na kolanLeva
ast gelu sestava ze vzorks redukujicim prosedim (VP-S), prava ze vzorkbez
reduk niho inidla (VP-0).

Je zde vidt, e nanaska (L) obsahuje jednak produktyéni, kterymi jsou GIy-IGF-1l a
Hiss-GB1, déle zbytek neposStipaného materialu a mimé jimultimerni formy produktu.
Z redukujici asti gelu je patrné, e frakce protekla (FT) a omsiv(W) obsahuji ky eny
produkt, ale neredukujiciast gelu ukazuje, e je tento produktitpmen tém jen
v multimernich formach provazanygs disulfidické mstky, a proto na gelu i gs delSi

vybarvovani neni patrny pas monomeru. Toto propojen pitomno i se zbytkem
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neposStipaného proteinu, z tohotosddu je produkt i ve frakci proteineluovanych z kolony
(E). Diky tomuto chovani IGF-11 je pokud zti ena prace s nim a vyplyvaji z ni celkemkeiz

vyt Ky preparace.
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Obrazek 15: Separace produktu proteolytického Stpeni p i praci s IGF-II ve fuzi

s NusA. A Chromatograficky zaznam gelové permmia chromatografie vyu ité
k separaci (GlyAlaMetj-IGF-1I a od$tpeného fazniho partner8, C: 10% B) a 20%
(C) SDS-PAGE v redukujicim (frakce VP-S) a neredu&imji (frakce VP-0) prosedi.
St — standard molekulovych hmotnosti Broad rand®alk L — nanaSka, Lb — nanasSka
p ed zvySenim koncentrace, 1-4 — zachycené frakcgarBeany (GlyAlaMet)-IGF-I|

(o velikosti piblin 7,4 kDa) byl pitomen ve frakci 3.

Pi praci sIGF-Il ve fuzi s NusA neni po od8éni dalSim krokem niklova afinitni
chromatografie, ale gelova permea chromatografie, kterd& umauje dleni protein na
zéklad velikosti astic. Pracovni postup je popsan v kapitole 3.4 88). Pro tuto metodu
byla pou ita kolona Superdex 75 10/300 GL a FPL@rafura Akta basic. M& viak omezeny
objem nanasky, a tak byla ve frakcied pouitim navySovana koncentrace pomoci
ultrafiltrace. Zahu%vani probihalo bez problém proteiny se nelepily na filtrai
membranu. ZvySeni koncentrace bylo sledovano spiektmetricky pomoci NanoDropu
ND-1000. Produkty $peni jsou dva odlisnvelké proteiny: (GlyAlaMet}-IGF-II o velikosti
asi 7,4 kDa a NusA-Hiso velikosti 57 kDa. Jako prvni tedy kolonou projasA-His,
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pipadn zbytek nepostipaného proteinu, kdeto (GlyAlaMelBF-1l se zpomali
zachytavanim do naplrkolony a eluuje se v pozgim retennim ase. Pro odhadnuti tohoto
asu byla kolona nejprve kalibrovana & protein o znamé velikosti. Pro
(GlyAlaMet)*-IGF-II byl vypo itan retenni as piblin 14 minut. Tento vypeet souhlasi
se skutenym pr b hem, ktery je znazorm chromatogramem na Obrazku 15 (str. 52). Hlu
profil byl sledovan g dvou vinovych délkach, 254 a 280 nm. Jimané kakgly dale
analysovany pomoci SDS-PAGE, jeji vystup je na t@®nobrazku. Z gelu je patrné, e
frakce 1 a 2 obsahuji nepoStipany protein a peé$ty NusA-Hig, a to i v multimernich
formach, dle porovnani gelu v redukujicim a neregickm prostedi. Do frakce 3 byl
zachycen produkt (GlyAlaMet}IGF-II, ktery je ve form monomerni, jak ukazuje op

porovnani gelu v redukujicim a neredukujicim pexit

4.1.5 Vysokou inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Frakce ziskané dle kapitol 3.5.5 (str. 36) a 3(6td 38), tedy ty obsahuijici IGF-II, byly
nejprve zbaveny pufru na kolorChromabond & jak je popsano v kapitole 3.7 (str. 39).
Napl kolony tvoi silikagel s navdzanymi nepolarningt zci o délce ty uhlik (butylové
skupiny). Proteinova interakce s kolonou je na adklhydrofobnich vlastnosti daného
proteinu. Silnji se na kolonu va e protein st8i mirou hydrofobnich Usek Eluce byla
provad na 80% ACN (v/v) s 0,1% TFA (v/v) rozkna do dvou frakci po ccatpobjemech
kolony (E1, E1). Eluce fpadnych siln vazanych protein jakymi by mohly byt multimerni
formy IGF-II tvo ici agregaty s vysokym podilem hydrofobnich Usdlyla provadna 100%
ACN (E3).

—21.762
21.368

123.875

Obrazek 16: Porovnani chromatografickych zaznam z analytické RP-HPLC (na
kolon 214TP54-C4 o rozmrech 25 4,6 mm spolenosti Vydac) komem dostupného
IGF-11 (B) a rekombinantn p ipraveného GI}-IGF-1I (A). Retenni as pipraveného
Gly -IGF-1l odpovida retemimu asu zakoupeného IGF-II.
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P itomnost produktu v eluované frakci byla potvrzgraamoci analytického usp@dani
RP-HPLC na kolon 214TP54-C4 (Vydac) o rozmech 25 4,6 mm. Postup je popsan
v kapitole 3.8.1 (str. 39). Byly analysovany frakte E1, E2 a E3. Protein se v dy nachazel
ve frakci E1, jak se pdpokladalo. Chromatograficky zaznam analysy frakteobsahujici
Gly™-IGF-IIl v porovnani se zaznamem komer dostupného IGF-I je znadzom na Obrazku
16 (str. 53).

