Studim receptor — ligandového paru NKR-P1F a Clrg

Mysi receptor — ligandovy par NKR-P1F a Clrg jéekitou sodésti receptorového ,zipu*,
ktery vznika pi kontaktu mezi NK bitkou a cilovou bilkou. Tento par fedstavuje jeden
z piikladi nedavno objevenych interakci typu lektin-lektiteré jsou dlezité @i rozpoznani u
mnoha imunocyi.

Za (elem studia strukturyéthto proteiri a jejich vzajemné interakce bylyipraveny
vektory pET-30a(+) pro bakterialni expresi. Tytoktey kddovaly ¢asti extracelularnich
domén obou protein Po indukci IPTG byly proteiny produkovany ve fa&rnmkluznich
telisek, ze kterych byly renaturovanpy vitro. Renaturované proteiny byly purifikovany
kombinaci ionexové a gelové chromatografie.

Konstrukt pro protein NKR-P1F poskytovalii ppouziti standardnich renatdrdch
protokoli pouze malé vy¥ky solubilniho proteinu, a navic vyvstaly problémy
s reprodukovatelnosti vysletlkenaturace. Vigpadt Clrg nebyly standardni postupy skladani
aspsné. Kwli tomu bylo gistoupeno k mutaci lichého cysteinu, ktery nezapadia
obvyklého vzoru pro tyto receptory. Cystein byl ouén na serin a produkt vysledného C148S
konstruktu jiz bylo moznorenaturoviat vitro.

Dale bylo zjiséno, Ze pidavek (benzyldimethylamonnia)propansulfonatu darer&niho
pufru zvySuje vyZzek solubilniho Clrg proteinu. Identitacastota obou proteily stejré jako
kvalita renaturace byly zkontrolovany pomoci hmetnd spektrometrie s iontév
cyklotronovou rezonanci. Za pouziti modifikovanymotokol elektroforézy a enzymatického
Stpeni s kombinaci kapalinové chromatografie a hngitiospektrometrie bylo &eno
zapojeni disulfidovych iistki u obou proteifi. Pozorované zapojeni odpovidalo
ocekavanému vzoru pro molekuly odvozené od C-léktin

Protein Clrg byl analyzovan pomoci analytické wdématrifugace. Metodou sedimetind
rychlosti byla ziskana hodnota sedimeénfho koeficientu a bylo zji8ho, Ze protein se
v roztoku vyskytuje fevazrt ve forne monomeru. Krystalizace proteinu Clrg byla &&m a
bylo tedy moZno nasfit difrakéni data na synchrotronovém rathiém zdroji Bessy I,
Helmholtz Zentrum Berlin. Fazovy problém byliegen molekularnim nahrazenim s vyuZzitim
struktury lidského proteinu CD 69. Struktura Clegvibec prvni rozeSenou strukturou z celé

Clr rodiny.
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