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Abstrakt

Mason-Pfizeitv opici virus (M-PMV) pati k retrovitim morfogenetického typu D,
které sestavuji virovéastice v cytoplazg Tim je tento proce&asow a prostorow
odlen od péeni na cytoplazmatické membeana proto M-PMV pedstavuje
vhodny modelovy organismus pro studium Zivotnih&leyretroviri. Matrixovy
protein, ktery je N-terminalniasti polyproteinového retrovirového prekurzoru Gag,
hraje v tomto Zivotnim cyklu Gstdni Ulohu. Jednou z oblasti, ktera je pro jeho
funkce kltova, je jeho myristoylovany N-konecijildZity zejména pro vazbu na
cytoplazmatickou membranuiippuceni z hostitelské hiky. Mezi serinem 6 a
glutamatem 9 divokého typu tohoto proteinu je vodik vazba, jejiz vliv na
strukturu a molekularni mechaniku této oblasti jsshedovali naruSenim zminé
interakce vyminou serinu 6 za alanin. Tato prace popisujéipravu
rekombinantniho, mutantniho matrixového proteinuPMV, piifazeni rezonanci
atomi jeho patée nuklearni magnetickou rezoran spektroskopii a zjihou

sekundarni strukturu porovnava s dalSimi mutartdivekym typem.



Abstract

Mason-Pfizer monkey virus (M-PMV) belongs to the rptiogenetic type D
retroviruses which produce viral particles in thgtoplasm. This process is
temporally and spatially separated from the cytepia membrane budding and
therefore M-PMV is a suitable model organism foudsing the life cycle of
retroviruses. Matrix protein, which is N-terminabrgon of Gag polyprotein
precursor, plays a central role in this life cycdme of the key areas of the protein is
its myristoylated N-terminus which is particularignportant for binding to the
cytoplasmic membrane during budding from host ceiwydrogen bond exists
between serine 6 and glutamate 9 of the wild-typsem. We have studied its
influence on the structure and molecular mechawiiche corresponding area of the
protein by means of disruption of this interactlmnreplacing serine 6 with alanine.
This thesis describes the preparation of recombimartant of the M-PMV matrix
protein, resonance assignment of its backbone atwitls nuclear magnetic
resonance spectroscopy and compares observed asegastdicture with that of

other mutants and the wild type.
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1 Uvod

Retroviry jsou, vzhledem ke stédle nezodgmanym otdzkam v oblastidBy infekce HIV a
AIDS a l&by i prevence onkologickych onemdon, aktualni a v centru pozornosti
biomediciny. Shirani poznatkryzkumnymi tymy, které se divaji nacitou problematiku
rozdilnou optikou, pouzivaje odliSnou metodiku, foylo vyudstit ve vyvoj dinné latky
proti AIDS. Ta by pak @a byt spolehlivym zakladem pro budouci praktickgatreni v
klinické oblasti. Tedy v idealnimifpact se stat podtiem pro aplikovany vyzkum s cilem
zejména vyvoje antivirotik, imunologické a genoeéapie. Struktur&biologické fFistupy
badani vysstluji molekularrg-mechanické zakonitosti z intekakich rozhrani Zivotniho
cyklu retrovili. Praw¥ aspekty prostorové orientace a konformac&okifch molekul jsou
v sowasnosti z pohledu chemieci¢ casto vychodiskem pro tvorbu nové terapeutické
sloweniny. Tato prace shrnuje strukturni studie muitamitrixového proteinu (MA)
Mason-Pfizerova opiho viru (M-PMV), jednoho z modelovych organigna detailr

popisuje pipravu a studium jeho mutantu, konkreS6A.



2 TEORETICKACAST

2.1 Retroviry

Retroviry jsou RNA viry, jenz &em své replikaceippisuji genetickou informaci
do DNA intermediatu procesem nhazyvanym reverzninskdpce. Tu provadi virova
reverzni transkriptasa (RT). Funguje jako RNA deserini DNA polymerasa a ro¥h
v dalSim kroku jako DNA dependentni DNA polymerasaibonukleasa, kterou si virus
v kapsid prinasi s sebou do hostitelskénky spolu s integrasou (IN). IN Zienuje DNA
s virovym genomem do genomu hostitelskéKyujako provirus. Retroviry obsahujici ve
svém genomu onkogenj jejichz proteiny interferuji s budnym cyklem nebo DNA
opravnymi mechanismy, maji onkogenni potencial. adeha DNA je ohraténa
sekvencemi LTRIéng terminal repegt které obsahuji i dkteré retrotranspozony. Po
aktivaci proviru dochazi k syntéze virovych kompoine sestavovani viridn které

puéenim opou&fji buitku, aby posléze dozraly.

env gp120

env gp41

gag p17

Obr. :
Struktura virionu HIV-1:
pl7 - matrixovy protein

p24 - kapsidovy protein

RNA je v komplexu s nukleoproteine

(Prevzato z http://www.avert.org)



2.1.1 Taxonomie

Retroviry jsou obalené, (+) ssRNA viry s diploidniggnomem, tviici celed
Retroviridaea pati do IV. Skupiny Baltimorovy klasifikace. Taigeled se dale di na
podieledi Orthoretrovirinae a Spumaretrovirinae Rodiny spadajici doéthto kategorii
jsou dale ufeny nalezitosti k jednomu z morfogenetickychityy B, C¢i D. Toto cleni

zohlediuje tizné lokalizace a Zfsoby tvorby viriori a morfologiicore

Tab. 1:Celed Retroviridaes druhovymi piklady

Pocteled Rod Druh Typ

Alpharetrovirus Rous sarcoma v. C

Avian leukosis v. C

Betaretrovirus Mouse mammary tumour v.| B

Orthoretrovirinae Mason-Pfizer monkey v. D
Gammaretrovirus | Murine leukaemiav. C

Deltaretrovirus Human T-lymphotropic v. C

Epsilonretrovirus | Walleye dermal sarcoma v.| C

Lentivirus Human immunodeficiency v C

Spumaretrovirinae Spumavirus Chimpanzee foamy v. A

2.1.2 Stavba zralych virioni

Jelikoz se jedn& o viry obalené, je prvni vrstvosfdlipidova dvojvrstva, kterou
castice ziskala ip svém puenim skrze cytoplazmatickou membranu hostitelskigyau
V této dvojvrste jsou zaneeny transmembranové glykoproteiny (TM) a k nigiSinou
nekovalentd vazany povrchové glykoproteiny (SU). Kijeji wmit strag piiléhaji
molekuly MA, jenzZ je v ni kotven svym myristoylowan N-koncem a elektrostatickymi
interakcemi mezi bazickymi aminokyselinami na pomrdMA a fosfatovymi skupinami
lipidové dvojvrstvy (Zhou W et al., 1994). DalSistwu tvdi viastni kapsida viru. Ta je
tvorena protomery kapsidového proteinu (CA) @sqb jejiho uspi@dani je taxonem a je

pro konkrétni druh neémny. Kapsida obsahuje genomovou RNA ve ¥azb



s nukleokapsidovym proteinem (NC), RT, IN, protea®R) a ®kdy téZz druhow
specifické, regukni proteiny.

2.1.3 Organizace genomu

Typicka velikost genomu retrovirje 7-12kB. Ritomny jsou d¥ kopie (+) vlakna
(sense)RNA s nesegmentovanym genomem, ktery obsalujeebo étyti zakladni a u
jednoduchych retrovir jediné, geny:gag (group-specific antigen pro (protease) pol
(polymerase)k env (envelopeobr. 2).gag kodduje hlavni strukturni polyprotein, ktery je
pii maturaci &tpen na MA, NC, CA adkteré dalSi proteiny. U M-PMV jsou vyznamnymi
fosfoprotein (PP) a protein p12. Gero kdéduje PR a dUTPazu (Elder JH et al., 1992), gen
pol RT a IN (Panganiban AT, Temin HN, 1984) a vitfigmnosti genupro téZ jeho
enzymy. Gerenv kdduje SU a TM. Typ syntetizovaného polyproteir@vigi nactecim
ramci. Na 5’konci RNA vlakna jsou oblasti R a U&, 3ikonci potom U3 a R. Jsou tedy
zrcadlo¥ obraceny. Obsahuji sekvence fungujici jako promataegulujici terminaci
transkripce a polyadenylaci. K jejich plfunkénimu usp#ddani dochazi vSak az po jejich
sestaveni v LTR, tedy po reverzni transkripci. LjsBu tvaeny DNA sekvenci U3 — R —
U5. Za U5 regionem RNA nasleduje PBSiiher binding sitg Pred U3 se nachazi PPT
(polypurine trac}.

5’ LTR | GAG | PRO - ENV LTR 3’

Obr. 2

Obecné schéma usfalani retrovirového genomu




2.1.4 Zivotni cyklus

Infekce buiky je zahajena kontaktem povrchovych virovych glytateini (SU) se
specifickym bus¢énym receptorem. Po splynuti membran vstupuje virkagsida do
cytoplazmy, kde se nasletirozpada. Za tento proces zodpovida interakce SU a
bunééného receptoru a rovh SU a TM. V dalSim kroku vznika tzv. preintegma
komplex (PIC). Reverzni transkripce virove RNA didNA je zahajena RT hl jeSt
v cytoplazné, nebo az po translokaci PIC do jadra. Tam, Zastil IN, je reverzni
transkript kovalent® zatlerén do hostitelské, jaderné DNA. Pctis@m mozném obdobi
latence je provirus aktivovan a transkribovan helkstkou RNA polymerasou Il. Tato
aktivace je d&sr¢ spjata s proliferéni aktivitou hostitelské hiky, nebo s aktivitou wité
genové oblasti (Feinstein SC, Ross SR a Yamamotol®B2). Vznikajici mRNA slouZzi
jak k plréni virovych kapsid, tak ktranslaci. Vznikaji dvgpy produkii. V drsném
endoplazmatickém retikulu (RER) jsou krdmekterych druho¥ specifickych proteit
syntetizovany membranové glykoproteiny. Cestou sleme na volnych ribozomech
vznikaji polyproteinové prekurzory strukturnich f@ioi. Ty se podle toho, k jakému
morfogenetickému typu nalezi dany retrovirus, segtav nezraly virion bd
v cytoplazng, nebo simultanhis pwenim Fimo na cytoplazmatické membegarkde virion
ziskava sij fosfolipidovy obal. Po vypEeni virovacastice dozrava a polyproteiny jsou
PR roz&tpeny na jednotlivé enzymy a strukturni proteiny g¥&/M, 1996). Poté jiz

vSechny komponenty virionu zaujimaji v jeho strii&tevé charakteristické postaveni.