Molekula IGF-Il obsahuje ve své sekvenci Sest dystekteré pi sbalovani proteinu
vytvai t i disulfidické m stky. Pi nespravném provazani dochazi k tvorbznych isoforem
IGF-Il. B hem oxidativni renaturace olgjn dochazi k vytveeni dvou termodynamicky
stabilnich forem s zn poskladanymi disulfidickymi nstky, jak bylo pozorovano pro IGF-I
[161]. Spravn sbalena forma proteinu Ize odliSit pomoci vazebnigst, proto e odliSna
orientace helixu v druhé termodynamicky stabilndfasm vede ke snieni biologické
aktivity [162]. Za uelem oddleni t chto isoforem byla provedena RP-HPLC v preparativni
uspoadani. Frakce ziskana po odsoleni byla lyofilizav@annéaslednrozpustna v 6,67%
(v/v) kyselin octové s 26,67% (v/v) ACN a 0,03% (v/v) TFA. Talkpapraveny roztok
proteinu byl nanesen na semipreparativni kolonuTPB40-C4 (Vydac) o rozmech
250 10 mm. Gradientova eluce popsana v kapitole 3.8t2 39) probihala za pioku
4 ml/min. Chromatografické zaznamy =2pstni Gly™-IGF-Il a ¥C/°N-Gly™-IGF-II
s vyznaenymi retennimi asy a hmotnostni spektra jsou na Obrazku 17 (8{r.a518
(str. 56). Chromatografické zaznamy e St ni ostatnich analogjsou spolu se zdznamy
z hmotnostni spektrometrie v iBhach 1 a 9 (od str. 81). Nasbirané frakce byly
lyofilizovany a pitomnost spravného produktu byla ona pomoci hmotnostni
spektrometrie. V ppad (GlyAlaMet)™-IGF-Il viak nebylo pe it no dostatené mno stvi

pot ebné pro analysu pomoci hmotnostni spektrometrigra®eny byly nasledujici proteiny:

p ibliny vyt ek na 1 L kultivaniho média

Gly™-IGF-II 1,0 mg
B3C/N-Gly - IGF-II 1,0 mg
Gly*Asr?®-IGF-II 1,4 mg
Gly™-IGF-Il ins: Gly-Ser za Ardf 1,2 mg
Gly™IGF-Il ins: Pro-GIn za Sé&t 0,8 mg
Gly™IGF-Il ins: Gly-Ser za Ardf, Pro-GIn za Sét 0,8 mg
(GlyAlaMet) *-IGF-II neva itelné
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Obrazek 17 A: Chromatograficky zaznam semipreparativnihno uédgani RP-HPLC
z preparace GIy-IGF-1Il. Separovany byly t frakce dle vyznaenych retennich as .
Nativni protein byl pitomen ve druhé frakci.B: Uplné hmotnostni spektrum
Gly'-IGF-Il ziskané metodou ionizaci pomoci elektrogpreC: Vybrana oblast
hmotnostniho spektra izlusnéa signalu proteinu.
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Obrazek 18 A: Chromatograficky zaznam semipreparativnhiho uégéani RP-HPLC
z preparace’C/*N-Gly *-IGF-II. Separovany byly t frakce dle vyznaenych retennich
as . Nativni protein byl pitomen ve druhé frakciB: Uplné hmotnostni spektrum
13C/*°N-Gly*-IGF-II ziskané metodou ionizaci pomoci elektrog@r€: Vybrana oblast
hmotnostniho spektra {slusna signalu proteinu.
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4.2 Biofyzikalni charakterizace

4.2.1  Cirkularni dichroismus

Pro vyloueni odliSnosti sekundarni strukturyigsavenych protein, IGF-lIl a jeho
analog, byla vyuita metoda elektronového cirkularnihochtioismu (ECD). Cirkularni
dichroismus je dan rozdilnou absorpci pravisto a levotoiv kruhov polarizovaného
paprsku a je men jako funkce vinové délky. Tuto vlastnost majticky aktivni latky,
jakymi jsou i proteiny diky obsahu chirdlnich uhlitvo icich peptidovou vazbu. Rozdilné
sekundarni struktury davaji jiny gr h ECD spektra.

Parametry snimani dat jsou popséany v kapitole &f040). Vzorky byly m eny v 5%
(v/v) roztoku kyseliny octové p koncentraci 0,33 mg/ml. Pronena byla spektra
Gly™-IGF-II; Gly*Asr?®-IGF-II; Gly -IGF-Il ins: Gly-Ser za Ardf;  Gly*-IGF-Il ins: Pro-
GIn za Sef a Gly-IGF-Il ins: Gly-Ser za Ardf, Pro-GIn za Sé&P. Ziskana spektra jsou

zobrazena na Obrazku 19.
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Obrazek 19: Spektra z cirkularniho dichroismu IGF-Il a jeho analog . Podle
odlinosti kivek analog Gly'Asr’*-IGF-Il a Gly*-IGF-II ins: Pro-GIn za Sét lze
soudit, e u tchto analog patrn dochazi k mirné modulaci terciarni struktury.

Z pr b hu nam enych spekter je patrné, e u dvou ¢ analog dochézi k podstatnému
posunu kivky oproti nemodifikovanému GI}IGF-II. V p ipad Gly*Asm™-IGF-II je zm na
sm rem Kk v tSimu podilu helikalni struktury, konkrétise jedna o tém 6% nar st. Inserce

Pro-GIn za Sé&F naopak vede ke snieni procentudniho zastoupetikih v terciarni
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struktue proteinu 0 5 %. V ramci ostatnich strukturnicanent nedoslo k signifikantni
zmn .

Pro odhad obsahu sekundarnich struktur byla pow#t nasnimana v oblasti 200 a
260 nm. Vypoet byl proveden pomoci programu CD Spectra Decamiwnl 2.11 s vyu itim
metody neuronovych siti NNET_13. Pouivana neur@én@ NNET_13 je vhodna pro
komplexni spektra peptidpi em pr m rna chyba predikce sekundarni struktury je 4,63 %.
Program analysoval spektra v jednotkach v clegdmol™. Vypo itané hodnoty jsou shrnuty

v Tabulce 2.

