Abstrakt

K pochopeni funkce proteinu vyznaéprispiva znalost jeho trojrozimé struktury, obzvlast
v pripadt komplex s ligandy. Metody strukturni biologie, jako je tgenova krystalografie, SAXS
nebo NMR, jsou proto ve strukturni analyse interakoteini s ligandy Siroce vyuZzivany. V této
praci byly tyto metody vyuZity k objagni molekularni podstaty dvou biologickychejdl
vyuzivajicich proteinové interakce: rentgenostrukituanalysa byla pouzita ke studiu vazby
efektorové molekuly k prokaryotnimu transkmpmu faktoru, metody NMR a SAXS byly vyuZity

ke studiu interakce monoklonalni protilatky s pnoteym antigenem.

Transkrigni regulator DeoR negatignreguluje expresi katabolickych derpro utilizaci
deoxyribonukleositl a deoxyribosy v bakteriBacillus subtilis. DeoR se sklada z N-koncové
DNA-vazebné domény a z C-koncové efektor-vazebnénédy (C-DeoR). Jeho funkce je
regulovana vazbou nizkomolekularniho efektoru debrga-5-fosfatu. VEesili jsme krystalové
struktury C-DeoR ve volné forma v komplexu s deoxyribosa-5-fosfatem. Struktuanalysa
odhalila unikatni vazbu mezi molekulou efektorysylovym zbytkem efektor-vazebného mista
prostednictvim reversibilni dvojné vazby typu Schiffoligse. Fysiologicka relevance této vazby
byla potvrzena mutamimi experimenty a také analysou tvorby kovalertnéciukéi v roztoku
pomoci hmotnostni spektrometrie. Porovnani struktamé C-DeoR a komplexu C-DeoR

s efektorem vysitlilo na molekularni drovni funkci DeoR jako mold&niho spinge.

CD44, burc¢ny receptor pro hyaluronat, séastni buscné adhese, migrace a metastazovani

nadofi. CD44 vaZe hyaluronat préstnictvim hyaluronat-vazebné domény (HABD), coZiiinge

v HABD rozséhlou konform@i zmeénu, vedouci k proteolytickému uveimi CD44 z povrchu
burgk. Vytvorili jsme jedndetzcovy variabilni fragment (scFv) protilatky MEM-8BIEM-85 ma
terapeuticky potencial, rozpoznava nedostatepopsany epitop v HABD, blokuje vazbu
hyaluronatu a indukuje odfteni CD44. Fragmenty scFv jsoutkvsvé oligomeraci obvykle
nehomogenni. Vyvinuli jsme novy optimalézd péistup, pomoci &hoz jsme fipravili homogenni
vzorek scFv vhodny pro NMR mapovani antigen-vazbebr&pitopu protilatky MEM-85 v CD44
HABD. Toto mapovani spote¢ s mut&ni analysou vedlo k identifikaci protilatkového teypiu

v C-koncoveésasti HABD. Na zakla8dl SAXS analysy jsme také vytkib model komplexu HABD

s scFv MEM-85. Tyto biofysikalni metodyftipesly detailni vhled do mechanismu funkce
MEM-85: MEM-85 vaze epitop, ktery se nachazi mimalhronat-vazebné misto, a indukuje
v C-konci HABD strukturni zeny, jez jsou podobné zmam vyvolanym vazbou hyaluronétu.
Blokace vazby hyaluronatu protilatkou MEM-85 pratespgiva ve fysické kompetici o vazebné

misto, ale jde spiSe o allosterickigposovy efekt.