2.1.4.1 Vstup viru do hiky

Zakladni podminkou pro vstup retroviru donky je fyzicky kontakt SU a
piislusného buktného receptoru, ktery je nasledovan fuzi fosfobpi& membrany virionu
a cytoplazmatické membrany hostitelskéku(obr. 3). Existuji indicie, Ze tato udalost se
odehrava sa&tSi prav@épodobnosti vdoménach cytoplazmatické membrany &Siny
zastoupenim cholesterolu a sfingolipid naopak nizSim obsahem fosfatidylcholinu, které
nazyvame lipidové rafty (Liao Z, Graham DR a HiliirdE, 2003; Manes S et al., 2000;
Popik W, Alce TM a Au WC, 2002). Molekularni podstaéto geneny tkvi v prestavis

architektury proteinu Env, ktery jefippmen jako d¢ komplexni, homotrimerni



podjednotky SU a TM, které drzi pohrongazkjména leucinovy zip TM (Kliger Y a Shai
Y, 1997; Fass D et al.,, 1997; Fass D, Harrison SKina PS, 1996). | kdyz je stale
uvacno, Ze spojeni SU a TM je nekovalentni, bytfm@mensim v ékterych gipadech
prokazano kovalentni spojeni disulfidickou vazb@pgtelten DJ, Wallin M a Garoff H,
1998). Izomerace disulfidové vazby mezi TM a SUabyl Murine leukaemiaviru
identifikovana jako iniciator splynuti membran (\alM, Ekstrom M a Garoff H, 2004).
Disulfid izomerasu aktivujitazné podminky chemické a fyzikalni, iiapacovina, pokles
koncentrace vapenatych idnmebo vyssi teplota (Wallin M, Ekstrom M a Garoff2005).
Po kontaktu SU a bétného receptoru dojde k aktivaci disulfid izomerasyisulfidova
vazba mezi SU a TM je nahrazena SU intramolekul&r®&iS niistkem, za vyuZitii do té
doby nepistupné thiolové skupiny. Tim fakticky dochazi katiiaci SU. TM poté
preferedné zaujima energeticky vyhodSi pozici, ve které jsou vystavenyiee skryté
hydrofobni oblasti (Markovic | et al., 2004). Ogrfym viram je tento zfisob vstupu do
bunky nezavisly na acidifikaci, kterou vyzaduji prozfiviry vyuZivajici endozomalni
cestu. Vyjimkou z tohoto pravidla jsou ptaetroviry, u kterych interakce SU s receptorem
nest&i a je jakymsi pedstupgm ¢i cast&énym aktivatorem fed samotnou aktivaci nizkym
endozomalnim pH (Mothes W et al., 2000). Po odptédta cytoplazmatické membrén

se kapsida rozpadéa a vznika PIC a spousti se réveanskripce.

receptor
plasma mambrans

.| reversa
RHA "|_ transcription
complex

Obr. 3

Vstup retroviru do biky

(Prevzato ze John B. Carter, Venetia A. Saunders:laaso-Principles and Applications-,
John Wiley and Sons Ltd., 2007)



2.1.4.2 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce se spousti ihned po rozbalermonu za pgedpokladu, ze je
k dispozici dostatek nukleofig tRNA a adenosin trifosfatu (ATP). Samotna tvobiidA
intermediatu se sklada z nasledujicich kr@kilboa E et al., 1979):

1) Prvni vzniklé vlakno DNA budantisensd-). Do oblasti PBS umi&é na 5konci
virové RNA se navaze tRNArimer a na jeho 3’konci zae RT syntézu DNA
reverzni transkripci U5 a R regibrsmerem k 5°konci templatu. Takto vznika
minus strand strong stdpNA.

2) Dochazi ktranslokaci vznikajiciho vlakna na 3'konemplatu za sa@asné
degradace jiz transkribované RNA, kterou obstarBMa Na 3’konci templatu
dochazi k parovani bazi R oblasti a syntéza galgaVznikajici (-) vlidkno tedy
zaina sekvenci PBS, U5, R, U3. Transkripce polkjea az k mistu, kde e
nasedal tRNAprimer, piicemz RNA je opt degradovana, s vyjimkou oblasti PPT.
Ta slouzi v dalSim kroku jakarimer pro syntézisensevlakna.

3) Nyni je PPT vyuzit jako primer pro syntésensevlakna. JelikozZ je antisense
vlaknem spéarovan v jeho 5’koncové oblastZitsyntéza ve sénu U3, R, U5, a
zastavuje se v oblasti PBS komplementarni tRNAa&tPPT byla jiz degradovana
a vznikaplus strand strong stoPNA. tRNA primer je ribonukledzovou aktivitou
RT odstrasin.

4) Dochazi k druhé translokacifimiz je 3"konec (+) vlaknatpoZzen ke 3"konci (-)
vlakna v oblasti PBS. Jelikoz 5°konec (+) vlaknaninyrecniva, mize byt
dosyntetizovan (-) LTR. Zae tedy elongace obou vlaken. Vysledkem je tedy, ve
smyslu pohledu naenseDNA intermediat, vlakno se sekvenci veésm5=> 3:
U3 - R — U5 — PBS, genova oblast, U3 — R — U5. bld3 — R — U5 jsou
nazyvany LTR.

2.1.4.3 Integrace do genomu

Integrace do genomu bkl je nezbytnym krokem pro zaj&ti Zivotaschopnosti

viru, jelikoZz neintegrovana DNA je v komplexech &gapiistupnych RNA polymerase

(Sakai H et al., 1993.). Krafrlentiviri a spumavik vyZaduji retroviry k integraci rozpad



jaderné obalky &hém mitézy (Lewis PF, Emerman M, 1994; Roe T et B993; Miller
DG, Adam MA a Miller AD, 1990). U HIV, ktery vstupeli do jadra nedlicich se buik,

je situace sloz#si a doposud neni zcela objasa (Bukrinsky MI et al., 1992). Bylo
navrzeno #kolik modeli, z nichz wrkteré, popisujici nagklad ulohu MA a jeho
fosforylace, jiz byly vyvraceny (Gallay P et al99b; Freed EO et al., 1997; Kootstra NA
a Schuitemaker H, 1999; Reil H et al., 1998). Sa&ohtegrasa sice obsahuje jaderny
lokalizatni signal, ale nezda se, Ze by hrala rozhodujiti wdmportu PIC do jadra
(Gallay P et al., 1997; Limon A et al., 2002). Jmédely navrhuji &ast proteinu PIC Vpr
v transportu pomoci nukleopotinke kterym se vaze (Fouchier RA et al., 1998ni§iS et
al., 2004). Jako negativni transportni faktor bg¥mien CA (Yamashita M a Emerman M,
2004). Byla sice potvrzenailgzitost MA a jeho jaderného lokali@ho signalu, ale jeho
regul&ni funkce neni izjm¢ nepostradatelna (Haffar OK et al., 2000; YamasMta
Emerman M, 2005). Vlastni integraci provadi IN,riteozpoznava trojici nukleotidATT
koncové oblasti LTR a odstaje TT z obou 3" kon&. Transesterifikéni reakci, bez
potteby ATP, jsou 3" konce virové DNA kovalestpiipojeny k DNA hostitelske. Kazdé
vlakno je napadeno na jiném ngist mezi misty integrace je tedykolik bazi. Rizné viry
preferuji fizna mista integrace do hostitelské DNA. 5" konoel jgripojeny opravnymi
mechanismy hostitele, st&jtak i doplreni chykgjicich bazi, coZ vede k duplikactkolika
bazi hostitelské DNA, a to z obou stran (Vora AGlet1997; Bushman FD a Craigie R,
1990).

2.1.4.4 Transkripce provirové DNA

LTR sekvence obsahuje silnou promotorovou oblastikkétre jde o U3 oblast, v
niz lezi jak promotory TATA box a CCAAT box, takstlevate transkripce gnhancery
(Speck NA a Baltimore D, 1987; Ryden TA a BeemonlKE89). Nkteré retroviry jsou
transkribovany vicemeén konstitutivré, jiné jsou zavislé na hormonalni regulaci.
Transkripci zajiuje RNA polymerasa Il. Vznikajici virova RNA podptye standardni

apravu mRNA:capping5” konce a polyadenylaci 3" konce.



2.1.4.5 Sesih virové mRNA

Nesesdtizena mRNA,¢ili pre-mRNA, normalg setrvava v jaie, dokud setih
neprokthne a jejimu exportu z jadra je béan. Nesesizend mRNA slouzi k syntéze Gag
polyproteinu. V blizkosti 3" konce obsahuje konsdiini exportni elementy (CTE), které
jsou rozpoznévany hostitelskymi proteiny, kteréveyt komplex pro export RNA z jadra.
U M-PMV se nalézaji mezi env a LTR (Bray M et d1994). Gerenvje translatovan ze
setizené mMRNA. Tak vznikaji také pomocné reguilaproteiny @astné v replikaci a
podilejici se na infektivit komplexnich retrovir, jako je tomu v fipad HIV-1. Treti
mozny osud syntetizované RNA je asociace s NC arpucace do viriof.

2.1.4.6 Translace virové mRNA

Translace genuenv probiha v drsném endoplazmatickém retikulu, odked
nasledg transportovan do Golgiho aparatu, kde je glykogyoa proteolyticky gpen na
SU a TM (Bradac J a Hunter E, 1986). Naproti tonyatéza hlavnich strukturnich
proteini probiha na volnych ribozomech. Neggsnd RNA ma #tSinou ti ¢teci ramce.
Posuné¢teciho ramce z Gag na Gag-Pro-Pol/Gag-Pol spagitid viasenkovych struktur
v blizkosti terminaniho kodonu (Staple DW a Butcher SE, 2003; Jacks &l., 1988).
VétSinou vznika produkt Gag, ale minogitteké Gag-Pro a asi v 1%ipadi dochazi k
procteni sekvence aZz do gemol a vznikd Gag-Pro-Pol (Bradac J a Hunter E, 1984).
Hlavni polyprotein byva na aminoterminalnim glycitasto kotranskné myristoylovan
myristoyl-CoA transferasou (Henderson LE, Krutzét@ a Oroszlan S, 1983). Stéjie
tomu u M-PMV.

2.1.4.7 Sestavovani adani virioni z buiky

Nezralé viriony se sestavuji asociaci Gag polyiméta RNA. Z hlediska topologie
tohoto procesu rozliSujeme retroviry skladajiciiony v cytoplaznd a na fosfolipidove
membrag (obr. 4), bd’ cytoplazmatické, nebo endoplazmatického retikidanter E,
1994). Cileni na misto skladani z&jig rizné signaly. U HIV (morfogeneticky typ C) je
to dvojita signalizace: bazicka oblast a myristdgkré cili HIV Gag k membré&n kde



molekuly asociuji a postupnvychlipuji cytoplazmatickou membranu (Zhou W et, al
1994). Naproti tomu u M-PMV (morfogeneticky typ [ sice pitomnost myristoylu
nutna k zaujeti konformace vhodné pro transpoet,vistnim signalem k cileni, v tomto
piipact do pericentriolarni oblasti jeytoplasmic targeting/retention signal(CTRS)
sekvence, jiz vdZze molekularni motor dynein (Sfad&aJN, LaCasse RA a Hunter E,
2003 Vlach J et al., 2008). Vazba na membranu je tajina synergickymsobenim
myristoylu, ktery se hydrofokin vaze k lipidovym komponentam cytoplazmatické
membrany a bazické oblasti, kterd zase vaze fosfastupiny fosfolipid. Odskrceni

pwiciho virionu od membrany obstarava interakce BBrac¢nych proteir.
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Obr 4.

Na elektron-mikroskopickych snimcich hotaidy je zachyceno gani virioni retroviru
typu C. V dolnifad® pwici viriony retroviru typu D.

(Prevzato z Coffin J., Hughes S. a Varmus H.: Retumas, Cold Spring Laboratory Press,
1997)

2.1.4.8 Maturace viriahn

Ke zrani viriori dochazi az mimo hiku a hlavnim¢initelem tohoto procesu je
aspartatova proteasa PR. PEpEGag na jednotlivé proteiny, jakozto i gp22 n2@p@ gp2
(Vogt VM, 1996). U retroviit typu C se pravipodobré podili na funkci myristoylového



proteolytického pepin&e, kdy po akci PR se snizi afinita MA k memkranten pak
muze byt uvolgn do cytoplazmy hostitelské tky (Hermida-Matsumoto L a Resh MD,
1999). Mechanismus aktivace PR je stale nejasnyatrildivrejSim vysvtlenim je v
sowasnosti vliv zndny pH @i opusEni buiky a nasledna zéma rekterych interakci uvnit
Gag, které fivodre aktivaci PR brani. Struktura zralého virionu je mezralého odliSna:
nezralé viriony maji po obvodu elektron-denzni gmst oproti elektron-lucentnimu
centru. U zralych virioh je centralnicastcore vice vzdalena od obalu, cela struktura je

vice kondenzovanaaore ma taxonomicky charakteristické ugadani.