Tabulka 2: Procentualni zastoupeni strukturnich elemel®&F-Il a jeho analog
vypo itané na zakladdat z cirkularniho dichroismu v oblasti 200-260.nm

Antiparalelni  Paralelni . Statistické

-helix list list -ota ka Klubko Celkem

Gly™-IGF-II 25,5 % 11,8 % 10,6 % 18,9 % 35,3 % 102,1 %
Gly*Asr*®-IGF-II 30,3 % 10,0 % 9,0 % 17,9 % 31,0 % 98,2 %
Gly ™ IGF-II o o o o o 0
ins: Gly-Ser za Ay 26,0 % 11,6 % 10,5 % 18,8 % 35,0 % 101,8 %

-1
Gly” -IGF-II 21.0 % 13,9 % 12.8 % 19.8 % 410% 1085 %
ins: Pro-GIn za Sé&t
Gly™-IGF-II
ins: Gly-Ser za Artf, 26,0 % 11,6 % 10,5 % 18,7 % 35,2 % 102,0 %

Prc-Gln za Se*°

4.2.2 Vazebné interakce

Vazebné afinity k receptom IR-A a IGF-1R byly testovanyn vitro v laboratoi Dr.
Ji iho Jiraka ve skupin Biochemie a molekularni biologie UOCHB AVR, v.v.i. Afinity
p ipravenych protein v i insulinovému receptoru isoformy A byly testovama linii
lidskych lymfocyt IM-9, v i IGF-1R na linii mySich embryonélnich fibroblast
s deletovanym genem pro mysi IGF-IR transfekovamgaiem pro lidsky IGF-1R. Testovani
bylo provadno metodou kompetitivhiho vyg ovani radioaktivnh zna eného insulinu nebo
IGF-I v dy duplicitn a minimaln ve tech opakovanich. K vyhodnoceni vysledkyl pou it
program GraphPad Prism 5.0, ve kterém byly vydng vazebné kvky a s vyuitim
prokladani rovnici modelu jednoho vazebného mistasauasného zohledmi deplece
ligandu ureny hodnoty disociaich konstant (K. Souhrnné vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 3 (str. 59) a 4 (str. 60).
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3 I = IGF-II
100k ET4a =+ Gy IGF-II
L = GlytAsn®IGF-II

IGF-1I

Gly'llGF-II ins: Gly-Ser za Arg34

Gly'llGF»II ins: Pro-Gln za Ser®®
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Obrazek 20: Porovnani vazebnych kivek rekombinantn p ipravenych analog
IGF-Il k IR-A. K ivky zavislosti specifické vazby na koncentraci dha analogu byly
generovany programem GraphPad Prism 5.0 z hods&gaych v dy minimaln ze ti
m eni.

Afinita rekombinantn p ipraveného GIy-IGF-Il v i IR-A a IGF-1R je srovnatelna
s afinitou komem dostupného IGF-Il. Takto pravované proteiny tedy mohou byt
vyu ivany ke stanoveni vazebnych interakci ivreceptorm. VSechny gpravené analogy
v sob nesou mutaci, kterd je odvozena ze sekvence I®HR-testovani doslo u vSechy

analog k o ekdvanému sni eni vazebné afinity vinsulinovému receptoru isoformy A.

Tabulka 3: Afinita rekombinantn p ipraveného GIy-IGF-Il a jeho analog k IR-A
m end& na linii lidskych lymfocyt IM-9. Hodnoty disocianich konstant byly ziskany
prolo enim vazebnych kvek za pou iti modelu jednoho vazebného mista, szaly
m eni byla vypoitdna stedni chyba prm ru. Specifickd vazba byla vyptena
v zavislosti na disociai konstant insulinu.

ligand KgV SEM [nM] 52;;??;,? po etm eni
insulin (Sigma-Aldrich, USA) 0,47V 0,05 100v 11 4
IGF-II (Sigma-Aldrich, USA) 6,99V 0,41 6,1V 0,4 7
Gly -IGF-II 8,09V 0,19 5,8V 0,1 3
Gly*Asr*®-IGF-II 12,36V 2,20 3,8V 0,7 3
Gly™-IGF-Il ins: Gly-Ser za Ardf 15,37V 6,03 3,1V 12 3
Gly™-IGF-Il ins: Pro-Gln za Sét 37,99V 2,92 1,2V 0,1 3
Gly-IGF-Il ins: Gly-Ser za Arff, Pro-Gln za Sé? 23,38V 4,79 2,0v 0,4 3
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Nejvyrazn$i sni eni bylo pozorovano pro analog GHGF-II ins: Pro-Gln za Sét,
u kterého byla namena specifickd vazba 1,2 % v porovnéni s insulindaopak nejmensi
sni eni vazby k receptoru, bylo pozorovano u analsdgodovou mutaci v pozici 29, kdy byl
serin nahrazen asparaginem. Nagna hodnota odpovida 3,8 % specifické vazby insulin
Vazebné kivky jsou na Obrazku 20 (str. 59) a souhrnné vysjgdou uvedeny v Tabulce 3
(str. 59).

Hodnoty ziskané z meni vazebnych afinit pravenych analogv i IGF-1 receptoru
nevypovidaji o vyznamné zm vazebnych interakci. Na Obrazku 21 jsou vazebndk

p ipravenych analoga souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tabulce 4.
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Obréazek 21: Porovnani vazebnych kivek rekombinantn p ipravenych analog
IGF-II k IGF-1R. K ivky zavislosti specifické vazby na koncentraci dha analogu

byly generovany programem GraphPad Prism 5.0 vyboenim hodnot ziskanych
minimaln t emi m enimi.

