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Abstrakt: V préaci je zkoumédna metodika méfeni karbonylovych *C NMR
relaxaci Ty a Ty v peptidovém fetézci dvojité (1°N 13C) znaceného proteinu.
Vysledky jsou pouzity ke stanoveni dynamickych vlastnosti proteinu pomoci
Lipari-Szab6ova modelu. Ten je porovnan s dynamickym modelem urcenym
na zdkladé Ty, Ty a NOE relaxacénich experimentti zméfenych na dusicich 1°N
v pétefi uniformné °N znaceného proteinu. Uvedené relaxacni experimenty
jsou zméreny na prislusné izotopové obohaceném matrixovém proteinu Mason-
Pfizerova opiciho retroviru a jeho mutované formé R55F. Forma R55F, resp.
jeji usek oznacovany CTRS, ma za nésledek sklddani virové kapsidy v blizkosti
bunééné membrany, stejné jako je tomu u viru HIV. Mason-Pfizeruv opic¢i virus
proto predstavuje vhodny studijni model zkoumani zivotniho cyklu retroviru.
Hodnoty dusikovych dynamickych parametru LS modelu u obou forem pro-
teinu potvrdily vétsi dynamiku CTRS sekvence u matrixového proteinu RH5F.
Déle byla nalezena dobra shoda hodnot dynamickych parametru karbonylu a

dusiku.
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1 Uvod

Studium strukturnich a dynamickych vlastnosti biomolekul ptedstavuje
aktudlni téma na poli molekularni a strukturni biologie, biochemie a biofyziky a
to predevsim z duvodu aplikace v mediciné a farmacii. V této préci se zabyvame
studiem proteini metodami nukledrni magnetické rezonance (NMR). Tato
metoda je spolecné s rentgenovou krystalografii a vypocetnimi metodami
vyuzivana pii analyze 3D proteinovych struktur a zkouméni jejich dalsich
vlastnosti. Rentgenova krystalografie je velmi silnym néastrojem, ktery je vsak
ale omezen krystaliza¢nimi schopnostmi proteinu. Zaroven neumoznuje zkou-
mat dynamické vlastnosti proteinu nebo jeho chovani v pfirozeném prostiedi.
Vypocetni metody predstavuji dulezity komplement k experimentalnim me-
todam, ale urceni struktury proteinu, zalozené vyhradné na vypoctu, neni do-
statec¢né duveéryhodné. Pokud chceme ziskat soucasné informace o strukture
a dynamice proteinu, je NMR asi nejvhodnéjsi metodou. Omezujicimi faktory
jsou nezbytna pomérné vysoka koncentrace vzorku (fadové 1mM), nutnost izo-
topového obohaceni (13C, 1°N, 2H) a d8le t06 maximéalni velikost studovanych
molekul pohybujici se v soucasné dobé kolem 100 kDa.

V této praci jsme se zamérili na studium specifickych proteinit Mason-
Pfizerova opiciho viru (M-PMV), ktery patii do skupiny retroviru. Biologickou
a medicinskou motivaci studia retrovira je predevsim celd fada nemoci, které
zpusobuji. Asi nejznaméjsim piikladem je AIDS, jejimz puvodcem je virus HIV.
Prave M-PMV predstavuje vhodny studijni model pro pochopeni nékterych
aspektu zivotniho cyklu retrovirt.

Hlavnim cilem této préace je zvladnout problematiku méfeni relaxaci kar-
bonylovych uhlikt 13C v pétefi proteinu a pokusit se rozsifit znalosti o dy-
ukolem je pokusit se méfenim na novych vzorcich ziskat presnéjsi o relaxaci
amidickych skupin °N v patefi proteinu. Uvedend méfeni byla provadéna jed-

nak na prirozené formé matrixového proteinu M-PMV, jednak na jeho muto-
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vané formé RH5F, ve které je zaménén arginin za fenylalanil. Tato mutace vede
k zédsadni zméné struktury proteinu a cilem je prozkoumat téz jeji vliv na jeho
lokalni flexibilitu patere.

Prace obsahuje teoretickou c¢ast, ve které jsou shrnuty zéklady teorie
NMR. Funkce matrixového proteinu je zasazena do popisu jeho zivotniho cyklu,
véetné fenotypickych projevii mutace tohoto proteinu. V experimentalni ¢asti
jsou detailné popsany nové implementované a zoptimalizované pulzni sekvence
pro mefeni 3C relaxaci karbonylovych uhliku a nastaveni viech provedenych
experimentu. Jsou prezentovany ziskané relaxaéni parametry pro amidické
dusiky '°N i karbonylové uhliky 3C, které jsou interpretovany o ohledem na
dymamiku protinu pomoci Lipari-Szabdova ptistupu. V zavéru jsou srovnany
vysledky N a 13C méfeni a dynamiky pro piirozenou i mutovanou formu

matrixového proteinu M-PMV.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Uvod do NMR
2.1.1 Spektroskopie NMR vysokého rozliseni

Jaderna magnetickd rezonance se zabyva studiem spinu atomovych jader v
silném magnetickém poli a jejich interakci s okolim. Pro popis téchto objektu
a déju s nimi spjatych je tfeba pouzit kvantovou teorii. V této kapitole jsme
¢erpali predevsim z knih [1] a [2].

Metodami NMR, lze zkoumat jadra vsech atomu v piirodé kromé jader se
sudym protonovym i nukleonovym ¢islem. Takova jadra maji nenulovy jaderny
spin I. Jeho popis je v kvantové teorii reprezentovan spinovym operatorem I,
jehoz vlastni ¢isla I nabyvaji pouze celociselnych ¢i polociselnych hodnot. Pro

velikost spinu I pfi hodnoté spinového kvantového cisla I plati

I| = h/I(I+1). (1)
s Prumét jaderného spinu do osy z muze nabyvat 2n+1 hodnot
Iz = hm[, (2)

kde magnetické kvantové ¢islo m; = I, 1 —1,...,—1 + 1,—1 a h je Plankova
konstanta h/2m.

S jadernym spinem je spjat magneticky moment p vztahem

p= I, (3)

kde v je gyromagneticka konstanta charakteristickd pro kazdé jadro. Analo-

gicky vztah plati i pro prislusné kvantové operatory Ia fL.

2.1.2 Larmorova precese

Po vlozeni ¢astice s magnetickym momentem p do homogenniho statického

magnetického pole B dojde k jejich vzajemné interakci, kterou lze popsat po-
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moci interakéniho Hamiltonidnu:
H=—-}B. (4)

Paklize ztotoznime osu magnetického pole B se z-ovou osou laboratorni sou-

stavy, zjednodusi se ndm rovnice (4) na tvar
H = —i..By, (5)

kde By je velikost ptilozeného pole. Piimym dusledkem aplikaci vztahu (2)
a (4) na (5) je stépeni energetického spektra Hamiltonidnu v tzv. Zeemanuv

multiplet 2/ 4+ 1 ekvidistantnich energetickych hladin, jejichz vzdalenost je
AE = yhB,. (6)

Casovou evoluci spinu v magnetickém poli ziskdme fesenim Schrédingerovy
rovnice

o = 1B 7

a s prihlédnutim ke komutaénim relacim momentu hybnosti. Resenim je pre-

cesni pohyb magnetického momentu jadra kolem osy z s uhlovou frekvenci
velikosti

wr = vDBy. (8)

Tato frekvence se je oznacovana jako Larmorova.

2.1.3 Matice hustoty

Kazdy vzorek sestava z ohromného mnozstvi spint a proto se pii popisu tak
velkého souboru musime opfit o statistikou fyziku. VInova funkce celého sou-
boru je totiz prilis komplikovana a pro analytické tcely se neda pouzit. Proto
se nejprve vychazi ze znalosti vinové funkce W jedné castice, tzv. ¢isty stav,
a pravdépodobnosti jejiho vyskytu ve vzorku P(W). Celkova vinova funkce
systému je ddna superpozici jednotlivych W s vahou P(W), tzv. smiSeny stav.

Kazd4 z vlnovych funkci ¥ muze byt rozlozena do systému vlastnich stavu

0) =) culn) (9)
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Stredni hodnotu libovolné meétitelné veliciny A popsané hermitovskym

operdtorem A lze potom vyjadiit jako

(U|A|T) = ch (m|A|n). (10)

Vystiedovanim pres cely statisticky soubor (zna¢eno pruhem) potom ziskdme

(A) = * (m]Aln). (11)
Koeficienty sumy ptredstavuji matici:
G, = (n]plm) = pin (12)

Matice p,,, je hermitovskd a nazyva se matice hustoty.

Diagonalni komponenty predstavuji populace jednotlivych energetickych hla-
din odpovidajicich stavim |n). Nediagondlni ¢leny se nazyvaji koherence. Fy-
zikdlné je lze interpretovat jako vazbu mezi stavy |n) a |m), presnéji jako

¢etnost zastoupeni stavu |m) v pritomnosti stavu |n).