2.2 Mason-Pfizekiv opiéi virus

M-PMV je vhodnym modelem pro studium proges Zivotniho cyklu retrovit,
protoZze m&aso¥ a prostorov oddileny procesy skladani a gani virioni a navic pro
¢loveéka neni nebezay. Favodre byl izolovan z prsniho karcinomdacaca mulattaje
vSak neonkogenni a u makakyvolava fatalni imunodeficienci. Je to jednoduchy
retrovirus z rodiny betaretrovir Je morfogenetického typu D a ma tedy cylindrickée.

Jako primer pro reverzni transkripci vyuziva lyzinoo tRNA.

2.2.1 Strukturni proteiny M-PMV

Proteiny M-PMV jsou syntetizovany ve foémspol&nych prekurzar. V
nasledujicim jehledu jsou popsany jejich vlastnosti a funkce jakramci €chto
prekurzofi, tak jako jiz solitérnich, zralych protéin

2.2.1.1 Fosfoprotein (ppl6)

PP vznika odgpenim C-terminalnéasti z prekurzoru pp24. Jak nazev napovida je
fosforylovan a jeho hlavni Uloha spea ve zprosedkovani odskrceni giciho virionu od
cytoplazmatické membrany. Hlavni oblasti Pitedité pro jeho funkci jsou tzv. pozdni
domény —late domainsTyto domény nejsou specialitou ani M-PMV, ani reird, ale



vyskytuji se u mnoha gicich viri, nagiklad u Ebola virwi viru vztekliny. Jedna zthto
domén vSak obsahuje PPPY motiv, ktery je konzempwamnoha retrovir (Gottwein E
et al., 2003).

2.2.1.2 Proteiny p12 a p4

pl2 napomaha svym leucinovym zipem sestavovanondiriSommerfelt MA,
Rhee SS a Hunter E, 1992). p4 je na proliny bopadfein, ktery se row spolupodili na
stabilizaci molekul Gag a jejich sestavovani veowiru ¢astici (Bradac J a Hunter E,
1984).

2.2.1.3 Kapsidovy protein (p27)

CA tvori kapsidu, ktera ma druhéwypickou geometrii a je hydrofobni schrankou
pro genomovou RNA a enzymy retroviru. CA jako prmoteedle glykoproteif, je patré
nejsilrgjSim antigenem vir obecw. Vznikajici strukturni podjednotky nazyvame
protomery. Protomery maji schopnost se samy séslavuspsdadané strukturyn vitro.
CA sestava z N-terminalni a C-terminalni doményefainalni doména je dimerizai a
stabilizuje interkce mezi jednotlivymi molekulamia@ Ehem skladani. C-terminalni
doména je hlavnim prvkem vdaeni geometrie kapsidy (Ganser-Pornillos BK, Cheng A
Yeager M; 2007).

2.2.1.4 Nukleokapsidovy protein (p14)

Tento protein vytvé pevny komplex s RNA a je Kibvy pro inkorporaci RNA do
vznikajicich viriori. K asociaci (+)RNA vldken s NC dochazi prépddobr jiz pfi
vzniku nascentniho polypeptidu Gag. Vlastni vaziNARzajis’uje jeho motiv zinkovych
prsti ohranéeny bazickymi oblastmi — tzv. | doména (Cimarellefal., 2000). NC je téz
zodpowdny za dimerizaci RNA (Muriaux D et al., 2004).



2.2.1.5 Env proteiny

Jsou tveéeny formou prekurzoru Env (pr 86), ktery je v Gblgi aparatu
glykosylovan a proteolyticky &en hostitelskou proteasou furinem (Dong J etl&92;
Bradac J a Hunter E, 1986). Vysledné produkty jseystaveny na povrchu
cytoplazmatické membrany, kde se pfedbali pwici viriony. Glykoproteiny jsou SU
(gp 70) a TM (gp 20). SU je bokaglykosylovany a plini funkci ligandu. Jeho cukerné
zbytky definuji spektrum potencialnich hostitelaného retroviru. Jako druhotna funkce je
mu @isuzovana ochrana virionuigd protilatkami. TM je row¥ glykoprotein, jehoz
konformani prontna je podstatou splynuti membran (viz kap. 2.1y (gp22)
podstupuje P maturaci druhou proteolytickou Upravu, tentokr@trovou, nikoliv
hostitelskou proteasou (Green N et al.,, 198%).® je zjeho karboxylového konce
odSEpeno 17 z 38 aminokyselin jeho cytoplazmatické domea histidinem 21, a tak
vznika finalni TM (gp20). Druha proteolyticka Upeaye nezbytna pro jeho fuzogenni
funkci (Brody BA, Rhee SS a Hunter E, 1994; ReiatAl., 1994

2.2.1.6 Matrixovy protein (p10)

MA vytvari prvni proteinovou vrstvu pod virovym obalem, srfim je asociovan.
Tvoii N-terminalni¢ast Gag polyproteinu a je hlavnim determinantemfogenetického
typu. N-terminélni glycin MA je cilem kotranglai myristoylace myristoyl-CoA
transferasou. Seriny a threoniny MA byvaji fosfomdny hostitelskymi kinasami
asociovanymi s membranou. Ty se mohou vyskytoved ivirove ¢astici, do které se
dostavaji tizné hostitelské proteiny vyskytujici se v nsiskladani. Uloha fosforylace MA
v Zivotnim cyklu M-PMV je, stejt jako v gipadt jinych retrovifi, prednetem diskuze.
Podle rkterych autol mize byt aktivatorem jaderné lokalird funkce MA, ktery takto
muze cilit PIC do jadra. Podstatou tétoény je ziskani zaporného naboje a disociace od
membrany, nelibsamotny myristoyl nesté na udrZzeni MA i membrag. MA je pak
dostupny pro asociaci s PIC a jehcsovani k jadru.



2.2.1.6.1 Funkce MA

Krome¢ vazby na membrany, ma MA M-PMV jéstasledujici funkce:

Cileni PIC do jadra

Je studovano zejména u retragvéchopnych infikovat i netici se buiky. V téchto
piipadech se zda byt jednim z vyznamnych fakt@derny lokalizani signal MA.
M-PMV vSak patti mezi viry, které nejsou schopny infikovat gdi se buiky. Respektive
PIC musi setrvat v cytoplazndokud nedojde k dezintegraci jaderné obalky. Jehbilita
je vSak omezena a pocite dokE je degradovan (Andreadis ST et al., 1997; Millgs,D
Adam MA a Miller AD, 1990). Tato funkce je zatim lm@bjasrna.

Cileni polyproteini Gag na misto skladani virov&astice

Tento problém je u M-PMV velmi dée prostudovan diky mutaim studiim, a to
hlavne mutanru R55F, o kterém je pojednano dale. MA objgah jedné ze svych srdgk
CTRS sekvenci s argininem 55 (Yasuda J a Hunt@0HQ). Tato oblast je nepostradtelna
pro interakci s transportnim systémem — dyneineamkiétré s jednim z jeho lehkych
fetzal Tctex-1 (Vlach J et al., 2008). Dyneinovy kompteansportuje Gag molekuly na
misto skladani virovych partikuli, tj. do pericealarni oblasti. Ta je vésné blizkosti

mikrotubuly organizujiciho centra a je jakymsi spartnim asedim.

Inkorporace TU a SM

Oba proteiny jsou nekovalertn spojeny. Cytoplazmaticka doména TM
pravdEpodobrt interaguje s MA, ktery jej inkorporuje do obalu¢piho virionu (Song C,
Dubay SR a Hunter E, 2003). Je takidedity pro jeho druhou proteolytickou Upravu

be¢hem maturace.

2.2.1.6.2 Struktura MA

MA M-PMV se svoji sekundarni a terciarni struktupmdoba MA jinych retrovit,
jako nap. RSV Rous sarcoma virggi HTLV (Human T-lymphotropic virgsa to i ges



nizkou homologii ve strukte primérni. Je to globularni protein, s volnym Gikem.
Tvori jej 100 aminokyselin a sklada se &gt alfa-helixi propojenych smskami
(Conte MR et al., 1997). Prvnich Sest aminokys@imk) tvai flexibilni konec. Helix 1
(17 amk) hydrofobé& interaguje s helixem 2 (14 amk). Mezi nimi je gremyka o délce
5 amk, druha ma 10 amki€éfi helix m& 17 amk a nasledujici stkg je tvdena 7 amk.
Poslednigtvrty helix sestavd z 18 amk. Helixy 1 a 2 jsomd€kolmé k helixim 3 a 4. V
molekule se nachazi &éwazické domény, N- a C-koncova. N-terminalni be&ioblast se
vyskytuje i u jinych MA a jeji kladny naboj se sppbdili na vaz®é virové partikule na

membranu — tzv. M-doména.

Obr. 5
MA M-PMV s vyznaenym Ser 6 a Glu 9 na N konci.



2.2.1.6.3 Myristoylovy fepin&

Jde o mechanismus vyuZzivajici myristoyl proleinejichtizené a vratné vazma
membrany. Je znamakolik zptsohi ovladani tohoto igpin&e. Fyzickym podkladem je
bud’ konforma&ni proneéna indukovana proteolyticky nebo vazbou ligandu (@), znéna
entropie pi oligomerizaci (obr. 6), anebo zma elektrostatického naboje. Sasny
vyzkum se snazi najit odp&l’ na otazku, ktery zéthto funknich modai je platny pro
MA M-PMV a jaky je jeho pesny mechanismus. Jiz byl navrzen model ovladani
ligandem, kterym jsou fosfatové skupiny fosfolipid membrag. Po vazB bazické oblasti
na membranu indukuje konfordrd zména vyndeni myristoylu z hydrofobni kapsy.
Pritom plati, Ze ani jedna 2dhto vazebnych interakci by sama o &aolkebyla dostata¢
silnd k udrZzeni asociace Gagu s membranou, potazrmmeym obalem (Peitzsch RM a
McLaughlin S, 1993). U HIV-1 byl navrzen princip l&dani myristoylového fgpinae
zmenou entropie (Tang C et al., 2004)., ale i protecky (Hermida-Matsumoto L a Resh
MD, 1999). Myristoyl, pokud molekuly MA oligomerify je ve vychozi pozici
orientovany vi a slouzi jako transportni signal. Ve farntrimeri s exponovanymi
myristoylovymi zbytky se vdZze na membranu (Morikawaet al., 1998 Po vypuéeni z
buiky PR tento pepina& deaktivuje, interakce MA s membranou se zeslabiize tak byt
k dospozici pro dalSi své ulohy po vstupu do éanfikované buiky. DalSi funkce
myristoylu ma pimy vztah ke strukite MA, respektive k jeji stabilizaci. Rozdily v
terciarni struktie MA HIV s myristoylem a bez myristoylu jsou minimé Maly vliv
myristoylu na proteinovou strukturu byl potvrzerpio rekteré neuronalni vapnikové
senzorické proteinynguronal calcium sensor proteirs NCS proteiny), konkrétnpro
NCS-1 kvasinkovyf(ssion yegthomolog (Lim S et al., 2011) a pro recoverin (Ad8 et
al., 1997)Presto je myristoyl MA M-PMV, ktery je jeStsowasti Gagu, nutny k transportu
jeho nezralychiastic, nebt prispiva ke spravné konformaci. Podébako u HIV-1, je
ziejme spolu s bazickou oblasti signalem k transportuekntrart, ale tento signal jerpd
sestavenim nezralého virionu péda dominantni tlohou CTRS sekvence a uplat se
pouze pi jeji absenci, jako je tomu wipact mutantu R55F (viz kap. 2.4) (Rhee SS a
Hunter E, 1997). Na jeho transportu se podili regyl endocyticka drdha a Env proteiny
(Sfakianos JN, Hunter E, 2003). Strukturni studiomyristoylovaného MA M-PMV

v sowtasnosti probiha.