V ramci pipravenych analogdoslo k mirnému nastu vazebné specifity vi IGF-1R
oproti komern dostupnému IGF-Il. Vypdtané hodnoty disociaich konstant
rekombinantn p ipraveného GIy-IGF-Il a komerniho IGF-II se mirn li$i v d sledku
nehomogenity mezi daty nanenymi pro GIy-IGF-II, ve kterych se jedna z obdr enych
hodnot vyrazn liSila od ostatnich, ale gsto nebyla zanedbana. Mezippavenymi analogy
m la v tSi vliv na zvySeni vazebné interakce inserce akyiggin glycin a serin za arginin
v pozici 34, pro kterou byla vyp@ana vazebnéa specificita 5,8 % vzta ena na IGpiot
4,7 % komern dostupného IGF-Il. Inserce prolinu a glutaminu sa&in v pozici 39 se
prakticky na vazebné afinitneprojevila. Kombinace obou inserci naopaksgbila sni eni
specifické vazby (4,2 %).
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Tabulka 4: Afinita rekombinantn p ipraveného GIy-IGF-Il a jeho analog k IGF-1R
m ena na transgennich mysSich embryondlnich fibrobtdst Hodnoty disocianich
konstant byly ziskdny proloenim vazebnychivek za pouiti modelu jednoho
vazebného mista, z provedenych eni byla vypoitdna smrodatna odchylka.
Specificka vazba byla vyptena v zavislosti na disociai konstant IGF-I.

ligand KqV SEM [nM] 55;;??;)? po etm eni
IGF-I (Tercica, USA) 0,24V 0,05 100V 19,2 5
IGF-II (Sigma-Aldrich, USA) 5,11V 1,64 4NV 1,5 4
Gly ™ IGF-II 3,35V 0,66 7.V 1,4 4
Gly*Asr?®-IGF-II 4,56V 1,09 53V 1,3 3
Gly™-IGF-Il ins: Gly-Ser za Ardf 4,13V 0,90 58V 1,3 3
Gly-IGF-Il ins: Pro-Gln za Sét 5,00V 1,10 48v 1,1 3
Gly™IGF-Il ins: Gly-Ser za Ar{f, Pro-GIn za Sét 5,68V 2,13 4N 1,6 3

4.2.3 Nuklearni magneticka resonance

P ftomnost terciarni struktury rekombinantp ipraveného GIy-IGF-II byla potvrzena
sérii experimentnuklearni magnetické resonance. Data byla snimarspektrometru Bruker
Avance Il s pracovniH frekvenci 600 MHz vybavenénijadernou kryosondou.

Byla prom ena spektra rekombinantn pipravenych  GI#-IGF-Il  nebo
BCAN-Gly-IGF-Il 0 koncentraci 200 M, resp. 185 M, ve vodném roztoku 50 mM
deuterované kyseliny octové s 5% (v/v)a 0,01% Nakl Parametry meni jsou uvedeny
v kapitole 3.12 (str. 41). Na jednodimenzionalrish spektru na Obrazku 22 (str. 62) jsou
patrné signaly amidickych vodiks oblasti 7.5 a 9 ppm. Tato disperze je charakteka pro
protein s pravidelnou strukturou obsahujici hydboiiojadro, naopak protein s nedefinovanou
strukturou poskytuje signdly pouze v u Sim rozmezdlo 8.0 ppm [149]. Oblast v rozmezi 7
a 10 ppm pislusi signalm amidickych vodik hlavniho et zce, které se v oblasti okolo 7
ppm pekryvaji se signaly aromatickych skupin. Signalgkeli 1 ppm jsou typické pro
vodiky na methylovych skupinach s charakteristickdigperzi zpsobenou pgtomnosti
hydrofobniho jadra proteinu.

Dale bylo realizovano ikolik dvoudimenzionalnich experimentpro obdreni dat
vhodnych k biofyzikalni charakterizaciipraveného proteinu. Na Obrazku 23 (str. 63) jsou
specifické vyezy z tchto dvoudimenzionalnich spekter vykazujici daf&rekteristické rysy
sekundérni struktury. Na panelu A je zobrazenasvtdpektra 2D TOCSY nesouci korelace
alifatickych (F1) a amidickych (F2) vodik Panely B a C obsahuji 2D NOESY spektra
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s prvky pizna nymi pro -helikalni uspcadani terciarni struktury (7—8 ppm F1 a 8-9 ppm
F2).

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Obréazek 22: NMR spektrum rekombinantn p ipraveného Gly*-IGF-II.

'H NMR spektrum GI{-IGF-1I o koncentraci 200 M m ené pi 298 K ve vodném
roztoku 50 mM deuterované kyseliny octové (pH 3s8% pidavkem DBO. Signaly
v oblasti 7-10 ppm davaji vodiky na amidickych dish hlavniho et zce, oblast
v okoli 1 ppm je charakteristickd pro vodiky methwjych skupin. Spektrum bylo
generovano programem TopSpin 3.2.

Jako dalSi vramci formulace biofyzikalniho chovénily uskuten ny experimenty
HSQC. Pro tyto (ely byl rekombinantn pipraven Gly-IGF-Il uniform obohaceny
o isotopy™N a'*C. Korelace @mo svazanych uhlika vodik jsou zobrazeny na Obrazku 24
(str. 64). V tomto dvoudimenzion&lnifiC/*H HSQC spektru se nachazeji regiony typické
pro methylové skupiny (11-30 ppm F1, 0-2 ppm Ff9, korelace uhlik a vodik hlavniho
et zce (50-60 ppm F1, 3-5.5 ppm F2). Signaly v obB@t45 ppm F1 a 2—4 ppm F2 jsou
zeslabené, co jsou charakteristické izmaky konformani heterogenity. DalSim
dvoudimenzionalnim experimentem bylo snimani dablgnych odezvou svazanych atom
dusiku a vodiku hlavnihoet zce a amidickych skupin postranniokt zc (Obrazek 25,
str. 65). Disperze jednotlivych signay tomto*>N/*H spektru potvrzuje jtomnost terciarni
struktury, nebo nesbaleny protein poskytuje data o signalech témerozliitelnych v*H
domén. Piblin 60 % ziskanych signélze dobe odliSit, zbyla ast se navzajem gkryva
v prostedni asti spektra. Na zakladpublikovanych dat [34] byly k rkterym signalm

p i azeny odpovidajici aminokyseliny. Ve spektru jsomnaoeny piky pro typickou
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deuteriovou vymnu postrannihoet zce glutaminu (Q18) a signaly igluSejici rigidnim