2.1.4 Liouvilleova—von Neumannova rovnice

K popisu ¢asového vyvoje souboru spint lze ze Schrodingerovy rovnice odvodit

Liouvilleouvu—von Neumannovu rovnici pro evoluci matice hustoty:

OO _ i), (13)

Pokud je H v rovnici (13) ¢asové nezavisly, fesenf méd tvar
p(t) = exp(—iH t) p(0) exp(ifl t) (14)

Faktor exp(i H t) ze vztahu (14) se nazyvéa propagator. Znalosti propagatoru
v jednotlivych fazich experimentu lze v dobrém priblizeni odvodit kompletni
vyvoj matice hustoty a tudiz efekt pouzité pulzni sekvence. V ptipadé pusobeni
pulzu Ize Hamiltonian transformovat do soustavy souradné souhlasné rotujici
s casove zavislym radiofrekvencnim polem. V této souradné soustavée je trans-
formovany Hamiltonidn H, ¢asové nezavisly a rovnice (13) v ni ziskd stejny

tvar reseni 14.
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2.2 Interakce v NMR

Interakce pusobici na spinovy systém lze rozdélit na externi (vnéjsi pole By,

pulzy radiofrekvenéniho pole) a interni (vliv okolnich spinu a naboju).

2.2.1 Externi pole B,

Vlozenim vzorku do externiho homogenniho magnetického pole dojde k pre-
feren¢ni orientaci spinu, coz vede ke vzniku magnetizace (suma magnetickych
momentu) paralelni s polem. V roviné kolmé k ose pole By se magnetizace

stteduje k 0 vlivem nahodné faze pii Larmorové precesi.

2.2.2 Pulzy

Makroskopickou magnetizaci lze manipulovat pomoci radiofrekvenénich kru-
hové polarizovanych pulzu pusobicich v transverzdlni roviné. Vliv pulzu
pusobiciho v rezonanci po dobu t o velikosti pole B; na libovolnou slozku

I, jaderného spinu v korotujici soustavé lze popsat propagatorem

A

U(t) = exp(—iyBiI4t) (15)

a vypocitat uzitim vztahu (14), kde 8 = z,vy, z je faze pulzu. Délka t urcuje

sklapéci thel, ktery se v nasich experimentech rovna 90° ~ Z a 180° ~ 7.

o]

Faze pouzivanych pulzu jsou: z ~ 0°, y ~ 90°, a —x ~ 180° a —y ~ 270°.
Napifklad § pulz s fazi x sklopi magnetizaci ze sméru z do sméru —y. Existuji
tzv. tvrdé pulzy excitujici sirokou ¢éast ¢i celé spektrum, ¢i pulzy selektivni nebo

semiselektivni, které excitujici jen definované casti spektra. Pro tyto pulzy je

.....

2.2.3 Chemicky posun

Molekuly jsou slozitymi spinovymi systémy elektronu a jader. V misté kazdého
jadra j pusobi v dusledku By také indukované pole Bi™ vzniklé pohybem

naboju v elektronovych obalech. Celkové pole ovliviiujici dany spin je tedy
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déno vektorovym souctem éé"c = By + éj”d. Tato odlisnost ve velikosti pole
vede k odlisnym frekvencim jader v zéavislosti na jejich chemickém okoli. K
ind

popisu zavislosti indukovaného pole B’/ na externim poli By se pouzivé tenzor

chemického posunu §’ reprezentovany matici 3x3 vztahem:
BY* = 4.By. (16)

V piipadé rychlé izotropni rotace v kapaliné se d;; stieduje pouze na skaldrni
hodnotu
1
o= g((sm + 5yy + 522)7 (17)

kde 9,4, 0,y a 0., jsou velikosti jeho slozek v systému hlavnich os.
Rezonancni frekvence daného jadra bude v zavislosti na lokalnim poli dana
vztahem:

w=—y(1496) By. (18)

Propagator chemického posunu ma tvar:
Ups = exp(—iQo7 L), (19)

kde 7 je doba vyvoje, £y rezonancni frekvence.

2.2.4 P¥ima dipdl-dipdlova interakce

Kazdy magneticky moment je zdrojem magnetického pole ve svém okoli. Mo-
lekula proteinu kond celé spektrum pohybu, tudiz je zkoumany spin vystaven
casové proménnym polim sousednich spinu. Interakce s témito poli se nazyva
piima dipdl-dipdlova itnerakce nebo dipdl-dipdlova interakce pies prostor. Jeji

Hamiltonidn m4é tvar:
HRP = DCC (3015 - ) (- e) = I - i) (20)

kde e;;, jsou bazové vektory kartézského systému a by, je dipél-dipdlova kon-
stanta umérnd reciproké treti mocniné vzdalenosti interagujicich spina (viz.
vztah (31)). Vzhledem k veliké rychlosti pohybu v roztoku je vsak vliv dipdl-

dipolarni interakce stfedovan na nulu.
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2.2.5 J interakce

Kromé piimé dipdl-dipdlové interakce existuje nepiima dipdl-dipdlova inter-
akce, kterd je pfimym experimentalnim dokladem existence chemickych va-
zeb. Tato interakce je zprostredkovana spiny vazebnych elektrontu. Propagator

J-interakce mezi spiny I; a I, je dan vztahem:

U; = exp(—im JioTr 211, 1 9,). (21)
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2.3 Relaxace v NMR

Relaxaci nazyvame proces navratu systému do rovnovazného stavu.

2.3.1 Blochovy rovnice

Navrat makroskopické magnetizace do rovnovazného stavu lze fenomenolo-
gicky popsat soustavou diferencidlnich rovnic oznacovanych jako Blochovy
rovnice. RozliSujeme dva relaxaéni procesy, a sice longitudidlni relaxaci, pii
které dochazi k navratu z-ové slozky magnetizace do rovnovazného stavu, a
transverzalni relaxaci, neboli ndvrat pricné slozky magnetizace na nulovou hod-
notu. Resenfm Blochovych rovnic je v obou pifpadech exponencidlni pokles
charakterizovany casovou konstantou T; pro longitudialni a ¢asovou konstan-

tou Ty pro transverzalni relaxaci. Casovy vyvoj slozek magnetizace ma tvar

My (t) = M.(0)(1 — 2exp(—t/T3)) (22)
M (t) = My (0) exp(—t/T2) (23)

Popis pomoci Blochovych rovnic bohuzel neumoznuje zahrnout vSechny spin-
spinové interakce, proto je nutno pouzit kvantové mechanického ptistupu s
vyuzitim formalismu produktovych operatoru a Redfieldovy teorie. Ta je vsak

velmi obsahld, a proto zde uvedeme pouze jeji vysledky.

2.3.2 Relaxaéni mechanismy

Relaxace spinu piimo souvisi s pohyby molekuly a jejich ¢asti, které maji za
nasledek, ze je spin vystaven pritomnosti casové fluktuujicich poli. Na jadro
se spinem 1/2 pusobi dva zdkladni relaxaéni mechanismy. Jednd se o piimou
dipdl-dipolovou interakci se vSemi okolnimi magnetickymi momenty a o ani-
zotropii chemického posunu (chemical shift anizotropy, CSA). U dipdl-dipdlové
interakce pole v pricné roviné indukuje prechody mezi energetickymi hladinami
podobné jako je tomu v piipadé pusobeni pulzi. Proménlivost lokalnich elek-

tronovych proudu v dusledku poli zpusobenych napi. rotaci molekuly ma za
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nasledek anizotropie chemického posunu. Oba tyto mechanismy se uplatinuji v
podobé ¢asové proménného pole By(t) nésledujicich vlastnosti:

e Casova stfedni hodnota je (Bs(t)) =0

e stiednf kvadratickd hodnota je (B3(t)) # 0

e mira rychlosti fluktuaci je ddna korela¢ni funkei:
G(7) = (By(t) B(t + 7)) # 0. (24)

Vidime, ze pro dostatecné mald 7 =~ 0 je hodnota korelaéni funkce G(7) ~
(B}(t)), zatimco pro velkd 7 se blizf 0. Na zdkladé téchto tivah byl navrzen

model exponencialniho poklesu:
G(r)= <B]2c(t)> exp(—7/7.), (25)

kde 7. je korelacni cas.

2.3.3 ZAavislost korelaéniho €asu na relaxaénich dobach

slow.
10
1 -
0.1}
0.01
fast
1 i | 1 |
102 10" 10°
fast slow
—_— ’cc}’s —=

Obr. 1: Obecnd zdvislost relaxacnich dob Ty a Ty na korelacnim éase t¢. Obrdzek

z publikace [6]
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Obecnéd zavislost relaxacnich dob na korelaénim case vlivem dipdl-
dipolarni interakce je uvedena na Obr. 1 [6]. Pro T neni tato funkce prostd a
ma minimum pro 7¢ ~ 1ns. Méfime-li relaxa¢ni ¢asy experimentalné, je pro
nas dulezita doba Ts, jejiz zavislost na korela¢nim case je monoténni. Podle
hodnoty T rozhodneme, ve které ¢asti kiivky se nachézime. Z Obr. 1 je vidét,
ze rezidua s relativné dlouhou T; a dlouhou Ty maji kratké korela¢ni casy a

tudiz jsou pohybliva.