Obr. 6
Myristoylovy piepin& ovladany zminou entropie f oligomerizaci MA HIV-1. (Revzato

z Tang C et al., 2004)



Obr. 7

Priklad ovladani myristolylovéhoippina@e ligandem. N-terminalni doména recoverinu
bez navazaného (nat) a s navazanym vapenatym iontem (dolee\Bato z Ames JB et
al., 1997)



2.3 Mutace MA HIV-1

Byly identifikovany oblasti nezbytné pro udrzenihspnosti viru sestavovat
infekéni ¢astice a vypéet z buiky. Klicové byly shledany domény 55-59, 84 - 95 a
prvnich Sest aminokyselinovych zbgtk Jedind aminokyselinova zéma v €chto
regionech vede hiI k potla&eni schopnosti formovat viriony — to se tyka mutaci
v aminoterminalni oblasti, obsahujici myristaylasignal a mutaci ovliwjicich stabilitu
Gag proteinu, nap L50A/L51A, nebo ke zimé mista skladani, kdyastice pdi do
intracytoplazmatickych vakuol. To #égobuji mutace R39E/R43E, L85R, Y86G, C87D,
V88E a H89G (Freed EO et al., 1994; Cannon PM.e1887).

Byly také zjisény mutace (W16A, L21K, W36A), které zesiluji vaziwm membranu a jsou
tak schopny zrusitdnek mutaci s pr&vopanym efektem (L8A, C57S, I60E) (Paillart JC
a Gottlinger HG, 1999).

2.4 Mutace MA M-PMV

2.4.1 G2A

Glycin v pozici 2 je spolnym znakem vSech myristoylovanych proteinJe
sowasti myristoylaniho signalu M-G-X-X-X-S/T a na & je také myristoyl penasen
myristoyl-CoA transferasou po odpeni methioninu 1 methionyl aminopeptidasou
(Maurer-Stroh S, Eisenhaber B a Eisenhaber F, 20B@3tavovani neni naruSeno, ale
virové partikule obsahujici tento mutant se hromadytoplazng. Touto mutaci tedy byla
prokazana tlezitost myristoylace pro uskui@ni transportu  nezralych viridn
k cytoplazmatické membrarfRhee SS a Hunter E, 1987).

2.4.2 A18V, A79V, T69l

Tyto mutace jsou fenotypévpodobné mutaci G2A. Stabilita Gag ani schopnost

sestavit virion neni naruSena, ale transport k nmarnibje omezen, i kdyz v malé bei



probiha (Rhee SS a Hunter E, 1991). Rethd schopnosti transportu neni tak vyrazné, jako
v pripad® mutantu G2A.

2.4.3 P43L, P72S

Proliny se zdaji bytilezité pro stabilitu Gag proteinu a tifegr¢ i pro efektivitu
procesu skladani viridn Tyto mutanty maji vyraznsnizenou schopnost sbalit Gag a
sestavit virovowastici. Tim se vyraznsnizuje infektivita viriofi, nicmért neni nulova
(Rhee SS a Hunter E, 1991).

2.4.4 T411/T78I

Tento dvojity mutant pattn ukazuje dlezitost spravné funkce myristoylového
zbytku pro interakci s cytoplazmatickou membranonéaledné vypteni virioni. Pokud
jsou threoniny, norméathexponované na povrchu Gag molekuly, nahrazenydfigdnimi
izoleuciny, které se zatiodo centra proteinové globule MA, je hydrofobrterakce mezi
myristoylem a jadrem proteinu tak silna, Ze je oemez moZnost vyrfeni myristoylu
z hydrofobni kapsy a byt tak k dispozici k vazMA na membranu. Viriony, které
obsahuji tyto mutanty, se skladaji a transportujytoplazmatické membrdmormalr,
ale nevypdi a hromadi se pod ni (Rhee SS a Hunter E, 199&jnySfenotyp byl
pozorovan u mutait Y11F a Y28F, pficemz jeho fyzikala-chemicka podstata je
pravdEpodobrt stejna (Stansell E et al., 2004)

2.4.5 R55F, R55W

Mutace argininu 55 pomohly objasnit mechanismusiswani Gag proteiin do
mista skladani ve virovyctastic. Jedind bodova mutace v tomto tigiisobila zng¢nu
tohoto mista z pericentriolarni oblasti pod membr@hee SS a Hunter E, 1990). Tealty
facto zmeénu z morfogenetického typu D na C. Bylo Zjith, Zze R55 je saasti CTRS
sekvence (viz vyse), prdstnictvim niz interaguje Gag s molekularnim motorem

dyneninem, ktery Gag nasledtransportuje na misto skladani. Struktura mutd&B6F



byla vyfeSena a bylo zji§ho, Ze na rozdil od WT MA, ktery m4 tento signgb@xovany
na povrchu molekuly, dochazi vlivem mutace k jet&st&énému znefistupréni a tim
padem k znemoZni interakce s dyneinem (Vlach J et al., 2008). I&jlsem je
nefunknost transportu Gag k jadruiiky, ¢imz se otevira prostor pro standardni transport

k membras, kde dochazi ke skladani virovych kapsid, po@dgbko u typu C.

2.4.6 S6A

Na mutantu S6A, ktery jefedmétem této diplomové prace, je pro¥aa strukturni
analyza s cilem objasnit mechanické vlastnosti Nekoé oblasti MA M-PMV a fispet
k pochopeni molekularniho mechanismu myristoylov@tepinge. Mezi hydroxylovou
skupinou postrannihtettzce serinu 6 a aminoskupinou glutamatu byla vekatre WT
MA objevena vodikova vazba (obr. 8) (Vlach J et 2008). Tato vodikova vazba patrn

pomaha stabilizovat cely N-konec MA.



Obr. 8
Detail studované N-koncové oblasti MA M-PMV se zod@nym Ser 6 a Glu 9
v nazngené interakci. Kyslikové atomy jsou vyzeay cerverg, dusikové moik a

vodikové bile.

3 Cil prace

Cilem této diplomové prace jgiprava rekombinantniho vzorku mutantu S6A MA
M-PMV a objaskni strukturnich zrén oproti struktiéie divokého typu Wild-type - WT)
pomoci nuklearni magnetické rezotian spektroskopie (NMR spektroskopie). Dale na
zaklad této analyzy prohloubit pochopeni vziagtruktury a funkce matrixového proteinu
retroviri a disledlki téchto vztali pro jejich Zivotni cyklus. Zpracovana experimental
data poslouZzi pro dalSi kroky studia jak mutantd 36k MA M-PMV jako takového.



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Kistroje

analytické vahy: Sartorius

aparatura pro elektroforetickou separaci DNA: HomiA1.14 Gibco BRL
aparatura pro elektroforetickou separaci prdgteMiniProtean Il BioRad
inkuba:ni blok: Thermolyne 17600

koncentr&ni kyvety: Centriconqut-off3 kDa), Amicon Millipore
kyvacka: KS 125 IKA Labortechnik

laminarni box: Clean Air Woerden

NMR spektrometr: Bruker 600 Avance llI

odsolovaci kolony: Sephadex-PD 10 GE Healthcare

odstedivky: Beckman J2-MC, Hettich EBA 12R, Eppendati5C
orbitaIni inkubétor: Gallenkamp

PCR aparatura: Techne Cyclogene FPHC3MD

pH metr: inoLab pH Level 1 WTW

predvazky: AND

spektrofotometr: Unicam Helias

sonikator:Microson UL

vortex: IKA Labortechnik

4.1.2 Chemikalie

Zakladni pouzité chemikalie a vyrobci jsou uvedenyabulce. VSechny ostatni
chemikalie, jako nap soli pro giipravu pufrovacich roztdk jsou od vyrobce Sigma.
Plazmid pEMAPPHis je odvozeny z plazmidu pET-22Hiody Novagen a poskytl jej Dr.
Ing. Jan Lipov z Ustavu biochemie a mikrobiologi&GHT v Praze. Rekombinantni

proteasu PR M-PMV poskytl Ing. Jan Prchal tamtéz.



Tab. 2: PouZzité chemikalie a vyrobci

ampicilin Biotika Slovenska Lua
akrylamid Sigma

agarosa BioRad

bis-akrylamid BioRad
bromfenolova mod¥ Lachema

Coomassie Brilliant Blue R-250 Sigma

DNasa | Roche

DNA polymerasa Pfu Fermentas

DNA polymerasa RedTaq ready mix Sigma

deoxycholat sodny Sigma

dithiothreitol (DTT) Sigma

dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma

Dpn | restrik ¢ni endonuklesa New England BioLab
ethidium bromid BioRad

glycerol Penta
isopropylthiogalaktosid (IPTG) Sigma

kvasni¢ny autolyzat Serva

lysozym Fluka

NEB 4 pufr New England BioLab
Ni-NTA agarosa Qiage
oligonukleotidy Sigma

peroxodisiran amonny (APS) Sigma

RNasa A Roche

smeés inhibitor & proteas Complete Roche
standard molekulovych hmotnosti Broad Range BioRad
TBE pufr Sigma

technicky agar Oxoid

thiamin Sigma

tricin Sigma

Tris base Sigma

3%C glukosa Spectra Stable Isotopes
>N chlorid amonny Spectra Stable Isotopes




4.1.3 Komegni kity

QIAfilter Plasmid Midi Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

4.1.4 Burgény material

Escherichia coli BL21 (DE3) a DH&, Invitrogen, z mikrobiologické sbirky Ustavu
biochemie a mikrobiologie VSCHT v Praze. Kompetébiiky byly piipraveny metodou

dle Cohena za pouziti chloridu vapenatého (viz ertééni prace Struktura a funkce
proteini retrovirové kapsidy, Ing. Jan Lipov, Ustav biocliera mikrobiologie VSCHT

v Praze, 2006).

4.1.5 Roztoky

minimalni médium M9 (1 1)
1 ml 1M MgSO4

1 ml 0,1M Cad}

1 ml 1M thiamin

10 ml 20% glukosa (w/w)
10 ml 50% NHCI (w/w)

100 ml 10x koncentrovaného solného roztoku M9

M9 — roztok soli (10x koncentrovany, 1 1)
75 g NaHPQ,.2H20

30 g KH2PO4

5 g NaCl

pH=7,4




LB médium (1 1)

10 g trypton

10 g NaCl

5 g kvasntny autolyzat
200ul 5M NaOH

SOC médium (1 1)

20 g trypton

5 g kvasniny autolyzat
0,5 g NaCl

10 ml 250 mM KCI

5 ml 2M MgCh

20 ml 1M glukosa
pH=7

vzorkovy pufr SDS-PAGE Rrotein Gel Sample Loading BufferPLB)
50mM Tris base

100 mM DTT

2% SDS (w/v)

0,1% bromfenolova mad

10% glycerol (w/v)
pH =6,8

pufr pro SDS-PAGE gel
3M Tris base

0,3% SDS (w/v)

pH = 8,45

katodovy pufr SDS-PAGE
100mM Tris base

100mM tricin

0,1% SDS (w/v)




anodovy pufr SDS-PAGE
200mM Tris base
pH =8,9

barvici roztok gel SDS-PAGE (1 1)
2,5 g Coomassie Briliant Blue R-250
100 ml CHCOOH

450 ml CHOH

odbarvovaci roztok gelSDS-PAGE (1 1)
100 ml CHCOOH
250 ml CHOH

fosfatovy lyzovaci pufr
300mM NacCl
50mM fosfatovy pufr

10mM imidazol
pH =38

M-PMV proteasovy pufr

100mM fosfatovy pufr
900mM NacCl
pH = 6,25

pufr pro koncentrovani vzoik
250mM NaCl

100mM fosfatovy pufr

5mM DTT

pH =6




vzorkovy pufr pro NMR spektroskopii
250mM NacCl

100mM fosfatovy pufr

5mM DTT

0,05% NaN

10% DO

pH =6

4.2 Metody

4.2.1 Fiprava konstruktu DNA

Jako pedloha poslouzil plazmid pEMAPPHis (Obr. 9), odvwoze plazmidu pET-22b od
firmy Novagen, nesouci gen pro MASast genu PP mezi rest¢ikimi misty Nde | a Xho |.
S touto sekvenci byla do plazmidu vnesena dal&ikési mista pro endonukleasy Mun |1,
Bsm | a Pac I. Za MA byl ponechan fragment PP (dfnakyselin) z dvodu vyhodné
piitomnosti &pného mista 13 kDa formy PR. Takto je mozro gurifikaci proteinu
metaloafinitni chromatografii na Ni-NTA agarose tegdt PP i s C-terminalni histidinovou

kotvou a ziskat pouze MA.