residuim, na n byla sousted na pozornost pstudiu dynamiky proteinu.
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Obrazek 23: BiofyzikdIni charakteristika rekombinantn p ipraveného
Gly™-IGF-II. Protein byl m en v koncentraci 200M p i 298 K ve vodném roztoku
50 mM deuterované kyseliny octové (pH 3,0) s 5%davkem DBO. A: 2D H/'H
TOCSY oblast korelaci alifatickych (F1) vodiks amidickymi (F2).B: 2D 'H/*H
NOESY korelace alifatickych (F1) vodiks amidickymi (F2).C: 2D H/*H NOESY
spektrum se signaly v oblastech 7-8 ppm F1 a 8-+ PR charakteristickymi pro-
helix. Spektrum bylo generovano programem TopSph 3
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Obrazek 24: Spektrum nuklearni magnetické resonance C-H par molekuly
Gly™-IGF-II. 2D C/*H HSQC spektrum zobrazuje koherencan svazanych uhlika
vodik molekuly “C/**N-Gly*-IGF-Il o koncentraci 185 M v roztoku 50 mM
deuterované kyseliny octové s 5% (v/v)A Spektrum vykazuje typické rysy korelaci
v ramci methylovych skupin (11-30 ppm F1, 0-2 pp#) B na hlavnim proteinovém
et zci (50-60 ppm F1, 3-5.5 ppm F2). Zeslabené signébentralni asti spektra
poukazuji na strukturni heterogenitu. Spektrum bgemerovano programem TopSpin
3.2.

Nasnimana data zvySe znmigch experiment vykazuji stejny jev roz&nych
spektralnich ar, ne jaké odpovidaji proteinu o dané velikosliento rys je typicky
u protein, které podléhaji samovolné agregaci nebo se vygingodstatnou strukturni
heterogenitou. Proto byla dale provedenaani difuzniho chovani za élem objasmi

chovani studovaného proteinu.
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Obrazek 25: Resonanni odpov  par N-H molekuly Gly*-IGF-Il. 2D *N/*H
HSQC spektrum**C/*°N-Gly™-IGF-Il o koncentraci 185 M v roztoku 50 mM
deuterované kyseliny octové s 5% (v/v) Ve spektru se nachazeji signaly typické pro
jednotlivé aminokyseliny, nagklad vym nny dublet vodiku a deuteria postranniho
et zce glutaminu (111 ppm F1VD.2 ppm F2). S phlédnutim k publikovanym dam
[34] byly n které rozliSené signaly pazeny k primarni sekvenci. Spektrum bylo
generovano programem TopSpin 3.2.

4.3 Difuzni a relaxa ni chovani

Za Uelem definice chovani IGF-Il z hlediska tvorby age byly provedeny
experimenty vedouci k ziskdni hodnot transiao difuzniho koeficientu a rotaiho
korela niho asu, které poskytuji informaci o hydrodynamickénopo ru molekuly.

Jednu sadu experimentp edstavovalo snimani dat pro vypo longitudinéalniho a
transverzalniho relaxaiho asu pro rzné**N na pate proteinu. M eni bylo provadno na
vzorku *C/*°N-Gly™*-IGF-Il o koncentraci 185 M v 50 mM deuterované kyselinoctové
(odpovidajici pH 3,0) s fdavkem 5 % (v/v) BO. Zhodnocenim intenzity ziskanych signal
v zavislosti na pou itych relaxaich prodlevach podle rovnic uvedenych v kapitol&23
(str. 41) byly ziskadny hodnoty rotaich korelanich as pro residua identifikovana na

zéklad dive publikovanych dat [34]. Pro snmodatnost vysledk byly pro ureni rotaniho
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korelaniho asu vybrany pouze aminokyseliny nachazejici segigni asti molekuly,
u nich lze pedpokladat, e transverzalni relaxace neni ovlha pisp vkem chemické
vym ny [149]. Reprezentativni ukazky prolo eniikek zavislosti relativnich intenzit signal
na relaxani prodlev (longitudinalni relaxani as) a na CPMG prodlev(transverzalni
relaxani as) jsou na Obrazku 26. ikky byly prolo eny exponencialni rovnici pro zigkia
parametr relaxace (T a T;). Hodnoty ziskanych longitudinalnich a transvenizdi

relaxanich as pro pi azena residua jsou na Obrazku 27 (str. 67).
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Obréazek 26: P iklad prolo eni k ivek longitudindlni (T;) a transverzéalni (T,)
relaxace. K ivky byly prolo eny rovniciW X YZR W . Pro tato konkrétni residua
byly ziskdny hodnoty Ta T, R24: 0,826 s a 0,048 s, pro C60: 0,649 s a 0,04&m0
E57: 1,033sa 0,041s. Vyhodnoceni a graficky wystoyly ziskany v programu
OriginPro 8.0.

Ze zavislosti na pomu T, a T, byl vypo itdn rotani korelani as pro pi azena residua

molekuly. Prm rna hodnota rotaniho korelaniho asu byla stanovena 1¥,2,8 ns. Z nho

vypo itand hodnota hydrodynamického polem dle vztahu ; K Ly PNO je
24,5/1,7 A.

Druhé m eni bylo zacileno na ziskani hydrodynamického potanpomoci difuznich
koeficient za vyu iti Debey-Stokes-Einsteinova vztahu. Ehi bylo provadno na vzorku
3CA°N-Gly-IGF-II 0 koncentraci 185M v 50 mM (pH 3,0) a 5% (odpovida 835 mM, pH
2,5) deuterované kyselin octové v prosedi DO. Ukazka takto ziskaného
pseudodvoudimenzionalniho spektra pro oblBissignal aromatickych postranniclet zc
je na Obrazku 28 (str. 68). Matematické podklady pypo ty jsou uvedeny v kapitole 3.12
(str. 41). Difuzni koeficient je v tomto jpad ur en za vyu iti m eni referenni molekuly,

kterou byl zvolen dioxan. Z namenych dat byl ziskan transkd difuzni koeficient
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1,2210"° m* s v roztoku 50 mM deuterované kyseliny octové a 1,a%¥ m?s* v roztoku
5% deuterované kyseliny octové. riito translanim difuznim koeficientm odpovidaji
hydrodynamické polonty 16,3 a 17,6 A.
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Obrazek 27: Hodnoty longitudinalnich A) a transverzalnichB) relaxanich as
p i azenych residui. Chybové U%§ representuji smodatné odchylky ziskané ip
exponencialnim prolo eni dat.