2.3.4 Spektralni hustota korela¢ni funkce

Spektralni hustota korela¢ni funkce je zavedena jako Fourierova transformace

korelacni funkce (24) vztahem:
J(w) =2 / G(r) exp(—iwt) (26)
0

2.3.5 Vztahy pro R; a R,

Relaxacni rychlosti Ry a Ry jsou zavedeny jako prevracené hodnoty konstant
T, a Ty, které ziskdme provedenim experimentu blize popsanych v ¢asti 2.4.
O takto ziskanych R; a Ry vime, ze se skladaji z ptispévku dipdl-dipolové
interakce s okolnimi jadry a anizotropie chemického stinéni zkoumaného jadra

podle vztahu
R, = ) RPP+4R{SA (27)
Ry = Y RPP+ RESA, (28)

kde index ¢ v nasem piipadé probiha pres vSechna jadra v relevantnim okoli.
Relevance okoli je ddna faktorem 1/r% vystupujicim RP? resp. RPP.

V pifpadé relaxace dusiku °N ve vzorku s piirozenym zastoupenim uhliku
12C se jednd jen o dipdl-dipélovou interakci s pifmo vdzanym vodikem.

V pripadé méreni relaxaci karbonylové skupiny jsme zahrnuli do piispévku

dipél-dipdlové interakce *C s pifmo vazanym dusikem '°N, amidickym
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vodikem HY, uhlikem C, a na néj vdzanym vodikem H,, uhlikem Cjz a déle
jeste jadry C, a H, od vedlejsiho rezidua.
Ve vypoctech byly pouzity nésledujici parametry charakterizujici vzorek; po-
kud neni uvedeno jinak, hodnota prevzata z ¢lanku [15]:

e anizotropie chemického posunu N 165 ppm [13]

e anizotropie chemického posunu *C 137 ppm, ziskdna jako primérnd hod-

nota dat uvedenych v [14]

e délka vazby N-H: 0,102 nm [2]

e délka vazby C’-N: 0,132 nm [13]

e délka vazby C-C,: 0,151 nm

e délka vazby C’-HY: 0,205 nm

e délka vazby C’-H,: 0,212 nm

e délka vazby C’ a C, vedlejsiho rezidua: 0,243 nm

e délka vazby C’ a H, vedlejsiho rezidua: 0,276 nm, ziskano jako prumérna
hodnota délky této vazby v celém W'T matrixovém proteinu M-PMV dle

strukturniho souboru z PDB [22]

e délka vazby C’-Cgs: 0,249 nm.

Vysledkem Redfieldovy teorie jsou nasledujici rovnice popisujici zavislosti
relaxacnich rychlosti na spektralni hustoté korelacni funkce. Tyto vztahy se
déle pouzivaji pti fitovani spektralnich hustot korela¢ni funkce pomoci Lipari-
Szabdova modelu (viz. 2.3.7). Uvedeme nyni jejich explicitni tvary pro oba

relaxacni mechanismy:

RPP = L(DCCY [J(wx —we) +3J(we) +6.J(wx +we)]  (29)
R}V = i(DCC)Q[QJ(O) + %J(wx —we) +

+2(uc) + 3 () + 8J(wx +wo) (30)
pcc — Hoixdch (31)

2.3
8T2ray
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DCC znamend dipolar coupling constant pro jadra *C a X, kde jadro X
uvazujeme z blizkého okoli do 3 A, kterd zdvisi na vzdélenosti r¢ x intera-
gujicich jader , a univerzalnich konstantach: o je permeabilita vakua, vx,vx
jsou gyromagnetické pomeéry jader uhliku *C a jadra X , h je Planckova kon-

stanta. V1iv CSA na relaxaci lze odvodit ve tvaru:

ROSA _ %(WCBO)ZCSAﬁffJ(wC) (32)
RSA _ %(%BO)ZCSAgﬁ EJ(OH%J(W)] (33)
CSAy; = |A 1+773‘% (34)
A8 = 4, O (35)
Nesa = g(ssch—_(;syy’ (36)

kde By je magnetickd indukce, Ad je anizotropie chemického posunu
(CSA), ncsa je asymetrie tenzoru chemického posunu.
V principu muze dochazet k interferenci jednotlivych relaxa¢nich mechanismau,
kazdé z rovnic (27), (28) by pak obsahovala jesté interferenéni ¢len. V nasich
méfenich na N znacenych vzorcich jsme interferenénim jeviim zamezili v
pripadé podélné relaxace vodikovym decouplingem a ptipadé piicné relaxace
dostatecné castym invertovanim vodikové magnetizace pomoci 180° pulzu,

které slouzi jako efektivni decoupling [5].

2.3.6 Nuklearni Overhauseriuv efekt (NOE)

Pro jednoduchost uvazujme dvouspinovy IS systém. Aplikujeme-li na jadro
I slabé radiofrekvenc¢ni pole na Larmorové frekvenci po dostateéné dlouhou
dobu, je mozné dosahnout znac¢ného navyseni podélné magnetizace spinu S.
Pro intenzitu signalu za pritomnosti NOE plati vztah:

Yo NHO'DD
NOE =1 =) === 37
- (3) i o
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Z teorie plyne, Ze vyslednd NOE pro jadra dusiku N pii ozafovéni jader

vodiku 'H lezi v intervalu (—3,93;0,783) [1].

2.3.7 Lipari-Szabdiv pfistup

V predeslych ¢astech byly uvedeny vztahy mezi experimentalné namérenymi
hodnotami T; a Ty resp. relaxacnimi rychlostmi Ry a Ry a hustotu spektralni
korela¢ni funkce J(w). Poslednim krokem je ptedpis, ktery svazuje pravée J(w)
s hledanymi dynamickymi parametry. Tento predpis nam poskytne Lipari-
Szabé piistup [3]. Vychézi se v ném z predpokladu, ze je relaxace modulovéna
jednak pohybem globalnim izotropnim a déle lokalnim anizotropnim. Tyto
dva pohyby jsou povazovany za statisticky nezavislé. Pohyb v tomto modelu
charakterizujeme pomoci parametru:
e 1) korelacni c¢as globalniho pohybu
e 7. korelacni cas lokdlniho pohybu
e S?  parametr usporadanosti,
kde parametr uspoiddanosti 0 < S? < 1 nabyva hodnot 0 v piipadé neomezené
fluktuace polohy a hodnot 1 v piipadé rigidni polohy zkoumaného spinu.
Za téchto predpokladi je potom tvar J(w) dédn souc¢tem dvou Lorentzovych
kiivek:
2 2
10 = 2| T @)
U = o+l (39)

Existuje fada dalsich pohybovych modelt. Lipari-Szabduv model byl zvo-
len jako druhy nejjednodussi (po modelu izotropni reorientace koule), ne-
bot umozituje vypocist vliastnosti lokalniho a globalni pohybu pomoci malého
poctu experimentalnich parametru. V nasem pripadé to budou parametry Ty,

T,, NOE.
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2.4 Pulzni sekvence pro studium dynamiky makromolekul

V této praci studujeme relaxaci Ty a Ty karbonylovych 3C i dusiku *N v pep-
tidové roviné. Metodika méreni dusikovych relaxaci je v na8i laboratori dobte
zvladnuta, proto zde jen struéné uvedeme zékladni popis sekvenci pouzitych
na jejich méreni. Optimalizovanou sekvenci pro méreni karbonylu s jejim de-

tailnim popisem a diskuzi klicovych aspektu potom uvedeme v ¢asti (3.1.4).

2.4.1 Pulzni sekvence pro méfeni dusikovych relaxaci ’N znaéenych

vzorku

7 duvodu malé citlivost jader 1°N se méif heteronukledrné korelované experi-
menty s dvéma prenosy magnetizace. Nejprve jsme excitovali jadra vodiku, ze
kterych jsme prenesli magnetizaci pomoci sekvence INEPT (Insensitive Nuclei
Enhanced by Polarization Transfer) na jadra dusiku, kde probéhl piislusny re-
laxa¢ni experiment. Na jeho konci nésledoval stejnym zpusobem zpétny prenos
magnetizace na jadra 'H, na kterych probéhla detekce. Timto zptsobem dojde
v idealnim pripadé k zhruba desetinasobnému navyseni citlivosti experimentu
oproti méfeni relaxaci pifmo na ®N. Schéma sekvence je uvedeno v Obr. 2.
Legenda ke schématu — viz. Obr. 3. Pulzni sekvence pro studium relaxacnich

dob T; a Ty se lisi pouze relaxacnimi bloky (viz. Obr. 4 a 5).
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relaxacni blok
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Obr. 2: Sekvence pro prenos magnetizace. d = m, dy je vyvojova perioda.
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pravouhlky 90° pulz || pravouhly 1807z

ﬂ gradientni pulz ‘ “flipback”

‘ tvarovany selektivni pulz

Obr. 3: obr Legenda

2.4.2 Méreni T,

K méreni podélné relaxace se vyuziva metoda Inversion Recovery. Prvni 180°
pulz s libovolnou fazi preklopi magnetizaci M(z) na -M(z). Ta se neché relaxo-
vat po dobu ¢, (smésovaci ¢as), kterd je vstupnim parametrem experimentu.
Po jejim uplynuti nasleduje 90° pulz, ktery preklopi magnetizaci do ptiéné ro-
viny, aby mohlo dojit k nasledné detekci.