T7 term.
(26 - 72)

is (140 - 157)

PEMAPPHIs
5718 bp

MA (218 - 515)

Ndel(514)
T7 prom.

Ori (587 - 603)
(3277)
Obr. 9

Plazmid pEMAPPHiIs

Mutace byla do sekvence zavedena pealstictvim polymeradzovéetzové

reakce Polymerase Chain ReactiorPCR), tzv. PCR mutageneze, tedy pouZzitymi prymer
(Obr. 11). Aminokyselinova sekvence MA M-PMV (NCRP_954557) WT/S6A, setrg
iniciatniho methioninu je:
Met Gly GIn Glu Leu Ser/[JB GIn His Glu Arg Tyr Val Glu GIn Leu Lys GIn Ala Leu Lys Thr
Arg Gly Val Lys Val Lys Tyr Ala Asp Leu Leu Lys Phe Phe Asp Phe Val Lys Asp Thr Cys
Pro Trp Phe Pro GIn Glu Gly Thr lle Asp lle Lys Arg Trp Arg Arg Val Gly Asp Cys Phe GIn
Asp Tyr Tyr Asn Thr Phe Gly Pro Glu Lys Val Pro Val Thr Ala Phe Ser Tyr Trp Asn Leu lle
Lys Glu Leu lle Asp Lys Lys Glu Val Asn Pro GIn Val Met

ATG GGG CAA GAA TTA AGC CAG CAT GAA CGT TAT GTA GAA CAATTG
AAG CAG GCT TTA AAG ACA CGG GGA GTA AAG GTT AAA TAT GCT GAT
CTTTTGAAATTT TTT GAT TTT GTG AAG GAT ACT TGT CCT TGG TTT CCG
CAA GAG GGA ACC ATA GAT ATT AAA CGG TGG CGT AGA GTA GGC GAC
TGT TTC CAA GAC TAT TAC AAT ACT TTT GGC CCG GAG AAA GTC CCA
GTAACT GCATTC TCT TAC TGG AAC TTA ATT AAA GAATTG ATA GAT AAG
AAA GAA GTT AAC CCA CAA GTAATG

Obr. 10

Nukleotidova sekvence genu p10 s vy@raym mistem mutace.




5'GATATACATATGGGGCAAGAATTA CAGCATGAACGTTATGTAGAAC
5'GTTCTACATAACGTTCATGCTG TAATTCTTGCCCCATATGTATATC

Obr. 11
Primery pro kodujici forward—-fwd) a c¢teci vlakno (everserev), nesouci mutaci. Bilé

oblasti pati do vlastni sekvence plazmidu.

4.2.1.1 PCR mutageneze

Pii PCR mutagenezi jsme amplifikovali cely plaznhithg rangePCR. Pouzity byly zcela
komplementarni primery (viz obrazek vySe) o dél& bp, s Tm = 79,2°C. Vychozi
koncentrace primérbyla gipravena na 10Qmol/l.
reakeni snes 1 1 ul fwd primeru

ful rev primeru

Bl NFW (nucleases free water

reakéni més 2 1 ul plazmidové DNA
al NFW

smés do termocykleru:

1,5ul smesi 1

1l snmesi 2

1,5ul 10mM snesi dNTP

5 ul 10x koncentrovaného pufru pro DNA polymerazu Pfu
1 ul DNA polymerazy Pfu

A0 ul NFW

Po @idani Pfu jiz byla sr#s na ledu.



program termocykleru:

1) 8 min. 95°C - psateni denaturace

16 cykia:

2) 40 min. 95°C - denaturace

3) 40 min. 60°C - hybridizace primier
4) 9 min. 68°C - syntéza

5) 10 min. 68°C
6) 16°C - udrZovaci teplota

4.2.2 lzolace konstruktu DNA

4.2.2.1 Recisteéni snmesi s amplikonem

Izolace byla provatha soupravo@®IAquick PCR purification kibd firmy Qiagen.
Princip uzité metody je filtrace roztoku s fragmemNA o délce 0,1 — 10 kbpies

polopropustnou emititou membranu. Postupovano bylo didgzeného protokolu.

4.2.2.2 Inkubace s#si s amplikonem restréki endonukleazou

Protoze templatova plazmidovd DNA, pomnozena aowasia z bakterialnich
burgk, je methylovand, byla sfa inkubovana s endonukleasou Dpn | a templatovA DN
tak odstratna. Reakni snmts obsahovala 1@l smési z PCR, 16,5 NFW, 3 pul 10x
koncentrovaného pufru NEB 4 a @bDpn I. Inkubace probihalaipgeplo& 37°C po dobu

30 minut.



4.2.2.3 Transformace a kultivace BlriE. coliDH5a

Na -140°C zmrazena suspenze duiyla inkubovana 10 minut v ledovéisti
umisgné v prostedi s pokojovou teplotou. Poté bylo do¢sirpiidano 5ul roztoku s DNA
a inkubovano 30 minutfigemz smis byla stale na ledu. Po uplynuti této doby byliyldy
vystaveny teplotnimu Soku umisfm do vodni l4z& o teplot 42°C na 45 sekund.
Nasledovala afi inkubace na ledu, a to 2 minuty. Nasledrylo do snési piidano 450ul
SOC média o pokojové teptota cela sis penesena do 10ml zkumavky a 1 hodinu
resuscitovana v orbitalnim inkubétord @50 rpm a 37°C. Tato s¥s byla rozdaena na
agarosové plotny s ampicilinem, které byly inkuboywd obracené pozicitp 37°C 16
hodin.

4.2.2.4 PCR narostlych bakterialnich koloeblpnyPCR)

Pro owfeni usgsné transformace jsme provediblony PCR ze ¢ty doke
narostlych a samostatnych bakterialnich kolonifipravili jsme tedy ctyifi vzorky
s primery obsahujicimi Zadanou mutadireMu) a &ty s primery se sekvenci WT
(FalseMu) jako negativni kontrolu. Do 23,8 NFW v mikrozkumavkach bylofdano 25
ul komekni snesi Taq polymerasjRedTaq ready mpktera jiz obsahuje krotnenzymu i
piislusny pufr a barvu pro agarosovou elektroford2NA byla pridana ve formy NFW
kontaminované islusnou kolonii v objemu 2l. Posledni slozkou bylo 1,pl sngsi
pozitivni nebo negativni kontroly. Roztok s primdxyl 10QuM. Jakoreverseprimer byla

pouzita sekvance T7 terminatoru.

pozitivni kontrola:

1 pl primeri TrueMut(fwd)
1l T7 primefa (rev)

8 ul NFW

negativni kontrola:

1 pl primeri FalseMut(fwd)

1l T7 primefa (rev)
8 ul NFW



kontrolni oligonukleotidy:

TrueMut(fwd): 5" TACATATGGGGCAAGAATTAEE
FalseMut(fwd): 5" TACATATGGGGCAAGAATTAAG
T7 term. (rev): 5GCTAGTTATTGCTCAGCGG

program termocykleru:

1) 5 min. 95°C - p&éateeni denaturace

25 cyklu:

2) 1 min. 95°C - denaturace

3) 1 min. 51 °C — hybridizace primer
4) 1 min. 72 °C — syntéza

5) 16°C udrzovaci teplota

4.2.2.5 Agarosova elektroforéza

Byla provedena kontrolni agarosova elektroforézarkiz z colony PCR, a to
v TBE pufru s koncentraci ethidium bromidu @&'ml a g konstantnim nagti 5 V/cm.
1% gel byl vytvdéen z 0,25 g agarosy, 25 ml TBE al2ethidium bromidu. Vizualizace se
provadla UV swtlem 0 = 254 nm).

4.2.2.6 Kultivace bukk E. coliDH5a

Do 70 ml sterilniho LB média bylofipano 7ul ampicilinu a o¢iena bakterialni
kolonie pozitivnich transformaint Tato smds byla kultivovdna v 250ml Erlenmeyerov
baice na oritalnim inkubatoru po cca 16 hod. 150 rppii geplo 37°C. Po kultivaci byla
kultura zcentrifugovana 10 min, 5000g, 4°C a petetarazena.



4.2.2.7 1zolace plazmidové DNA z biknE. coli DH5a,

K izolaci byla pouzita komeéni souprava QlAfilter Plasmid Midi Kit od firmy
Qiagen. Izolace probiha na principu alkalické lykey chromozomalni DNA a proteiny
precipituji @i neutralizaci alkalického roztoku. Precipitat jeemtrifugovan a plazmidova
DNA je navazdna na pryskyi. Postupovano bylo podleimZeného protokolu. Vzorek

vytézku byl kontrolg sekvenovan v Ustavu biochemie a mikrobilogie VSCHT

4.2.3 Exprese a purifikace rekombinantniho MA v buikach E. coli BL21
4.2.3.1 Transformace a kultivace Blrc. coli BL21

Transformace a kultivace bén BL21 probihala stefhjako DH%u (kap. 4.2.2.3).
LiSila se pouze objemem roztoku DNAigavaného do transforryai snesi, ktery byl

v tomto gipads 1 pl.

4.2.3.2 Exprese izotopdeznaieného MA S6A v bikkach BL21

Kolonie transformovanych bgk jsme resuspendovali v 250 ml minimalniho
média M9 s°C glukosou jako jedinym zdrojem uhliku®a chloridem amonnym jako
jedinym zdrojem dusiku afolavkem 0,25 ml ampicilinu. Rate:ni opticka denzitaip590
nm se pohybovala v rozmezi 0,07 — 0,15. Inkubaoéipala v orbitalnim inkubatoru za
teploty 37°C pi 250 rpm po dosazeni QB = 0,6. Poté jsme indukovali expresi MA
pridanim 200ul IPTG do kultury a ponechali v inkubatoru za sfejm podminek 4 hodiny.
Typicka finalni ORgobyla 1,5. Po expresi byla kultura zcentrifugova®andin., 5000g a
4°C.



4.2.3.3 Dezintegrace bé&kpo expresi

Peleta bugk po expresi byla resuspendovana ve fosfatovémvaa@om pufru
s pridavkem 50 mg lysozymuiipcelkovém objemu sisi 40 ml. Bylo gidavano 80Qul
Completena 750 ml vychoziho inokula. Zasobni roztGlompletebyl z jedné tablety
rozpuséné v1 ml fosfatového lyzovaciho pufru. Po promidhanasledovala
mikrosonikace s®si na ledu (2x 1 min., 1 min. na chlazeni). Ragni 400ul 10%
deoxycholatu jsme nechali gempromichavat na ky¢ae 1 hodinu. Nasledovalo 30 min.
inkubace s qul RNasy A (finalni koncentrace®y/ml) a 5ul DNasy (finalni koncentrace 1
pug/ml) | pii 37°C. Zaverénym krokem byla centrifugacefipl5 000 g, 15 min. a 4°C.

Supernantant obsahoval fuzni protein MAPPHis.

4.2.3.4 Metaloafinitni chromatografie v kolonacNisITA agarosou

Na 750 ml kultury byly pouzivany 4 ml NiNTA, ktese gidavala do kolony s
fritou spolu se supernatantemigqchoziho kroku. Navazovani vzorkii pomalém téeni
trvalo 1 hodinu. Po vypu&ti lyzatu z kolony flow through byla NiNTA proplachnuta 20
ml fosfatového lyzovaciho pufru a ekvilibrovana @0 proteasoveho pufru. Odgovani
MA od PP s histidinovou kotvou probihalo ve 4 mbteasového pufru giplavkem 150 —
1000pl PR o koncentraci 0,4 mg/ml. &eni probihalo 12-18 hod. Vyma proteasového
pufru za vzorkovy pufr pro koncentrovani a NMR sevadla na kolonach PD 10 od
firmy GE Healthcare podle protokolu vyrobce.
4.2.3.5 SDS polyakrylamidova gelova elektroforé2R$-PAGE)

Kontrola expresniho profilu byla prov&th Tris-tricin SDS-PAGE (10% T, 3,5% C)ip
programu 40 V 40 min. a 150 V 50 min. Vzorky bylg vzorkovém pufru denaturovany

varem po dobu 2 min.