Hodnoty translaniho difuzniho koeficientu, hydrodynamického polem a rotaniho
korelaniho asu lze také stanovit teoretickym vypem pomoci program HYDRONMR
[163] nebo HYDROPRO [164], které jako vstupni hogngou ivaji soubory z PDB
databdze. Pm rné hodnoty translaiho difuzniho koeficientu a hydrodynamického
polom ru vypo itané z dvaceti modelstruktury IGF-Il (vstup 1IGL) pomoci programu
HYDROPRO 10 jsou (1,M50,12)10"° m?s* a 13,3/0,3 A. Prm rn& hodnota rotafho
korela niho asu vypoten& programem HYDRONMR 7a ze stejnych mogel6,5/0,3 ns.
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Obréazek 28: Chovani 'H signal aromatickych postrannich et zc p i difuznich
m enich. Data byla snimana n&C/**N-Gly'-IGF-Il o koncentraci 185 M v roztoku
5% deuterované kyseliny octové v presti D,O. Intenzita signaluse zeslabuje
v zavislosti na pou ité intenzit gradient magnetického pole. Zpracovanim integral
vybranych signdl byla ziskdna hodnota transtdho difuzniho koeficientu. Spektrum
bylo generovano programem TopSpin 3.2.
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5 Diskuse

Na rozdil od insulinu a IGF-I, se kterymi sdili wk®u sekvemi podobnost a strukturni
uspoadani, je IGF-Il schopen vazby jak k insulinovéreaeptoru isoformy A, tak k IGF-1
receptoru s relativnvysokou afinitou. Ka dy z hormonje mediatorem jiné bunné odezvy.
Hladina insulinu reguluje metabolické jd, jakymi jsou nakladani se sacharidy a lipidy,
zatimco cilova skupina @ kontrolovanych IGF zahrnuje bumou proliferaci nebo
diferenciaci. Diky strukturni podobnosti i mezi eptory pro vySe zmimé ligandy dochazi
k astému prolinani vyvolavanych igk , a tim nechiné systémové odpogi. Je tedy
namist identifikovat jednotlivé prvky zodpodné za specificitu receptorovych interakci jak
mezi molekulami hormon tak v ramci bun nych receptor. Tato diplomova prace se
zabyva zkoumanim chovéani IGF-Il pomoci NMR experimes cilem vytvoeni efektivnich
podminek pro dalSi strukturni studie.eBmtem prace byl navrh protokolu vhodného
k purifikaci rekombinantn p ipravovanych analog IGF-Il pro nasledné meni afinit
k vybranym receptom a biofyzikalni charakterizaci. V ramci této préogly p ipraveny

ty i analogy IGF-II, na kterych byl zkouman vlivkterych &sti IGF-I na vazebnou afinitu
k IGF-1R. Pro strukturni studie bylipraven uniform *3C a™N isotopov obohaceny IGF-II
k ur eni strukturni heterogenity a dynamiky pomoci NM&Reximent .

K produkci IGF-II byly zvoleny dva vektory pro heddogni expresi v systémb. coli.

V obou plasmidech je obsa ena sekvence kédujici-liGke fuzi s jingym proteinem, ktery
usnaduje rozpustnost a tedy i purifikaci daného proteiRu expresi IGF-II ve fuzi s GB1
proteinem v bakteriich dochazi k ukladani produké proteinu do inklusnichlisek a za

U elem ziskani spravrsbaleného proteinu jeeba dale postoupit renatura protokol. Tento
fuzni partner byl zvolen pro jeho dobrou rozpustnetabilitu a snadné sbaleni do nativni
formy, ke kterému dojde i v rdmci kmu pipojenému proteinu [165, 166]. Druhym fuznim
partnerem byl protein NusA, ktery vede k produka@pustného proteinu fno do bakterialni
cytoplasmy. Fuze IGF-Il stimto partnerem zajjg relativn vysoké vyt ky spravn
sbaleného proteinu [158]. Tento vektor byl zvolenzaklad ji publikovanych studii IGF-II
[157]. Purifikace rekombinantnp ipravovanych analog byla zati ena intermolekularnim
kovalentnim provazanim IGF-Il @s cysteinové disulfidické rmstky, diky kterému
nedochazelo k efektivnimu odpeni fuzniho partnera a celkovk relativn nizkym
vyt kK m. Na tento fakt se zani dalSi experimenty za @élem zefektivhni proteinové

produkce.
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Na zaklad aminokyselinové sekvence IGF-I byly navr enty i analogy IGF-II nesouci
v sekvenci bodovou mutaci nebo inserce. Aynv primarni struktie byly nasledujici: (i)
zam na serinu v pozici 29 za asparagin, (ii) vlo eniiaokyselin glycin a serin za asparagin
Vv pozici 34, (iii) vlo eni prolinu a glutaminu zasn v pozici 39 a (iv) kombinacedhto dvou
inserci. Zminné modifikace jsou vyznany na Obrazku 29. Inserce se nachazeji
v nestrukturované domerC a zavedeni obou dvou inserci do molekuly IGi#d doménu
prodiu uje na stejnou délku jako je tomu u molekiBF-I. Tyto analogy a nemodifikovany
IGF-1I byly p ipraveny v heterolognim expresnim systébucoli ve flzi s proteinem GB1.
Jako enzym od$pujici fuzni protein byla zvolena TEV proteasa,capro jeji snadnou
rekombinantni gpravu a nespornou vyhodu Bici sekvence, ze které na cilovém proteinu
z stava oproti grozenému IGF-1l navic pouze jedna aminokyselinaut® aminokyselinou

je glycin umistny na N-koncovéasti sekvence.

Obrézek 29: Znézorn ni residui pro umist ni mutaci v ramci primarni sekvence
molekuly IGF-II. Serin v pozici 29 byl zanrm n za asparagin. Za arginin v pozici 34
byl vlo en aminokyselinovy par glycin-serin a zarise v pozici 39 byly vio eny
aminokyseliny prolin a glutamin. Inserce v pozi@ & la nejv tSi vliv na vazebnou
aktivitu ligandu, pravdpodobn diky svému umishi v blizkosti -helixu, jeho
formace mohla byt timto zasahem naruSena. llustriagka vytvoena v programu
PyMOL 1.5 za pou iti PDB souboru 1IGL.