V nasich méfenich pouzivame modifikovanou sekvenci, ve které pouzivame
dvou pruchodu sekvenci. Pfi prvnim pruchodu je magnetizace na své ma-
ximalni hodnoté ve sméru —z, pfi druhém pak ve sméru +z. Po odecteni
(prvni - druhy) pozorujeme exponencidlni pokles intenzity signalu, ktery
zaCind z dvojnasobné maximalni intenzity. Zmeérime-li sadu spekter s ruznymi

smésovacimi casy t,, muzeme pak urcit relaxac¢ni dobu Ty fitovanim vztahu:

I(t) = 21(0) eXp(—Til), (40)

kde I(t) je intenzita signdlu v ¢ase t a I(t) je intenzita signdlu v prvnim spektru.
Schéma pouzitého relaxacniho bloku je uvedeno na Obr. 4.

Smeésovaci ¢as pouzivame v ponékud zobecnéném vyznamu. Jednd se o
proménny cas v pulzni sekvenci béhem néhoz dochézi k vyvoji a prenosu mag-
netizace, ktery se timto mérenim snazime charakterizovat. V ptipadé v prubéhu
smeésovaciho casu dochazi k relaxaci. Pokousime se tak obejit terminologickou

podobnost pojmy jako relaxa¢ni ¢as, relaxacni doba, relaxacni perioda a pod.
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opakovat |1 x

H _a‘a

15N

dec
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Obr. 4: obr Relaxaé¢ni blok pro Ty. d = 2ms

2.43 Méfeni T,

Klicovou roli v méteni podélné relaxace hraje metoda spinového echa. Po
sklopeni magnetizace 90° pulzem do pfi¢né roviny zacne jeji vektor precedo-
vat a rozfazovavat se dusledkem nehomogenit magnetického pole. Po uply-
nuti ¢asového intervalu t.., aplikujeme 180° pulz, ktery mé za néasledek
preklopeni vSech rozfézovanych spinu do opa¢né poloroviny (podle délic
piimky prochézejici fazi pulzu) a jejich naslednou refokusaci po uplynuti ...
Takto se odstrani vliv nehomogenit pole, ktery predstavuje artefakt pii mérent
T,. K méfeni piicné relaxacni doby se pouziva sekvence CPMG (Carr, Purcell,
Meiboom, Gill - podle autoru sekvence), coz je mnohonasobné spinové echo s
konstantnim echoc¢asem t.., [2] a proménnym poctem cyklu n, ktery urcuje
dobu, po kterou pricnd magnetizace relaxuje. V nasem piipadé jsme pouzili
lehce modifikovanou CPMG sekvenci, ve které jsou protonové a uhlikové 180°-
pulzy zajistuji odstranéni interference relaxa¢énich mechanismt DD a CSA.

Schéma relaxacniho bloku je zobrazeno na Obr. 5. Pro urceni Ty je nutno
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fitovat intenzitu signalu v zavislosti na smésovacim cCase t, vztahem:

t

1(t) = 1(0) exp(——). (41)
opakovat |1 x U
(W [

- L |
o LWL LWL

[T

o | D

Obr. 5: obr Relaxaéni blok pro Ts. § = 0.45ms, A = 2% 4. Pievzato podle [5].

2.4.4 Méreni NOE

K méteni NOE jsme pouzili jednak sekvenci uvedenou na Obr.6 a jednak
jeji modifikaci, kterda misto ozatovaci periody cpd obsahovala stejné dlouhou
prodlevu. Podil takto ziskanych intenzit byl pak vynesen do grafu jako NOE

navyseni a pouzit pro fitovani v ramci Lipari-Szab6ova modelu.
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Obr. 6: obr Sekvence pro studium NOE. delta je 1,108 ms
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2.5 Proteiny
2.5.1 Role a funkce proteini

Proteiny jsou biomakromolekuly s klicovou roli pro existenci zivota. V organis-
mech maji jednak strukturni, jednak pracovni funkci, jako napiiklad kataly-
zuji chemické reakce (enzymy), podileji se na membrénovém a vnitrobunééném
transportu, energetickém metabolizmu bunky, ridi prubéh bunécnych cyklu a

procesu, dale maji funkci zasobni, imunitni a mnoho dalsich.

2.5.2 Popis struktury proteinu

Zakladnimi stavebnimi kameny proteinu jsou aminokyseliny. Spojenim dvou
aminokyselin na karboxylovém konci jedné a amino konci druhé za soucasného
odstépeni HoO vznikne peptidovéa vazba. Navazanim velkého mnozstvi amino-
kyselin vznikne polypeptid neboli protein. Pateri proteinu chdpeme po sobé
nasledujici peptidové vazby.

K popisu struktury proteinu se vyuzivaji c¢tyti nasledujici irovné popisu :

1. Primarni - poradi jednotlivych aminokyselin.

2. Sekundarni - popis lokalnich strukturnich motivu. Rozlisujeme pravidelné
motivy jako « helix, paralelni ¢i antiparalelni g list, ¢asti ohybové a ¢asti
nepravidelné. U pravidelnych struktur se pii jejich stabilizaci uplatiuji
predevsim vodikové mustky.

3. Tercidlni - globalni uspotradéni. Celkova konformace polypeptidového
retezce.

4. Kvarterni - interakce a usporadani polypeptidovych fetézcu.

2.6 Mason-Pfizeriiv opici virus

Mason-Pfizeruv opici virus (M-PMV) je retrovirus patiici do skupiny lenti-

vira. Jeho genetickda informace je uchovana ve formé RNA, kterda musi byt
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z hlediska virové reprodukce prepsdana do DNA. Z tohoto duvodu patii M-
PMYV do rodiny retroviru. Poprvé byl izolovan z nadoru samice makaka, nejevi
vsak prekvapivé znamky onkogenity, infikovani makakové trpi silnym selhanim

imunitniho systému [4].

2.6.1 Genom retroviru

Genom retroviru se obecné sklada ze tii ¢asti nazyvanych gag, env a pol,
kédujicich proteiny pro jeho spravnou funkci. Cast gag kéduje polyprotein
Gag velikosti 78 kDa, ktery je prekurzorem strukturalnich komponent virového
jadra (proteiny p10, ppl6-18, p12, p27 a p4). Protein p10 je podle analogické
pozice v ostatnich retrovirovych genomech a podle toho, ze je myristoylovan,
nazyvan matrixovy protein [9]. Gem pol gen obsahuje proteiny klicové pro
prubéh replikace a env koéduje usnadnujici navazani viru na sténu napadené

bunky.

2.6.2 Morfologie retroviru

Obal retroviru je kulového tvaru velikosti cca 100 nm a je tvoten fosfolipidovou
jednovrstevnou membranou, kterd pochéazi z hostitelské bunky. V ni jsou zakot-
veny dva druhy transmembranovych proteinu (povrchovy a transmembranovy
glykoprotein). Uvnitf virové ¢astice se déle vyskytuje matrixovy protein, ktery
chrani obsah jadra, a kapsidovy protein, ktery tvori jadro viralni kapsidy. Uv-
nitt kapsidy se nachazi nukleokapsidovy protein v komplexu s RNA a viralnimi

enzymy (napf. reverzni transkriptdzou a virovou integrazou), viz. Obr. 7, [11].