4.2.4 NMR spektroskopie

4.2.4.1 Koncentrovani vzailka @giprava pro NMR spektroskopii

Vzorek byl koncentrovan vifslusném pufru a koncentirsich kyvetach s limitem

(cut off 3 kDa. Krok centrifugace byl 5 min¥ip2000g a 20 °C. Po kazdém kroku byl

vzorek promichan opakovanym pipetovanim. Finalrjembbyl gizpisoben pro NMR

kyvety Shigemi. Koncentrace kafreeho vzorku se pohybovala od 0,25 do 0,5 mmol/l.

Pred uskladsnim pro néfeni spekter a vlastnimgienim byl gidan azid sodny a f® (viz

kap. 4.1.6) a 2Ql zasobniho roztokComplete.

4.2.4.2 Mireni spekter NMR

Spektra byla snimana na spektrometru Bruker 600néealll vybaveném

kryosondou a pracujicim s rezokan frekvenci pro vodik 600 MHz a zpracovana

programem NMRpipe a vizualizovana v programu NMRwW2r

Tab. 3: Zakladni nastaveni NMR experiment

_ kbl spektralni &ifka (Hz)
experlment
HoO N | H N T
H-N-HSQC 2048 128 9615 1825
'H-1%c-HMQC 2048 256 9615 12073
HNCA 2048 46 96 8418 2190 4803
CBCANH 2048 46 96 8418 2190 11321
CBCA(CO)NH 2048 40 128 8418 2190 11318
HNCO 2048 50 118 8418 2190 4528
HBHA(CO)NH 2048/96 40 8418/8418 2190
H(C)CH-TOCSY |2048/128 64 732417324 11319

Vlastni sekveéni pritazovani proteinu a vyhodnocovani spekter bylo pteme v

programu CCPNMR Analysis

(Vranken

WF

et

al.,

2005)z4kladnim

dvoudimenzionalnim (2D) experimentem piti@zeni pate proteinu byldH-N-HSQC,



se signaly NH skupin peptidovych vazeb a ampbstrannichiettzci. Tato spektra
zérove slouzila ke zhodnoceni kvality vzorkuiipadré degenerace, a to porovnanim s
piedeSlymi spektry a posouzenirfitpmnosti usptadané struktury. Dale byly snimany
tiidimenzionalni (3D) experimenty: HNCA, CBCANH, CBG20)NH, HBHA(CO)NH a
HNCO. Signaly skterych vodik o, p a uhliki o, p byly nalezeny ve spektrech
obsahujicich informace o postranni@&zcich *H-*C-HMQC (2D) a H(C)CH-TOCSY
(3D). Hodnoty chemickych postinvytvaieji ve spektrech systém gadnic, kterymi se
podle typu experimentu daji dir odezvy gislusnych atorin. Vychodiskem pro pohyb a
prohledavani 3D spekter jsou 2D spektra, v nich#apené signaly vymezuijitiglusnou
rovinu pohybu v 3D spektru. Informace obsazenamau je zavisla na fgobu genosu

magnetizace mezi vybranymi jadry (obr. 12). Totdimeno sekvenci radiofrekvémich

pulzi.

1 [

Obr. 12

Schéma fenosu magnetizace z atbraminokyselinyi-1 nai k detekci na vodiku HN.
Experiment HBHA(CO)NH. (Revzato z http://www.ccpn.ac.uk)

4.2.4.3 Sekveni piifazovani rezonanci

Experimenty jsou navrzeny ve dvojicich, jejichZ \prdvanim Ize it signdly
nalezici aminokyselinhs gislusnym signalem v*H-">N-HSQC a signaly aminokyseliny
piedchozi. Tyto signaly aminokyseliny-1 poté slouzi k nalezeni v sekvenci
predchazejiciho signalu VH->N-HSQC a cyklus se opakuje. Toto je zakladni ppnci
sekveriniho gifazovani (obr. 13).
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Obr. 13

Schéma sekveéniho pirazovani ve dvojici experimaentCBACNH - CBCA(CO)NH.

(Pfevzato z http://www.ccpn.ac.uk)

4.2.5 Odhad sekundarni struktury na zakla@ indexu chemickych posuii

Index chemického posunwhemical shift index- CSI) je vypdetni metoda pro
predikci sekundarni struktury z jizigazenych chemickych posumtomi patée proteinu.
Opir4 se o stanoveni tzv. sekundarnich chemickgslimp. Sekundérni chemicky posun
je v podstat chemicky posun zavisly na konformaci. Jatiselna hodnota je rozdilem
mezi chemickym posunem experimentéhiskanym a fislusnou referefmi hodnotou pro
strukturu nahodného klubksafidom coi). Cim vice je ziskana hodnota vzdalena od nuly,
tim vice je struktura pravidelna. Chemické posulizké nule, (+/- 0,1 ppm prod), jsou
indexovany 0 a hodnoty vzdatgsi 1 a -1. Z dilich hodnot je pak stanoven tzv. konsensus
index pro celou aminokyselinu. Pokud jsou v sekvgratypeptidu indexovany alespo
¢tyii aminokyseliny wadt po solg (ne vSak nezbyt#) hodnotou -1, jednad se

pravdEpodobré o a-helix. Pokud jsou indexovany hodnotou 1 aléstfoaminokyselinové



zbytky, jde pravdpodobré o B-list (wishart DS, Sykes BD a Richards FM.992) CSI byl
pocitdn programent S| (wishart DS a Sykes BD, 1994yerze 2.0.

4.2.6 Posouzeni strukturni stability molekuly pomoktindexu nadhodného klubka a
parametru uspofadanosti S

Flexibilita patée proteinové molekuly fZe byt odhadnuta na zaktadhemickych
posurii jader jejich atorin MetodouRandom Coil IndeXRCI) Ize stanovit tzv. parametr
uspdadanosti $. Takto Ize ozndt oblasti, které si udrzuji stab#inuspdadanou
sekundarni strukturu a odliSit je od oblasti fléxiizch. Fi ovéfovani gesnosti &hto
Vvypocta prorovnavanim experimentalnich dat s daty z dafab@ publikovan koreleni
koeficient metody RC* 0,8 (Berjanskii MV a Wishart DS, 2005). Refetehhodnoty pro
strukturu ndhodného klubka jsoured kalkulaci sekundérnich chemickych pasun
korigovany opravnymi faktory podle sousednich arkyselin. Hodnoty tabelované pro
konkrétni aminokyselinu+1, i+2, i-1 ai-2 jsou fi¢teny k chemickému posumté

aminokyseliny.
Vypocet RCI pro dany aminokyselinovy zbytek probihawderce:
RCI = ( <A Ndc,| + B Ndco| + C Nocp| + D M| + E ASNM| + F Pdp| >)*

kde A, B, C, D, E a F jsou koeficienty zohtegici soubory atorn, jejichz chemické
posuny byly do vypé&u zahrnuty a jsou jimi nasobeny absolutni hodrssigundarniho
chemického posunu konkrétniho atomu, ziskanéhaypoctu CSI. Znaky <> oznalji
pramer.

Pro parametr uspadanosti Splati vztah:

$=1-0,5In (1 + RCI*100)
(Berjanskii M a Wishart DS, 2006)

Hodnoty $ pro mutant S6A MA M-PMV byly pgitany v programu Talos+ (Shen Y et al,
2009).



5 Vysledky

5.1 Fiprava rekombinantniho proteinu

Priprava jednoho vzorku probihala z celkem 750 neB0 Bl kultury. Nadst
kultury pred indukci exprese IPTG, vzhledem k pouZiti izot@twm zna&eni, trval
priblizn¢ 5 hodin. Protokol byl experiment&noptimalizovan pro vy¥ek o stabilni
koncentraci cca 0,37 mmol/lfiBlizna koncentrace byla ¢tovana spektrofotometricky.
= 280 nm). Prornlivymi prvky v purifikaci bylo mnoZzstvi fidavané PR a doba
odSgpovani od NINTA, molarita NaCl koncenér@ho pufru a doba jednoho
koncentrovaciho kroku. Bylo odstiaro chlazeni f navazovani vzorku na NIiNTA a
béhem koncentrovani. Pokud byl&ep koncentrovanintasova prodleva, nebyl vzorek
zamrazovan, ale pouze skladovan §C. Pro kontrolu byla pouzita SDS-PAGE v Tris-

tricinovém usptadani (obr. 14).
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Obr. 14

Gel SDS-PAGE, ukazuijici fioch exprese a purifikace MA. drahy:
M — standard molekulovych hmotnosti

1 — buiky pred indukci IPTG

2 — buky po indukci IPTG

3 — peleta po lyzi

4 — supernatant po lyzi

5 —flow throughpo navazovani MAPPHis na NiNTA

6 — vzorek s od8penym MA od PPHis

7 — vzorek MA po fevedeni do pufru pro NMR spektroskopii

5.2 Frifazeni rezonanci atoni pateie proteinu

Poddilo se giradit 99% atori Ca, 96% G, 91% Hx, 83% H 90% uhliki
karbonylovych skupin peptidovych vazeb (CO), 92%ikiu peptidovych vazeb a 98%
prislusnych vodik (HN). Celkova Usgsnost pirazeni ator patée proteinu je 95%.
Nepoddilo se nalézt zadny jednozim& prifaditelny signal glutamatu 9. Signaly
amidickych atori prolind se ve spektrechH-"N-HSQC nevyskytuji, protoze nemaiji
v polypeptidovénietzci vodik HN, na kterém probiha detekce. Jejiclato$tatomy vSak
maji signaly ve spektrech jako atomy aminokyseliii (HNCA, CBCANH,



CBCA(CO)NH, HBHA(CO)NH a HNCO) a ve spektrech, kdietekce probihala na jiném
nez amidickém vodiku'd-*C-HMQC a H(C)CH-TOCSY) . Tabulk&iselnych hodnot

chemickych posubhje uvedena vifloze.

Schématické znaza¥ni atomi s ugenymi €erns) chemickymi posuny:

8 9 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19 20 21 22 23 24 |25
s Glu Arg Tyr Val Glu |Gln Leu Lys Gin |Ala Leu Lys Thr Arg |Gly “al Lys

=
T
ED".I
ol
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T
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HPOODOPOwDPwWPOODODPOODODDOOD
00000000 : 0000000000000000
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5.3 Porovnani chemickych posuian MA M-PMV mutantu S6A a WT

Pri studiu zavislosti mezi gmérnymi chemickymi posuny daného jadra v pate
molekuly proteinu a sekundéarni strukturou dané kdiebylo zjisS€no, Ze nejspolehliyji
koreluji s gitomnostia-helixu (korel&ni koeficient 0,8) neb@-listu (korel&ni koeficient
0,75) hodnoty chemickych posumodika a (Sibley AB,Cosman M a Krishnan VV, 2003
Pro soubory chemickych posurvodiki o mutantu S6A a WT byla spitana stedni
kvadratick& odchylka (RMSD) 0,268 podle vzorce:

'lz [3"'}' —Vi T

\'l >

Ze srovnani s hodnotami pro jiz fegené mutanty R55F (RMSD = 0.078), a
T411/T781 (RMSD = 0.535) plyne, Ze sice neni zcetmedbatelnd, ale jefiplizné o

polovinu mensi nez vifpad dvojittho mutantu T41I/T78l, ktery ghzachovany celkovy

charakter molekuly, avSak se &mou velikosti gkterych interhelikalnich uiil Vzhledem

k tomu, Ze nej#tsi zneny v chemickych posunech mutantu S6A jsou v oblasttace,
tedy na nestrukturovném N-konci, je prapddobné, Ze terciarni struktura molekuly mimo
tuto oblast nebude vyznaghdotena. Naopak iiges nizkou RMSD mutantu R55F nelze
piedpokladat, Ze by jeho Zma struktury byla mensi nez u S6A. V terciarni lgtite
R55F jsou totiz vyrazné zmy, které vSak nejsou lokalizované, ale zasahukogeu
tiirozmérnou architekturu proteinu, a to reorientaci priinidvou o-helixa vaci
C-terminalni polovig proteinu a je tedy mozné, Ze ze statistickéhoisitedse celkova
zmeéna v chemickych posunech tak vyrazieprojevi.