Analytické uspcadani vysokounné kapalinové chromatografie na reverzni fazi aemi
vazebnych afinit potvrdily, e u takto ipraveného GI¥-IGF-Il nedochazi ke zrmam
v biologickych vlastnostech. Reteri as RP-HPLC GIy-IGF-Il se pekryval s retemim

asem komemn dostupného IGF-1l. Nameny byly tém shodné vazebné afinity k IR-A:

70



5,8 % specifické vazby pro GIYIGF-Il a 6,1 % pro komeni IGF-Il. Vazebné afinity
Gly™-IGF-Il (7,1 %) a komemiho IGF-Il (4,6 %) v i IGF-1R, jsou si velmi podobné,
nicmén v tSi rozptyl jednotlivych hodnot Kkomer niho IGF-II potebuje dalSi ugsn ni
v budoucich experimentech.

Biochemicka a biofyzikalni charakterizace vySe zmijwrh analog IGF-II metodami
m eni afinit tchto ligand kreceptorm a snimani spekter elektronového cirkularniho
dichroismu poskytuji informaci o sekvarich elementech zodpadnych za rozdilné chovani
IGF-Il a IGF-I.

Vazebné afinity vSechty analog IGF-1l v i insulinovému receptoru isoformy A byly
podle pedpoklad niS8i, ne pro nemutovany IGF-Il. Nejvyrazisi ovlivnh ni vazebné
interakce bylo pozorovano u analogu s inserci FAro#a Set® (1,2 % specifické vazby).
Podstatné sni eni vazebné afinity spbila inserce Gly-Ser za Afy(3,1 %) nebo kombinace
obou inserci (2,0 %). Data ziskana zemi afinit v i IGF-1R neposkytuji ptkazné
informace o ovlivnni vazby, nebo se pro vSechny analogy pohybuji volin stejném
rozmezi hodnot.

Data z ECD ukazuji mirné strukturni odliSnosti uodvze ty analog ve srovnani
s nepozmn nym IGF-Il, a to konkrétn v podilu -helikdlniho uspc&adani. Pblin 26 %
sekundarni struktury Gi¢IGF-II, Gly *-IGF-Il ins: Gly-Ser za Arlf a Gly*-IGF-II ins: Gly-
Ser za Ard*, Pro-Gln za SéF je tvoeno -helixem. V pipad analogu s bodovou mutaci
Sef? Asn je tento podil 0 5 % vy$si a v situaci inséPce-Gln za SéF je tento podil 0 5 %
ni 8i. Zhodnoceni dat ziskanych z vazebnych afaistrukturniho porovnani ipravenych
analog nahrava nasledujicimu: Inserce dvou aminokysedimminin v pozici 34 se diky
umist ni v nestrukturované smge se na modulaci obsahu pravidelné sekundarrktsiyu
tém neprojevi. Minimaln ne tak vyznamn jako inserce dvou aminokyselin za serin
v pozici 39, za kterym nasleduje sekvence amindkydermujicich -helix (Obrazek 29,
str. 70). Zdéa se, e tento nepatrny zasah do primstruktury proteinu vyraznm e narusit
jeho sekundarni strukturu, avSaki gombinaci obou inserci se tato manipuladsten
kompenzuje. Podrobjsi informace a prostdky k plnohodnotnym zav m vSak poskytnou
a strukturni studie.

Doposud publikované NMR studie volného IGF-Il pomkja na vysokou miru agregace,
kv li které jsou signdly v obdr enych spektrech potista&irsi, ne jaké odpovidaji proteinu
o této velikosti [31, 32]. Jednim z faktoovliv ujicich agregani chovani proteinu je jeho

vySSi koncentrace. Pp edchozich experimentech byla snimana data vzorkoncentracich
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v rozmezi 1,3-2,4 mM, nebor té dob b n pouivané NMR sondy nebyly schopny tak
vysokého stupncitlivosti, jakého Ize dosahnout néidad s dnes dostupnymi kryosondami.
Zmin na literatura se vSak neshoduje na pozorovanémacid@F-Il pi jeho rozpousni.
Kv li Spatné rozpustnosti ve vodném roztoku o pH wvmezi 4-11 a pro potlani
agreganiho chovani byl IGF-Il rozpoust v kyselém prosédi. V pedchozich NMR studiich
na insulinu a IGF-I bylo pozorovano, e agregachovani omezi fdavek kyseliny octové
[23, 167]. Pro praci s IGF-II proti soly této fazi stoji dv pozorovani, kdy v jednom ipad
nam ili ve vodném roztoku 5% (v/v) kyseliny octové kital data [31], avSak v rukou druhé
skupiny IGF-Il vtchto podminkach precipitoval [18], a tak dalSi emi provadli bez

p idavku kyseliny octové. Efekt ppomnosti kyseliny octové v nizkych koncentracicad n
zU eni spektralnich ar vS8ak nemohou ani pap jeliko jimi pou ity vzorek jisté stopy této
latky obsahoval.

Data prezentovand v této diplomové praci byla snamée vodnych roztocich kyseliny
octové a p nizkych proteinovych koncentracich. NMR experityediskutované v tomto
odstavci byly uskuten ny v 50 mM deuterované kyseliroctoveé, ktera odpovidaiplin
roztoku o koncentraci 0,3 % (v/v) a pH 3,0. Dvoudimionalni experimenty typu TOCSY a
NOESY potvrzuji existenci terciarni struktury vigraveném GIy-IGF-II. V n kolika
oblastech se vSak namné signdly pekryvaji, proto byly uskuten ny dalSi
vicedimenzionalni experimenty s pou itim isotopambohaceného materialu. Jednimahto
experiment bylo snimanf**C/*H HSQC spektra uniformdvojit znaeného GIJ-IGF-IL.
Signaly v centralni asti tohoto spektra jsou zma slabé, co poukazuje na konfornma
heterogenitu meného vzorku. V dalSim provedeném experimentu lsyiymany korelace
dusik a na nich vazanych vodikPodstatnaast ziskaného spektra je teoa relativnh dobe
rozliSenymi signaly, které byly na zakladi publikovanych dat asten pi azeny
k primarni sekvenci [34]. | toto spektrum je zaticerozSienymi arami, ne jaké odpovidaji
proteinu o této velikosti, zeho Ize opt usuzovat na vyskyt jisté konformrd heterogenity
nebo tvorbu agregat Jednou z mo nosti, jak zvySit kvalitu snimanydt,dedy jak zamezit
p ekryv m signal a sni it jejich Siku, je m eni IGF-Il v komplexu s doménou 11 IGF-2R
[34].