2.6.3 Zivotni cyklus retroviru

Na zacatku se virova castice priblizi k povrchu bunky. Infekce zacne ve chvili,
kdy se transmembranové proteiny na povrchu viru specificky navazi na re-

ceptory na hostitelské bunce. Nasleduje splynuti virové a bunééné membrany,
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Obr. 7: Morfologie retrovirové cédstice. 1 — povrchovyj glykoprotein, 2 — transmem-
brdanovy glykoprotein, 8 — obdlka viru, 4 — matrizovy protein, 5 — kapsidovy protein,

6 — nukleokapsidovy protein, 7 — genom a enzymy uvniti kapsidy.

coz mé za nasledek inzerci vnitiku kapsidy, tj RNA a viralnich proteini, jako
reverzni transkriptdaza, do cytoplasmatického prostoru. Nésleduje prepis RNA
do formy jednovlaknové a posléze dvouvlaknové DNA, ktera je prenesena do
bunécéného jadra, kde je sledem nékolika reakci katalyzovanych virovou in-
tegrazou integrovana do genomu hostitelské bunky. Genom viru se tak stava
plnohodnotnou soucasti genetické informace hostitelské bunky. K transkripci
dochazi pomoci standartnich bunéénych mechanismu. Transkribovand RNA
potom slouzi jednak jako mRNA kédujici virové proteiny, a jednak jako
genomova RNA pro dalsi generaci virovych c¢éstic. Translace polyproteinu
kédovaného ¢asti gag probiha na ribozomech volné umisténych v cytoplazmeé.
Nasyntetizované ¢asti virové kapsidy se pak sklddaji podle typu retroviru bud
na membrané hostitelské bunky (typ C), nebo jiz v cytoplazmé (typ D). M-
PMYV ve své prirozené formé patii k typu D.
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2.7 Matrixovy protein

Matrixovy protein (MA) se nachdzi tésné pod virovou obélkou, k niz se muze
pevné vazat (viz. déle). Role matrixového proteinu pfi formovani virové kap-
sidy je troji (viz. [9]):
e spravné sbaleni proteinu kédovanych genem gag
e transport zformované kapsidy k plazmatické membrané
e asociace kapsidy s membranou a protrzeni plazmatické membrany béhem
puceni nové virové castice

MA je posttranslacné upravovan pridanim kyseliny myristové k N—konci.
Pravé myristoylace je jeden z klicovych parametru ovliviujicich prubéh
zivotniho cyklu. Odstranéni myristoylové skupiny z N konce ma u M-PMV
velmi zavazny dusledek: dochazi sice ke spravnému sbaleni virovych kap-
sid v cytoplazmé, ty vSak nejsou schopny spravného transportu k bunécné
membrané. Kapsidy se kumuluji v cytoplazmé a nebyly pozorovany zadné vi-
riony, které by opustily hostitelskou bunku.

Oblasti naseho zajmu je tusek mezi 40.-50. reziduem, o kterém se
predpoklddd, ze je na ném sekvence CTRS (cytoplasmatic tagrating reten-
tion signal) odpovédna za vazbu na molekuldrni motor. Predpokldda se, ze
se vlivem mutace zméni dynamika sekvence a ta stane neptistupnou vazbé na

molekuldrni motor.

2.7.1 P¥irozena forma M-PMV MA

Struktura prirozené formy M-PMV MA (wild type, WT) je helikdlni, jak bylo
urceno pomoci NMR spektroskopie. Prvni helix saha od residua 6 ke 23, druhy
29-42, tfeti od 53—69 a ¢tvrty od 77-94.
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2.7.2 Rb55F Mutant M-PMV

Bylo prokazano, ze jedind substituce, na pozici 55 matrixového proteinu, v po-
dobé vymeény argininu za fenylalanin, vede ke zméné typu skladani kapsidy z
typu C na typ D, Stejného efektu lze dosdhnout i vymeénou za tryptofan [12]
nicméné dle [10] za jistych okolnosti umi R55W skladat v cytoplazmé. Schéma

sekundarni struktury je zobrazeno na Obr. 9.

2.7.3 Srovnani matrixovych proteint

U obou proteint byla objasnéna jejich tercidlni struktura, ktera je vyobrazena
na Obr. 8. Jednotlivé helikdlni domény jsou barevné odliSeny. Vidime, ze bo-
dova mutace zpusobila predevsnim pireklopeni oblasti Helix I a Helix I do

opa¢ného smeéru.

R55F mutant pfirozena forma

Helix |
Helix II

Helix IV Helix Il

Helix IV

Helix Il

Obr. 8: Srovnani tercidlni struktury MA WT a R55F
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1 MET
2GLY
3 GLN
4 GLU
5LEU
6 SER
7 GLN
8 HIS
9 GLU
10 ARG
11 TYR
12 VAL
13 GLU
14 GLN
15 LEU
16 LYS
17 GLN
18 ALA
19 LEU
20LYS
21 THR
22 ARG
23 GLY
24 VAL
25LYS
26 VAL
27LYS
28 TYR
29 ALA
30 ASP
31LEU
32 LEU
33LYS
34 PHE
35 PHE
36 ASP
37 PHE
38 VAL
39LYS
40 ASP
41 THR

42 CYS
43 PRO
44 TRP
45 PHE
46 PRO
47 GLN
48 GLU
49 GLY
50 THR
51ILE

52 ASP
53 ILE

54 LYS
55 PHE
56 TRP
57 ARG
58 ARG
59 VAL
60 GLY
61 ASP
62 CYS
63 PHE
64 GLN
65 ASP
66 TYR
67 TYR
68 ASN
69 THR
70 PHE
71 GLY
72 PRO
73 GLU
74LYS
75 VAL
76 PRO
77 VAL
78 THR
79 ALA
80 PHE
81 SER
82 TYR

83 TRP
84 ASN
85 LEU
86 ILE
87 LYS
88 GLU
89 LEU
90 ILE
91 ASP
92LYS
93LYS
94 GLU
95 VAL
96 ASN
97 PRO
98 GLN
99 VAL
100 MET

turn

|  helix
]

coil

Obr. 9: Poradi aminokyselin a sekundarni struktura MA R55F M-PMV
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Materidl a metody
3.1.1 Vzorky proteinii

Za ucelem srovnani dynamickych vlastnosti pfirozené a mutované formy ma-
trixového M-PMV proteinu byly metodami molekularni biologie exprimovany

proteiny uniformé znacené 1°N a dvojité 1°N, 13C.

Gen polyproteinu Gag byl vnesen do komerc¢né dostupného vektoru
pGEMEX a nésledné exprimovan v bakteriich E. coli. K vlastnimu genomu byl
pridan usek kédujict Sest histidinu (tzv. histidinova kotva), ktery je pak pouzit
pii metaloafinitni chromatografii pti c¢isténi fuzniho proteinu. Vlastni MA byl
pak ziskén z fiizniho proteinu specifickym stépenim M-PMV protedzou. Protein
byl déle ¢istén a zakoncentrovan na vyslednou koncentraci asi 1 mM, ktera je
dostatecnd pro NMR méteni. Piiprava vzorku byla provedena Janem Prchalem
na oddéleni Biochemie a mikrobiologie Vysoké skoly chemicko-technologické v
Praze.

Oba proteiny maji shodnou hmotnost 10 kDa.

Optimalizace obou pulznich sekvenci uvedenych v ¢édsti (2.4) probéhla
na vzorku ubiquitinu o 8 mM koncentraci. Tento vzorek byl dvojité znacen

uhlikem 3C a dusikem '°N. Molekuldrni hmotnost ubiquitinu je 8 kDa.

3.1.2 Spektrometr NMR

Experimenty byly provadény na spektrometru Avance 500 firmy Bruker. Pro
méieni proteinovych vzorku byla pouzita sonda TBI s moZnosti ozafovat 'H,

15N a 13C optimalizovana pro detekci 'H. Pracovni frekvence spektrometru
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byla 500,132 MHz pro jadra 'H, 125,765 MHz pro 3C a 50,684 MHz pro **N.
Meéfteni probéhla za pokojové teploty 298 K.

3.1.3 Parametry pulznich sekvenci pro mé&feni dusikovych relaxaci v 1°N

znacenych proteinech

Parametry pulznich sekvenci pro meéreni dusikovych relaxaci jsou uvedeny v

nasledujicim seznamu:

vodikovy 90° pulz: 9,8 us; vykon 6 dB

dusikovy 90° pulz: 17,6 pus; vykon -2 dB

tvarovany selektivni vodikovy pulz: 1,5 ms, vykon 28 dB, gaussovsky tvar
“flipback” na magnetizaci vody 5,4 ms, ttlum 42 dB, tvar iburp
gradientni pulz: 0,8 ms, vykon 18 dB

spektréalni sitka: 7003 Hz (F2), 1520 Hz (F1)

délka akvizice: 0,146 s

pocet scanu: 64

digitalizace: 2048 bodu (F2), 200 bodu (F1)

doba d: 2,747 ms, velikost odpovidajici interakéni konstanty Jyg = 91 Hz
doba delta:1,108 ms

doba 4: 2 ms

délka méreni série 8 Ty spekter s proménnym [; byla asi 2 dny 16 hodin
délka meéreni série 7 Ty spekter s proménnym [; byla asi 2 dny 5 hodin
délka ozatovaci periody cpd: 8 s (NOE experiment)

délka méfeni dvou spekter s NOE a bez NOE byla asi 2 dny

V nésledujici tabulce jsou uvedeny délky smeésovacich ¢asu v relaxacnich

experimentech vyse uvedenych sekvenci.

experiment 1 2 3 4 ) 6 7 8

t. pro Ty [ms] | 12,1 | 23,1 | 45,1 | 89,1 | 177,1 | 353,1 | 705,1 | 1409,1

t, pro To [ms] | 14,44 | 28,88 | 43,32 | 86,65 | 115,69 | 177,30 | 288,34

Tab. 1: Délky smésovacich ¢asu t, pro T a Ty experimenty
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3.1.4 Optimalizovana pulzni sekvence pro mé&reni 1*C karbonylovych re-

laxaci °N, 3C zna&enych vzorki

Pro méteni karbonylovych relaxaci jsme pouzili sekvenci zobrazenou na Obr.
10, konkrétné je zobrazen piipad méteni T;. Jeji prototyp nam poskytla Luisa
Poggi z Univerzity ve Florencii, kterd cerpala z [7] a [8]. Jednéd se HSQC (he-
teronukledrni pfenos jednokvantové koherence) typ sekvence [1]. V preparaéni
fazi se prendsi magnetizace z protonu pres amidické dusiky na karbonyly po-
moci dvou INEPT bloku [1]. Nésleduje relaxa¢ni blok a blok vyvoje chemického
posunu. Poté je zrelaxovana a *C frekvenéné znacend magnetizace prenesena
pres dusiky zpét k protonim, kde probéhne akvizice dat.