Pro zobrazeni strukturnich Zm se vSak vice hodi chemické posuny diusik
vodikl peptidové vazby, a to prastéi Sfi hodnot. Vzhledem kijblizn¢ pétinasobnym
hodnotdm chemickych posuumusiki oproti vodikim, byly celkové zrény v chemickych
posunechdchto atoni WT a S6A vyjadeny pomoci vzorce:

®"°N

A= + (a)lH )



kde o je rozdil mezi hodnotou chemického posunu dandébma WT a S6A. Ziskané

hodnoty pro jednotlivé aminokyseliny jsou zanesdayloupcového graféil.

Graf 1. Rozdily v chemickych posunech amidickycbndi peptidovych vazeb WT a

mutantu S6A. Pozice mutované aminokyseliny v¢enacervers.
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VyrazrgjSi zména v chemickych posunech je patrna pouze v okoliaceua u
fenylalaninu 34.

5.4 Zhodnoceni sekundarni struktury a jeji porovnam s WT

Celkow nedosSlo k wtSi zmeén¢ rozlozeni prvk sekundarni struktury.
SignifikantrgjSi zmenou je zkraceni rétiho a-helixu o t aminokyseliny v jeho
N-termindlni ¢asti a nefitomnost nadznaku oblasfilistu, ovSem velmi kratké, twené
pouze temi aminokyselinami. ZvySend flexibilitatiplusné smiky vSak bude muset byt

potvrzena fi feSeni terciarni struktury.
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Obr. 15

RozloZeni prvis sekundarni struktury MA mutantu S6A (nakpa WT (dole).

Celkovy charakter proteinuigtal zachovan arpvahaa-helikalni struktury nebyla

ovlivnéna, coz dote demonstruje Ramachandiardiagram na obrazku 16.
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Obr. 16
Ramachandratv diagram S6A MA M-PMV vytveéeny na zakla#l prirazenych rezonanci

v programu Analysis.

V programu Talos+ byly vypidtany RCI jednotlivych aminokyselin a graficky
znazorin vyvoj parametru uspadanosti § ktery charakterizuje miru pohyblivosti
jednotlivych aminokyselin. Vysledky v grafu 2 nazog mirné zvySeni dynamiky
N-konce, to vSak bude mozné potvrdit az na zakiaxkreni relaxanich vlastnosti atotn



Graf 2: Vyvoj parametru ‘i jednotlivych aminokyselin WT a mutantu S6A na ladk
hodnot z programu Talos+
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6 Diskuze

Poddilo se vypurifikovat vzorek rekombinantniho proteinv dostaténé
koncentraci pro nasnimani spekter NMR a prkdageni chemickych postinatomi
proteinu. Vzhledem k nahrazeni jednoho ze dvoun&ealaninem, doSlo ke zvysSeni
hydrofobicity molekuly a musela byt zkracena dobdnpho kroku $ koncentrovani,
vylouceny chladici kroky a zamrazovani vzirkByla optimalizovana iontova sila
vzorkového pufru zemami molarni koncentrace NaCl. Také jsme zvySowalozstvi PR
pro ods¢povani MA a prodluzovali dobu inkubace MAPPHis s HRddiilo se vSak
dosahnout efektivni koncentrace maxintah37 mmol/l. Kuili nizSi koncentraci byla
néktera NMR spektra horsi kvality &které hledané rezonance nemohly byt jednézha
piitazeny pro jejich nizkou intenzitu. Nizké ®¥ky exprese také znemudvaly
vicestugmovou purifikaci vzork, kterd by pinesla dalSi ztraty. PR tedy byla ve vzorku
ponechana a bylafidana smis inhibitoti proteas. Je otadzkou, do jaké miry se tyto
skute&nosti podilely na stabilitvzorku, ktery degradoval po 3 — 10 tydnech. Sonhine
fici, Ze optimalizace pro kowteou koncentraci 0,5 mmol/lfpobjemu 300ul nebyla
piinosem z dvodu nasledné ztratyasti vzorku: vzorky fblizné od koncentrace 0,4
mmol/l se nejpozg)i do druhého dneéasteén¢e vysrazely. V gkterych vzorcich se na
gelech SDS-PAGE prokazal&itemnost proteith s molekulovou hmotnosti 10 a néén
kDa, tedy leliich nez MA (obr. 17). Hmotnostni spektrometrii byl@ieno, Ze jde o
fragmenty MA. Jejich vyskyt byl danigmé negesnosti (nedostateou substratovou
specifitou) PR a prawpodobre téZz kontaminaci proteasami z lyzatu. Pro druhou
domrenku svdci fakt, Ze vysSi objemy pouzité PR s vySSim vyskyfeagmeni nijak
nekorelovaly. Diky nizké citlivosti NMR spektroskepgako takové, nesto toto viditelny
dopad na kvalitu spekter v porovnaniémi, ktera byla nagtena na vzorcich s niz§im

podilem néistot.
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Obr. 17
Gel SD-PAGE porovnavaijici vzorky purifikovaného MRteré obsahovaly fragmenty.
Drahy obsahuji rdzné vzorky oazné koncentraci protein Je patrné, Zze schéma

molekulovych hmotnostgthto fragment bylo u tiznych vzorki ténmei shodné

Nepoddilo se najit chemické posuny glutamatu 9, ale @®tee jedna o jediny
vypadek ve studované oblasti, ndmby to mit, s ohledem na pouzity software, vazny
dopad na fesnost odhadu sekundarni struktury. Z vysiegkpatrné, Ze doslo k mirnému
prohloubeni destabilizace N-konce molekuly. Cetkesak S6A i WT MA M-PMV jsou
v sekundarni strukte pravépodobr témet totoZzné. Vyjimkou, krord N-koncové oblasti,
je smytka mezio-helixy 2 a 3, coZ sice déd koresponduje se zmou hodnot $v tomto

regionu, ale navzdory zkraceni helixu doslo ke emy&chto hodnot.



7 Zaver

- Poddilo se fipravit izotopo¥ znaeny vzorek mutantu S6A matrixového proteinu
M-PMV v koncentraci nezbytné pro zieni spekter NMR.

- Vdvou- a tidimenzionalnich experimentech NMR spektroskopié/ malezeny
chemické posuny atairproteinové pate.

- Ziskané hodnoty chemickych posunbyly porovnany s divokym typem
matrixového proteinu M-PMV a identifikovany Zmy v okoli mutace.

- Byla stanoven gedni kvadraticka odchylka pro soubory vadik mutantu S6A a
divokého typu a porovnana s dalSimi mutanty.

- Zchemickych posun byl proveden vypéet jejich indexu CSI a odhadnuta
sekundarni struktura, v niz nebyly z}isy wtSi odliSnosti od divokého typu.

- Byly provedeny kalkulace parametru usfaanosti metodou RCI pro mutant S6A a
divoky typ a porovnany. Bylo zji&o, Ze N-terminalni oblast mutantu je lehce
destabilizovana, v kontrastu k mirnému, ¢e@vanému snizeni flexibility mezi

tiretim actvrtym a-helixem.
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9 Seznam zkratek

amk - aminokyselina

ATP — adenosin trifosfat

AIDS —acquired immunodeficiency syndrome

CA — kapsidovy protein

CSI —chemical shift indexindex chemického posunu)

CTRS —cytoplasmic targeting/retention signal

HIV — Human immunodeficiency virus

HTLV — Human T-lymphotropic virus

IN - integraza

IPTG — isopropyl thiogalaktopyranosid

LTR —long terminal repeats

MA — matrixovy protein

M-PMV — Mason-Pfizer monkey virus

NC — nukleoprotein

NMR — nuklearni magnetick& rezonance

PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza

PBS —primer binding site

PCR —polymerase chain reactiaipolymerazov&etzova reakce)
PIC —pre-integration complegpre-integrani komplex)

PP — fosfoprotein

PPT —polypurine tract

PR - proteaza

RER -rough endoplasmic reticuludrsné endoplazmatické retikulum)
RMSD —root mean square deviatidstedni kvadraticka odchylka)
RSV —Rous sarcoma virus

RT — reverzni transkriptaza

SDS - dodecylsulfat sodny

SU —surface(povrchovy) protein

TM — transmembranovy protein

WT —wild type(divoky typ)



10 Filoha

Tabulky chemickych posunS6A MA M-PMV:

HN N HA HA2 HA3 CA
1| Met 56.96
2| cly 8.43 | 110.11 3.93 45.37
3| GIn 8.36 | 120.31 | 4.19 55.96
4| Glu 8.44 | 122.33 4.2 56.91
5] Leu 8.27 | 123.49 | 4.25 55.95
6| Ala 839 | 124.14 | 4.6 53.39
7| GIn 834 | 118.92 | 3.88 58.7
8 | His 854 | 11955 | 4.56 58.65
10 | Arg 8.39 | 119.36 | 3.99 58.59
11| Tyr 4.11 60.89
12 | val 757 | 11854 | 3.12 66.99
13| Glu 853 | 121.02 | 4.18 59.69
14| GIn 8.43 | 118.22 | 3.95 59.22
15 | Leu 733 | 122.01 | 3.93 57.82
16 | Lys 8.33 | 120.74 3.6 60.41
17| GIn 841 | 118.77 | 3.99 58.61
18 | Ala 8.11 | 124.16 4.1 55.21
19| Leu 8.35 | 119.25 | 3.81 58.12
20 | Lys 8.02 | 121.81 | 3.98 59.95
21 | Thr 8.12 | 11534 | 4.03 65.77
22 | Arg 7.3 119.31 | 4.34 55.37
23| Gly 7.92 | 107.32 3.64 45,57
24 | val 779 | 12211 | 3.95 61.91
25 | Lys 861 | 128.74 | 4.12 56.01
26 | val 777 | 121.85 | 4.43 59.64
27 | Lys 8.82 | 12427 | 4.34 55.81
28 | Tyr 822 | 120.81 | 3.74 62.69
29 | Ala 9.08 | 117.81 | 3.81 55.29
30 | Asp 6.78 | 116.01 | 4.45 57.09
31| Leu 7.79 | 123.41 57.22
32| Leu 8.64 | 12064 | 3.94 58.77
33| Lys 758 | 118.62 4.1 59.5
34| Phe 7.85 | 12159 | 4.32 61.08
35 | Phe 8.44 | 117.96 | 3.89 64.43
36 | Asp 8.36 | 12513 | 4.48 57.75
37 | Phe 758 | 123.34 | 4.29 61.52
38| val 8.13 | 121.73 | 2.93 67.27
39| Lys 7.73 | 120.02 | 3.74 59.12