Na vySe zminné agregani chovani volného GR:IGF-II byly zam eny experimenty,
pomoci kterych Ize sledovat dynamické vlastnostilek. Vystupem tchto metod je
odhadnuti hydrodynamického poloma molekuly, vjednom ppad na zaklad vypo tu

rota niho korelaniho asu z longitudinélnich a transverzalnich relaeh as dusiku,
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v druhém pipad na zéklad translani difuze. Relaxace spinového systému byla sledmvan
snimanim série dvoudimenzionalnich heteronuklerfti™>N korela nich experiment pro

m eni N longitudinalnich a transverzalnich relar&ch dob. Uniform isotopov
obohaceny**C/*°*N-Gly*-IGF-II byl rozpustn v 50 mM deuterované kyseliroctové s 5%
(v/v) pidavkem DBO. Difuzni m eni zahrnovala snimani dat jak v 50 mM deuterované
kyselin octoveé v prosedi DO, tak na vzorku rozpudtém v 5% (v/v) deuterované kyselin
octové v prosedi DO pro ov eni rozpustnosti proteinu diskutované vySe. Ziskany
translani difuzni koeficient byl v obou podminkachilgin stejny a podobny hodnot
vypo itané pomoci programu HYDROPRO verze 10. Hydrodyakyrpolom r, odpovidajici
nam enému translaimu difuznimu koeficientu, 16,3 A je srovnatelnyira, ktery byl
ziskan teoretickym vypoem (13,3 A), im poukazuje na vyskyt monomes vylu uje tak
tvorbu agregat AvSak hodnota rotamiho korelaniho asu ziskana z meni relaxaci byla
2,5krat vtSi, ne jakd byla vypdtana programem HYDRONMR verze 7c. Naené
hodnot odpovida hydrodynamicky polom24,5 A.

Zhodnoceni tchto komplementarnich technik vede k zay e rozSiené ary v NMR
spektrech IGF-II nejsou zgobeny tvorbou agregatale vyskytem dynamické konfornrd
heterogenity. Diky imto neustalym zmmam konformace dochazi k ovlivmi relaxanich

as, zejména transverzalnich, a metoda tak poskytkiesiené udaje, které nelze vyu it
k definici oligomerniho stavu molekuly. Oproti tomwanslani difuze neni ovlivnna
dynamickym chovanim molekuly, nebaavisi pedevsim na jejim objemu, respektive
molekulové hmotnosti. Soésti budoucich experimenbude ov eni relaxaniho chovani

m enim na spektrometru s vyS$Sim magnetickym polem.
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6 Shrnuti vysledk

Metodou rekombinantni exprese v heterolognim systéEh coli byl pipraven
Gly*-IGF-II, jeho vazebna specificita je srovnatelnkasnern dostupnym IGF-II. Takto
p ipraveny protein me byt dale pou ivan k definici vazebnych interakd?ro studovani
rozhodujicich prvk IGF-II majicich vliv na vazbu k IR-A a IGF-1R byfyipraveny analogy
nesouci elementy z aminokyselinové sekvence IGFetinim z nich byla bodova mutace
serinu v pozici 29 za asparagin, dalSi analogy mataly modifikace v nestrukturované
domén C. Mezi nimi bylo vlo eni aminokyselinovych paglycin a serin za arginin v pozici
34, déale inserce prolinu a glutaminu za serin @029, nebo kombinace obou inserci.
VSechny pipravené analogy nty podle oekévani niSi afinitu k insulinovému receptoru
isoformy A oproti nepoznn nému GIy-IGF-IIl. Pi testovani analogu s kombinaci obou
inserci, vedouci ke stejné délce domény C jakoipapl IGF-I, v i IGF-1R vSak nebyla
pozorovana zvySena vazebna interakce.

Sou asti této diplomové préace bylo testovani agrati chovani molekuly GI¢IGF-II
p i experimentech nuklearni magnetické resonancedtweni dat ziskanych z relaxé&h
difuznich m eni vede k zavu, e za danych podminek (50 mM nebo 5% (v/v) kiyse
octova) je protein v monomerni forma relativn nizka kvalita spekter (rozéné ary) je

pravd podobn zp sobena vyskytem dynamické konformaheterogenity.
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P ilohy

P iloha 1: Chromatograficky zaznam RP-HPLC preparace '@n*®-IGF-I1|
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P iloha 2: Hmotnostni spektra preparovaného Ggn*-IGF-I|
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P iloha 3: Chromatograficky zaznam RP-HPLC preparace @IBF-1I ins: Gly-Ser za
Arg**
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P iloha 4: Hmotnostni spektra preparovaného GIGF-Il ins: Gly-Ser za Argf
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P iloha 5: Chromatograficky zaznam RP-HPLC preparace @@F-Il ins: Pro-GIn za
Ser®
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P iloha 6: Hmotnostni spektra preparovaného GIF-11 ins: Pro-Gln za Sét
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P iloha 7: Chromatograficky zaznam RP-HPLC preparace @IBF-1I ins: Gly-Ser za
Arg**, Pro-Gin za Séf
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P iloha 8: Hmotnostni spektra preparovaného GIGF-II ins: Gly-Ser za Ardf, Pro-
GlIn za Se?’
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P iloha 9: Chromatograficky zdznam RP-HPLC preparace (GlyAl§NHGF-I|
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Svoluji k zapj eni této prace pro studijniély a prosim, aby bylaadn vedena evidence
vyp j ovatel .

Jméno a gjmeni, islo OP Datum vypj eni Poznamka
adresa
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