V pripadé méteni T; relaxace je pred relaxacnim blokem cca 30 ms re-
fokusaéni blok (v dusledku Jog = 15 Hz), béhem kterého se vznika -C, z
antifdzového clenu 2N,C,. Potom nasleduje 90° pulz, ktery sklopi magnetizaci
paralelné s polem a pripravi ji na relaxacni experiment. Doba setrvani magne-
tizace v pricné roviné je pro nékterd rezidua srovnatelna s Ty, coz ma negativni
dusledky na intenzitu signédlu a rozliseni spekter. Schéma relaxa¢niho bloku je
stejné jako u dustkovych méreni. Pouzivame dva pruchody relaxa¢nim blokem,
v prvnim je na zacatku magnetizace ve stavu C,, v druhém ve stavu -C, a
neché se v obou pripadech dobu smésovaciho ¢asu t,.. Po odecteni experimentu
(prvni - druhy) ziskdme exponencialni pokles dany (40).

V Tab. 2 jsou uvedeny délky relaxacnich dob pro T, experimenty.

experiment | 1 |2 3| 4 | 5 6 7 8
t, [ms] 21418(20 |50 100 | 250 | 600

Tab. 2: Délka smésovaciho casu t, pro méteni T relaxaci

U méteni Ty je situace komplikovanéjsi. Na konci druhého INEPTu je
magnetizace ve stavu -2N,C,. Abychom usetfili ¢as potfebny na refokusaci,

budeme méfit relaxaci pravé této antifizové magnetizace. Relaxaci ¢lenu C,
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potom dopocteme pomoci rovnice (42)
Rc, = Ran.c, — Rn., (42)

kde Ry, pouzijeme z méfeni podélnych relaxacnich dob, resp. rychlosti na
15N znac¢enych proteinech. Relaxaéni blok je realizovan promoci pulzni série
CPMG s teeno = 450us. Roli 180° pulzu hraje specidlni tvarovany pulz re-
burp, ktery selektivné pusobi jen na CO. Oproti sekvenci pouzité na meétreni
dusikovych pii¢nych relaxaci zde nejsou pritomny pulzy na potlaceni krosko-
relacnich efektu. V ptipadé vodiku se to da ospravedlnit jeho vzdélenosti od
C’. Naopak pfi pouziti pulzu na uhlik C, hrozi nebezpeci, ze by mohlo dojit k
ovlivnéni C’ (tzv. Bloch-Siegortovy posuny).

V Tab. 3 jsou uvedeny délky smésovacich ¢asu pro Ty experimenty.

experiment 1 2 3 4 5) 6 7 8 9
pocet smycek | 1 2 4 8 12 16 32 64 128
t, [ms] 091813672108 14,4 | 28,8 | 57,6 | 115,2

Tab. 3: Délka smésovacich casu t, pro Ty relaxacni experimenty

Blok vyvoje chemického posunu je z duvodu zvysSeni rozliseni uhlikové
domény realizovan pomoci semi-constant timu. Potom je magnetizace
prenesena dvéma INEPT bloky a nésleduje blok Watergate [2] pro potlacent
signdlu vody a akvizice na vodikovém kandle. Béhem ni bézi na dusikovém
kanale decoupling.

Parametry pulznich sekvenci pro méreni karbonylovych relaxaci jsou uve-
deny v nésledujicim seznamu

e spektrélni sitka: 7003 Hz (F2)
spektralni sitka: 1887 Hz (F1)
délka akvizice: 0.146 s
akviziéni mod: States-TPPI
digitalizace: 2048 bodu (F2), 180 bodu (F1)

e pocet scanu: 128
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Obr. 10: Ukéazka pouzité pulzni sekvence pro méreni karbonylovych relaxa¢nich
konstant T, ¢erveny pulz je 90° na C’; tmavé modry pulz je 180° na C’, zeleny
pulz je 90° na C,, vysoky svétle modry pulz je gradientni, ¢erné obdelnikové
pulzy jsou 90° nebo 180° dle sitky, modry carovy pulz je flipback, bilé dlouhé
obdelnikové pulzy jsou decouplingy
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vodikovy tvrdy pulz 90°: 11,6 us, vykon 6 dB

vodikovy tvrdy pulz 180°: 20 us, vykon 6 dB

Cq 90° selektivni pulz: tvar G3.256, 268 us, vykon 2,9 dB
CO selektivni 90° pulz: tvar G3.256, 268 us, vykon 2.9 dB
CO selektivni 180° pulz: tvar G4.256, 400 us, vykon 4,1 dB
dusikovy tvrdy pulz 90° : 27 us, vykon -2 dB

dusikovy tvrdy pulz 180° : 54 us, vykon -2 dB

flipback na vodu: tvar Sinc1.1000; 1000 s, vykon 41,2 dB
gradientni pulz: 1000 us

doba odpovidajici Jyg: d=2.747 ms

doba odpovidajici Jyco: d=16.5 ms

decoupling vodiki: dipsi, pulzy 90°: 100 us, vykon 24,2 dB
decoupling dusiku: garp, pulzy 90°: 180 us, vykon 14,6 dB
reburb pulz v relaxacnim bloku pro méteni Ty : 480 s, vykon 3,1 dB

delay v relaxacnim bloku Ty 450 us

3.1.5 Analyza spekter

Spektra byla zméfena pomoci ovladaciho progamu Topspin 1.3 [16], k jejich

analyze vSak bylo pouzito dalsich programu. Ke zpracovani spekter byl pouzit

program NMRPipe [17] s nédsledujicim nastavenim pro dusikové i karbonylové

experimenty:

Fourierova transformace obou domén
apodizace: cosine-bell

doplnéni 1024 nulami v nepfimé doméné
automatické doplnéni nulami v pfimé doméné
korekce baseline: polynom 4. fadu

linearni predikce 6. fadu v pfimé doméné.

Spektra byla nésledné manudlné zpracovana v programu NMRDraw [20].

V poslednim kroku byla spektra ptifazena a integrovana v programu NMRView

18].

Pro integraci byla zvolené oblast tvaru elipsy.
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K prifazeni N, 'H korelovanych spekter obou proteinii byly pouzity
soubory chemickych posunu z PDB (Protein Data Bank) [22]. V nékterych
piipadech se na pozicich danych strukturnim souborem vsak nevyskytoval
zadny signdl, proto zustala néktera rezidua nepfirazena. Pocty ve spektrech

nalezenych rezidui shrnuje Tab. 4.

protein | Ty | Ty | NOE
WT N [ 90 | 91 | 87
R55F °N [ 90 | 89 | 83

Tab. 4: Pocet nalezenych rezidui dusikovych signdli u '°N znacenych vzorki.

K piifazeni karbonylovych rezonanci u *C, 'H korelovanych spekter
pripadé dvojité znacenych proteinu bylo mozno vyuzit souboru chemickych
posunu pouze u vzorku WT. Pro R55F totiz v jeho souboru nejsou frekvence
karbonylu. Z tohoto duvodu jsme zmérili 3D HNCO experiment [2]. Pulzni
sekvence takového experimentu je podobna sekvenci na Obr. 10. Obsahuje
navic blok s vyvojem chemického posunu pro dusikova jadra a postrada re-
laxa¢ni blok. Toto 3D spektrum bylo pouZito pro piifazeni **C rezonanci, které
jsme provedli ve spolupraci s Ing. Jifim Vlachem z Vysoké skoly chemicko-
technologické v Praze. Celkem se nam podarilo doplnit soubor chemickych po-
sunt o 82 karbonylovych 3C signali. Poéty nalezenych rezidui jsou uvedeny

v Tab. 5.

protein T | Ty
WT N, 3C | 70 | 73
R55F 1°N, BC | 53 | 56

Tab. 5: Pocet piifazenych karbonylovych signali u °N, 13C znacenych vzorki.
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3.1.6 Urceni T;, T, a NOE ze zmé&fenych spekter

Hodnoty Ty a T jsme fitovali vztahy 40, 41 v prostfeni programu NMRView
ze zavislosti hodnot integralnich intenzit peakt na smésovacim case. Pro dy-
namicky model jsme museli vyradit néktera rezidua z nasledujicich duvodu:
e pokles intenzity se vyrazneé lisil od exponencialniho
e fitované hodnoty ¢i jejich chyby nabyvaly nefyzikalnich hodnot
Pocty urcenych Ty, Ty a NOE jsou shrnuty v Tab. 6.

protein | Ty | Ty | NOE protein Ty | Ts
WT N |89 | 89 | 87 WT N, 13C | 55 | 62
R55F 1°N | 89 | 88 | 83 | R55F °N, 13C | 45 | 46

Tab. 6: Pocty urcenych dusikovych a karbonylovych Ty, To a NOE v obou
typech proteinu.