HN N HA HA2 HA3 CA
40| Asp 7.55 116.58 4.14 56.9
41| Thr 7.5 109.47 3.76 64.16
42| Cys 8.23 118.3 4.38 55.76
43 | Pro 4.33 65.39
44 | Trp 6.4 113.13 53.89
45 | Phe 7.18 126.52 56.55
46 | Pro 4.66 62.87
47]GIn 8.54 120.17 56.38
48 | Glu 7.16 115.1 4 54.97
49 | Gly 8.59 110.61 4.14 3.67 45.42
50| Thr 8.03 115.59 4.19 61.91
51|lle 8.59 126.21 4.05 62.77
52 | Asp 8.29 126.09 4.86 52.38
53| lle 8.95 124.56 4.1 62.78
54| Lys 8.19 122.92 60.46
55| Arg 8.36 119.35 4.35 60.21
56| Trp 9.1 120.71 4.69 59.67
57| Arg 9.05 120.74 4.34 60.6
58| Arg 7.45 120.54 4.23 59.82
59 | val 8.16 122.19 3.61 66.46
60 | Gly 7.46 106.07 1.94 2.54 46.2
61| Asp 7.87 122.87 57.36
62| Cys 8.01 120.77 62.97
64 | GIn 8.05 118.76 4.11 59.36
65 | Asp 8.19 120.01 4.43 57.75
66 | Tyr 8.79 122.36 4.38 61.94
67| Tyr 8.96 121.7 3.94 61.79
68 | Asn 8.75 118.18 4.35 55.57
69 | Thr 7.97 115.03 3.78 65.82
70 | Phe 8.49 118.1 4.41 59.2
71| Gly 7.74 109.06 4.25 3.52 44.97
72| Pro 4.29 64.18
73| Glu 8.69 116.93 4.02 58.73
74| Lys 7.49 116.33 4.32 55.27
75| Vval 7.22 119.07 4.22 58.9
76 | Pro 4.39 62.65
77| Val 8.55 120.84 3.9 65.54
78| Thr 7.28 108.18 3.92 62.37




HN N HA HA2 HA3 CA
79| Ala 7.54 123.5 4.02 55.87
81| Ser 8.12 116.84 419 61.78
82| Tyr 8.38 121.1 3.99 60.84
83| Trp 8.45 119.75 4.26 64.23
84 | Asn 8.44 118.6 4.16 57.31
85| Leu 8.07 120.87 3.92 58.1
86 | lle 7.86 118.05 3.39 63.6
87| Lys 7.8 121.09 3.32 60.08
88| Glu 7.76 115.81 3.9 58.94
89| Leu 7.31 118.47 3.92 57.59
90| lle 7.57 113.11 3.98 62.67
91| Asp 8.05 122.36 4.48 55.11
92| Lys 7.82 120.23 4.21 56.31
94| Glu 8.39 121.87 4.24 56.38
95| val 8.1 121.24 4 62.24
96 | Asn 8.5 123.22 4.94 51.21
97 | Pro 4.33 63.45
98| GIn 8.32 119.83 4.28 56.08
99 | val 8.01 121.41 4.04 62.42
100 | Met 7.9 129.2 - 57.13




HB1/2 CB co
1| Met 30.37 | 176.73
2| cly 174.75
3| GIn 1.94,2.02| 29.44 | 175.94
4| Glu 1.87 29.99 | 176.79
5] Leu 1.56 42.35 | 177.61
6| Ala 1.43 18.72 | 178.65
7| GIn 2.14 28.37 | 177.74
8 | His 3.07 29.64
10 | Arg 1.85 30.14
11| Tyr 3 38.93 | 177.31
12 | val 1.99 30.96 | 177.57
13| Glu 29.25 | 178.71
14| GIn 1.97,2.04| 279 | 179.48
15 | Leu 1.66,1.08| 42.13 | 177.9
16 | Lys 2.17,1.69| 32.24 | 179.33
17| GIn 2.08 27.99 | 178.13
18 | Ala 1.41 18.55 | 180.94
19| Leu 1.86,1.28| 40.8 | 178.71
20 | Lys 1.98 31.87 | 181.17
21 | Thr 4.27 69.15 | 175.29
22 | Arg 2.10,1.77| 29.87 | 175.88
23| Gly 173.74
24 | val 1.73 32.78 | 174.59
25 | Lys 1.66 32.34 | 174.93
26 | val 1.88 3451 | 174.25
27 | Lys 32.95
28 | Tyr 3.03 38.48 | 176.59
29 | Ala 1.37 18.89 | 180.13
30 | Asp 2.73 4079 | 1787
31| Leu 1.30,1.62| 41.99 | 178.48
32| Leu 1.12,1.57| 41.85 | 179.31
33| Lys 1.92 321 | 179.82
34| Phe 3.05,3.04| 3825 | 176.9
35 | Phe 2.98 37.83 | 178.88
36 | Asp 3.06,2.80| 39.72 | 177.66
37 | Phe 3.09 38.4 178.9
38| val 2.09 31.07 | 176.37
39| Lys 1.92,1.83| 31.65 | 177.31




HB1/2 CB CO
40| Asp 2.41 41.27 | 177.84
41| Thr 3.59 70.3 | 175.15
42| cys 2.76 27.86

43| Pro 312 | 175.42
44| Trp 29.47 | 175.76
45| Phe

46| Pro 3455 | 17557
47| GIn 2059 | 173.92
48| Glu 1.66 178.14
49| Gly 173.3
50 | Thr 3.95 70.23 | 174.34
51]lle 1.79 38.93 | 175.68
52| Asp 2.90,2.70| 44.12 | 176.9
53] lle 1.88 38.46 | 176.14
54| Lys 31.69 | 181.06
55 | Arg 31.29 | 178.88
56 | Trp 3.20,3.17] 30.7 | 180.15
57| Arg 2.1 30 178.21
58| Arg 2.09 20.75 | 175.76
59 | val 1.45 31.31 | 176.62
60| Gly 175.89
61| Asp 4003 | 178.7
62| Cys 27.21 | 177.58
63| Phe 3.252.83] 3715 | 1781
64| GIn 2.14 28.53 | 177.88
65| Asp 2.79 413 | 178.87
66 | Tyr 3.21 38.84 | 178.13
67| Tyr 3.21,3.38] 39.18 | 178.24
68| Asn 3.03 38.35 | 176.6
69 | Thr 3.6 69.63 | 174.9
70| Phe 2.38,2.98] 4054 | 176.46
71| Gly

72| Pro 1.98,2.35] 32.12 | 178.35
73| Glu 1.96 291 | 177.46
74| Lys 1.57,2.02| 33.66 | 175.38
75| val 2.09 33.64

76| Pro 1.63 32.17 | 178.59
77| val 2.16 31.72 | 177.47




HB1/2 CB CO
78| Thr 3.75 68.97 175.65
79 | Ala 0.71 17.88 179.31
80 | Phe 2.96,3.19| 38.11 178.82
81| Ser 3.96 177.72
82| Tyr 1.43 34.7 177.77
83| Trp 3.56 28.88 179.3
84| Asn 2.82,3.06| 39.83 176.64
85| Leu 1.71 42.53 179.23
86| lle 1.67 36.64 176.52
87| Lys 0.76,1.64| 31.37 177.4
88| Glu 1.96 29.33 178.21
89| Leu 1.55,1.75| 42.36 178.57
90| lle 1.9 38.31 177.08
91| Asp 2.58 41.36 176.21
92| Lys 1.72 32.78 176.24
93| Lys 1.76 32.67 176.43
94 [ Glu 1.87,2.01| 30.39 175.17
95 [ val 1.95 32.83 175.26
96 | Asn 2.62,2.77| 39.21
97| Pro 1.85,2.19| 32.35 176.62
98 [ GIn 2.02,1.92| 295 175.68
99 [ val 2 32.73 174.99
100 [ Met 33.93




Postranni fetézce

1| Met

2| Gly

3[GIn

4|Glu | 2.19:Hga

5|Leu | 0.70:Hda* | 24.40:Cda

6| Ala

7|GIn | 2.35:Hga | 33.89:Cg

8 | His

10|Arg | 1.64:Hga | 3.15:Hda | 27.33:Cg | 43.41:Cd
10|Arg | 1.64:Hga | 3.15:Hda | 27.33:Cg | 43.41:Cd
11| Tyr

12 |Val | 0.57:Hga* | 0.59:Hgb*

13| Glu | 35.15:Cg

14|GIn | 2.44:Hga

15|Leu| 1.27:Hg [ 0.35:Hda* | 0.53:Hdb* | 25.28:Cg | 24.92:Cda
16|Lys | 1.19:Hga | 1.22:Hgb | 1.50:Hda

17|GIn | 2.47:Hga

18| Ala

19| Leu | 0.56:Hda* | 0.59:Hdb*

20| Lys | 1.45:Hga | 2.99:Hda | 25.28:Cg

21 | Thr | 1.28:Hg2*

22| Arg | 3.08:Hda | 43.33:Cd

23 | Gly

24 |Val | 0.73:Hga* | 0.74:Hgb*

25| Lys

26 | Val | 0.72:Hga*

27 |Lys

28 | Tyr

29 [ Ala

30| Asp

31| Leu

32|Leu| 1.41:Hg | 0.84:Hda* | 0.86:Hdb* | 27.14:Cg | 24.93:Cda | 24.31:Cdb
33|Lys | 1.53:Hga | 1.71:Hda | 2.99:Hea

34 | Phe

35| Phe

36 | Asp

37| Phe

38 |Val | 0.19:Hga* | 0.50:Hgb* | 23.34:Cga




Postranni fetézce

39

Lys

40

Asp

41

Thr

0.33:Hg2*

21.92:Cg2

42

Cys

43

Pro

44

Trp

45

Phe

46

Pro

47

Gin

48

Glu

1.89:Hga

35.03:Cg

49

Gly

50

Thr

1.09:Hg2*

21.80:Cg2

51

lle

0.66:Hg2*

0.45:Hd1*

27.60:Cgl

17.93:Cg2

13.51:Cd1

52

Asp

53

lle

1.45:Hgla

1.47:Hglb

1.03:Hg2*

0.98:Hd1*

27.81:Cgl

18.32:Cg2

54

Lys

55

Arg

56

Trp

57

Arg

1.82:Hga

3.24:Hda

3.30:Hdb

27.32:Cg

43.64:Cd

58

Arg

59

Val

-0.51:Hga*

0.54:Hgb*

20.70:Cga

22.97:Cgb

60

Gly

61

Asp

62

Cys

63

Phe

64

GIn

2.35:Hga

65

Asp

66

Tyr

67

Tyr

68

Asn

69

Thr

0.22:Hg2*

70

Phe

71

Gly

72

Pro

1.97:Hga

3.22:Hda

50.21:Cd

73

Glu

2.23:Hga

74

Lys

1.24:Hga

1.43:Hda

1.50:Hdb

2.55:Hea

2.60:Heb

25.21:Cg

75

Val

0.44:Hga*

1.07:Hgb*

76

Pro

1.32:Hga

77

Val

1.00:Hga*

1.01:Hgb*

20.96:Cga

21.06:Cgb

78

Thr

1.06:Hg2*




Postranni fetézce

79 |Ala

80 [ Phe

81| Ser

82| Tyr

83| Trp

84 | Asn

85| Leu | 0.65:Hda* | 0.73:Hdb*

86|lle |[1.12:Hgla | 1.47:Hglb | -0.31:Hg2* | 0.73:Hd1* | 29.57:Cgl | 16.25:Cg2
87 |Lys | 1.24:Hga | 24.33:Cg

88| Glu | 37.00:Cg

89|Leu | 1.50:Hg [ 0.63:Hda* | 0.67:Hdb* | 25.43:Cg | 25.04:Cda | 24.43:Cdb
90 |lle [1.15:Hgla | 0.69:Hg2* | 0.31:Hd1* | 25.67:Cgl | 14.49:Cd1
91 [ Asp

92|Lys | 1.36:Hga | 1.60:Hda | 2.91:Hea | 29.80:Cd | 42.56:Ce
93 |Lys | 25.17:Cg

94| Glu | 2.30:Hga | 33.96:Cg

95| Val | 0.74:Hga* | 0.82:Hgb* | 21.14:Cga | 20.80:Cgb

96 [ Asn

97 |Pro | 1.92:Hga | 3.69:Hda | 3.71:Hdb | 27.32:Cg | 50.82:Cd
98|GIn | 2.29:Hga | 33.90:Cg

99| Vval [ 0.84:Hga* | 20.92:Cga

100

Met