3.1.7 Analyza dynamiky proteinii pomoci Lipari-Szabdéova pfistupu

Analyza dynamiky proteini byla provedena s vyuzitim programu LS Ana-
lys [21]. Vstupnimi daty byly Ty, Ty a NOE, ze kterych program vypocetl
parametry Lipary-Szaboova modelu. Hodnoty T;, Ty, NOE byly na vstupu
ohodnoceny vahovymi koeficienty s ohledem na kvalitu piislusného experi-
mentu. Pro nékterd rezidua nebyly zadany vSechny vstupni hodnoty. Vystupem
programu je potom globalni korela¢ni ¢as 7); molekuly a hodnoty parametru
uspoiddanosti S? a lokdlni korelaéni ¢as 7. jednotlivych rezidui. Chyba téchto
parametru je ur¢ena Monte-Carlo simulacemi v ramci smérodatné odchylky
dané experimentalnimi daty.

Pro piehlednost jsou vsechny hodnoty S? od *C karbonyla jsou

¢islovany stejnym éislem, jaké ma dusik N, ktery se na né vaze.
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3.2 Vysledky a diskuze

Analyzou spekter byly nalezeny hodnoty relaxa¢nich konstant T, Ty a
navyseni NOE pro zkoumané proteiny. Pii zkoumani relaxaci a dynamiky je
vhodné prejit k popisu pomoci relaxacnich rychlosti Ry, Ry. V nésledujicich
castech bude kvalitativné diskutovana korelace relaxacnich dat se strukturou.
V ¢éasti 3.1.7 bude popséna kvantitativni analyza s vyuzitim Lipari-Szabdova

pohybového modelu.

Za 1ucelem lepsi orientace ve vysledcich zavedeme znaceni oblasti proteinu,
které budeme zkoumat. Jednd se o protein jako celek (protein), helikélni ob-
last 1-4 (H1-H4), nepravidelné struktury jako turn, coil (neprav. str.) a
konce proteinovych fetézcu (okraj).

Pro piehlednost jsou vSechny hodnoty R;, Ry, ''3C karbonyli
jsou éislovany stejnym é&islem, jaké maA dusik '°N, ktery se na né

vaze.

3.2.1 N relaxace na ptirozené formé& matrixového proteinu M-PMV

Vysledky analyzy z ¢dsti (3.1.5) pro pfirozenou formu dusikem 3N znaceného
matrixového proteinu M-PMV viru jsou uvedeny v grafech na Obr. 11, 12 a
13.

Vétsina hodnot podélnych rychlosti | viz. graf na Obr. 11, se pohybuje v
rozmezi £25% od prumérné hodnoty R; = 1,43. V helikdlnich oblastech jsou
rychlosti nejvyssi, coz odpovidd predstavé o rigidité helikdlni struktury [2].
Zajimavé je reziduum 65 uprostied tietiho helixu, jehoz hodnota R; = 0,92 je
sledujeme uniformni chovani hodnot R,. Zacatek a konec proteinového tetézce
se hodnotami prilis nelisi od jinych ¢asti proteinu. Velikost relaxacnich rychlosti

pro ruzné ¢asti proteinu je uvedena v Tab. 7.
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oblast protein | H1 | H2 | H3 | H4 | neprav. str. | okraj
Ri[s7Y| 143 |1.49|1.44 |1.43 ]| 1.45 1.40 1.43

Tab. 7: Primérné hodnoty °N dusikovych podélnych relaxaénich rychlosti Ry

v ruznych ¢astech proteinu WT.
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Obr. 11: Hodnoty dusikovych rychlostnich konstant R; v '°N znac¢eném pro-
teinu WT.
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Ptiéné relaxacni rychlosti Ry vykazuji mnohem vétsi rozptyl hodnot od 2
do 25 s7!. Oba konce proteinového fetézce jsou velice pohyblivé, srovnatelné
pohyblivosti dosahuje také oblast kolem rezidua 47. Naopak kolem této oblasti
se 1 neusporadané c¢asti sekundarni struktury jevi znac¢né rigidni v podobné

mife jako helixy. Primérné hodnoty Ry [s7!] jsou uvedeny v nésledujici Tab.

8.

oblast protein

H1

H2

H3

H4

neprav. str

okraj

Ro [s7Y] | 14,7

16,6

17,0

16,7

16,0

11,0

6,9

Tab. 8: Primérné hodnoty '°N pifénych relaxacénich rychlosti Ry v riznych

¢astech MA WT.
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Obr. 12: Hodnoty dusikovych rychlostnich konstant Ry v °N znaceném pro-

teinu WT.
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Spektra NOE maji spatny pomeér signal/sum. Teoretické hodnoty, kterych
muze NOE nabyvat, jsou v intervalu (—3,93;0,783), nicméné z grafu na Obr.
13 je vidét, ze zhruba v poloviné piipadu hodnoty prekracuji horni mez teore-
tického intervalu, coz dava predstavu o jejich vypovidaci hodnoté a velikosti

experimentalni chyby onyorp = £ 0,1.

0.8
0.6

0.4

0.2 |

0.0 L e
1//5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 64 70 75 80 85 9 95100
-0.2

NOE

reziduum

-0.4 neprav. str

I helix

-0.6 -

-0.8

-1.0

Obr. 13: Hodnoty navyseni NOE mezi HY a N v proteinu WT M-PMV.

3.2.2 !N relaxace na mutované formé& matrixového proteinu M-PMV

Stejnou analyzu jsme provedli pro mutovanou formu dusikem N znaéeného
matrixového proteinu M-PMV viru, vysledky jsou uvedeny v grafech na Obr.

14, 15 a 16.
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Obr. 14: Hodnoty dusikovych rychlostnich konstant R; v '°N znaceném R55F

proteinu.

Hodnoty podélnych relaxacnich rychlosti jsou u mutované formy proteinu

mensi o cca 0,2 s~

1

, nez hodnoty u formy pfirozené nicméné jejich chovani

jevi témer totozné rysy. Orientacni srovnani prumérnych hodnot R; v ruznych

castech proteinu je shrnuto v Tab. 9 spolecné s hodnotami WT formy.

oblast protein | H1 | H2 | H3 | H4 | neprav. str. | okraj
7T [s | 161 | 1,72 | 1,67 | 1,62 | 1,66 1,50 1,45
Ry [s7Y | 143 |1.49|1.44|1.43]1.45 1.40 1.43

Tab. 9: Priimérné hodnoty °N dusikovych podélnych relaxaénich rychlosti Ry

v ruznych éastech proteinu R55F a WT.

Helikélni struktury jsou rigidnéjsi a hodnoty R; na nich jsou vyssi nez
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na nepravidelnych strukturach ¢ okrajich. Jedinou vyjimkou je reziduum 65,
které se u prirozené formy vyrazné odlisuje od okolnich hodnot ve tfetim helixu,
zatimco u formy mutované se nijak vyrazné nelisi.

Hodnoty pficnych relaxacénich rychlosti v mutovaném proteinu, viz Obr.
15, vykazuji stale znacnou podobnost s hodnotami ptirozené formy, nicméné je
zde jiz mnohem vice odlisnosti nez u rychlosti podélnych. Piikladem je zhruba
Sestindsobné zvyseni relaxacni rychlosti rezidua 47. Vyrazny narust hodnot
Ry je patrny také u rezidua 37 a 65. Naopak pokles hodnot Ry je vidét u
rezidua 82. Orienta¢ni srovnani hodnot Ry je uvedeno v Tab. 10. Srovnanim v
Tab. 10 je vidét, Ze prumérna hodnota Ry v celém proteinu i jeho jednotlivych

castech je vyssi u prirozené formy, nejvyraznéji se zména projevila v helikalnich

oblastech.

oblast protein | H1 | H2 | H3 | H4 | neprav. str. | okraj
R s 125 139139 13,7 13,2 10,0 5.7
Ry [sY | 147 |166|17,0] 16,7 16,0 11,0 6,9

Tab. 10: Prumérné hodnoty °N dusikovych piiénycg relaxacnich rychlosti R,
v ruznych ¢astech proteinu WT a R55F.
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Obr. 15: Hodnoty dusikovych rychlostnich konstant Ry v °N znaceném pro-
teinu R55F M-PMV.

Také NOE spektra mutovaného proteinu maji $patny pomeér signal/sum a
opét zhruba v poloviné piripadu hodnoty prekrac¢uji horni mez teoretického in-
tervalu. Jejich chyba je podobnd jako u pfirozené formy proteinu. V porovnani

s ni formy vidime vyraznou zménu NOE ptedevsim v oblasti kolem rezidua 47.
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Obr. 16: Hodnoty navyseni NOE v ®N znaceném proteinu R55F M-PMV.

3.2.3 Karbonylové relaxace matrixového WT proteinu znageného '°N,
13C

Hodnoty podélnych karbonylovych relaxacnich rychlosti jsou zobrazeny v grafu
na Obr. 17, ze kterého je vidét, ze hodnoty R; prakticky viibec nekoresponduji
se sekundarni strukturou, viz Obr. 9.

V helikalnich oblastech jejich hodnota zjevné ndhodnym zpusobem fluktu-
uje o 20-35%. Statistické shrnuti velikosti Ry je v Tab. 11. Vidime, ze helikdlni
oblasti dosahujf nizsich hodnot R; nezli oblasti neuspofdadané, coz je v rozporu
s vysledky relaxa¢niho experimentu na N zna¢eném proteinu. Z téchto dvou
duvodt jsme se rozhodli hodnoty R; do findlni verze vypoctu pohybového mo-

delu nezahrnout.

Hodnoty ptiénych relaxa¢nich rychlosti karbonylu jsou zobrazeny v grafu

na Obr. 18.
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Obr. 17: Experimentalni hodnoty karbonylovych R; pro MA WT 1PN, 13C

vzorek.

Vidime zde mnohem vyraznéjsi shodu se sekundarni strukturou, mensi
rozptyly hodnot a v prubéhu analyzy jsme zaznamenali i vyssi kvalitu fitu.
Statistické shrnuti pramérné velikosti Ry pro ruzné casti proteinu je v Tab. 12.
Pro srovnéni jsou v ni uvedeny také vysledky z uniformné '°N znaceného pro-
teinu WT . Vidime ptrekvapivou shodu velikosti prumérnych hodnot rychlosti
pricnych relaxaci i pfes to, ze jsou oba relaxa¢ni mechanismy odlisné.

Také prubéh hodnot R, méa velice podobnou charakteristiku s '°N
znacenym vzorkem, viz. graf na Obr. 12. Na pocatku a konci proteinového
fetézce dochézi k rychlym pohybum, které se postupné tlumi a struktura se
chova rigidnéji smérem k navazujicim helikdlnim oblastem. Také rezidua 47,
49 a 53 maji hodnoty Ry srovnatelné s okraji proteinového fetézce, opét stejné

jako u vzorku znaceného °N.
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oblast

protein

H1

H2

H3

H4

neprav. str.

okraj

El [S_l]

0,77

0,71

0,76

0,68

0,69

0,83

0,84

Tab. 11: Prumérné hodnoty karbonylovych ¥C podélnych rela¢nich rychlosti

v ruznych ¢astech WT proetinu.
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Obr. 18: Experimentélni hodnoty karbonylovych Ry pro MA WT °N, 13C

vzorek.

oblast protein | H1 | H2 | H3 | H4 | neprav. str. | okraj
Ry [s1] | 122 |145 162 14,0 16,0 9,0 6,7
P_{;V [s71] 11,8 [13,9|139 | 13,7 | 13,2 10,0 5,7

Tab. 12: Srovndni prumérnych N dusikovych a *C karbonylovych hodnot

piicnych relaxaénich rychlosti Ry v riiznych ¢dstech WT proteinu.
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3.2.4 Karbonylové relaxace matrixového proteinu R55F znageného °N,
13C

V ptipadé hodnot R; z grafu na Obr. 19 vidime znacény rozptyl namérenich
hodnot i v ramci helikalnich oblasti. Celkové je zde maléd korelace mezi hod-
notami R; a sekundarni strukturou.

Bohuzel stejnou skutecnost musime konstatovat i v pripadé Ry v grafu
na Obr. 20. Neni zde zadna korelace s vysledky dusikovych relaxaci mutované
formy matrixového proteinu M-PMV ani podobnost s karbonylovymi relaxa-
cemi prirozené formy. Mozné vysvétleni kvality dat je objasnéno v nasledujici

kapitole 3.2.5.
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Obr. 19: Experimentalni hodnoty karbonylovych R; pro MA R55F N, 13C

vzorek.
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Obr. 20: Experimentélni hodnoty karbonylovych Ry pro MA R55F N, 13C

vzorek.
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3.2.5 Porovnani 'H, 3C korelovanych spekter obou proteinii

Porovnani vzorku za¢néme porovnanim ptislusnych odpovidajicich si spekter
obou proteinu. Pro nazornost jsou vybrana spektra s nejkratsimi relaxacnimi
bloky, tj. s nejvétsim mnozstvim signalu, viz. grafy na Obr. 21 a (22).

Pti prvnim srovnani Ty na Obr. 21 je vidét, ze se v obou spektrech se
vyskytuje celda fada peaku, které jsou v totoznych pozicich. Pfi pozornéjsim
prozkoumani si v§imneme, ze nékteré jsou v pripadé vzorku R55F deformovany
a jejich tvar neodpovida ocekdvanému tvaru peaku odpovidajicimu zpracovani
Statesovou procedurou. V dusledku deformace tvaru se blizké peaky zacinaji
prekryvat, coz komplikuje celou fadu kroku zpracovani a analyzy. Toto je pa-
trno hlavné ve stfedni c¢asti spektra.

U spekter Ty je situace podobnéa. Peaky ve vzorku WT jsou uzsi a lépe
rozlisitelné. Ptirozena forma jevi vice signalu, podafrilo se ndm u ni priradit
vice rezidui. Intenzita signdlu u R55F je nizsi, coz zhorsuje pomér signél/Sum
s negativnimi dusledky na prifazovani a integraci. To lze interpretovat jako
dusledek konformacnich zmén v dusledku bodové mutace. S ohledem na proces
zrani proteinu a stari vzorku béhem méteni je ale mozné, ze doslo k degradaci
vzorku. Této skutecénosti by odpovidala i kvalita namérenych dat. Zaroven je
mozné, ze se mutovana forma proteinu po case zacne vyskytovat v nékolika
konformacich, ze kterych pochézi sobé si blizké signaly.

Spole¢nym rysem obou spekter u obou proteinu je velké mnozstvi
neznamého signélu.

V priubéhu zpracovani spekter se vzdy 1épe pracovalo se spektry Ty, bylo
méné pochybnosti v prifazenich, kvalita fitu byla az na nékolik malo vyjimek

vyssi nez v pripadé Ty.
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Obr. 21: Srovnani spekter T; forem WT a R55F matrixového proteinu M-
PMV
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Obr. 22: Srovnani spekter Ty forem WT a R55F matrixového proteinu M-
PMV
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3.2.6 Dynamika dusikii °N p¥irozené formy matrixového proteinu M-
PMV

Vstupnimi daty pri vypoctech parametru Lipari-Szaboova modelu byly hod-
noty Ty, Te, NOE s vdhami 1, 1/2, 1/4.

Program vypocetl globalni korela¢ni ¢as 7y = 12,5 + 0,1 ns a hodnoty
parametrii uspofddanosti S? a lokalnich korelaénich ¢ast 7.

Parametry uspoiadanosti S? jsou uvedeny v grafu na Obr. (23), Je z ngj
vidét, ze se jejich hodnoty v mimookrajovych ¢astech ptilis neméni a dosahuji
hodnot blizkych 0,9. Jedinou vyjimkou jsou rezidua 47 a 91 jejichz hodnota
S? je srovnatelnd s konci proteinového fetézce. Srovnani pro jednotlivé oblasti

proteinu je uvedeno v ndsledujici Tab. 13. Priubéh S? je zobrazen v grafu na

Obr. 23.

oblast | protein | H1 | H2 | H3 | H4 | neprav. str. | okraj
§? 0,80 {0,951]0,98 | 0,97 | 0,89 0,64 0,34

Tab. 13: Prumérné hodnoty parametru uspoidadanosti dusiku N v matrixovém

WT proteinu
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Obr. 23: Hodnoty parametru uspoiddanosti dusfku N v matrixovém WT

proteinu

K vyslednym hodnotam lokalnich korela¢nich ¢asu 7. je nutno prihlédnout
s jistou opatrnosti. Z rovnice (38) plyne, Ze pro S? — 1 je 7. velice §patné
urceno a program jej vyuziva ke kompenzaci chyby experimentalnich dat ¢i ne-
dostatecnosti Lipari-Szabdova modelu. Proto 1ze uvést jenom lokalni korela¢ni

¢asy pro rezidua s S? < 0, 7. Takto uréené 7, jsou uvedeny v Tab. 14.
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reziduum | S* | 7. | 0., | reziduum | S* | 7. [s7'] | on [s7]
3 0.10 | 577 | 45 | 94 0.26 980 39

4 0.21 | 625 | 48 | 95 0.44 999 45

) 0.44 | 963 | 37 | 96 0.14 996 37
47 0.12 | 975 | 26 | 98 0.11 849 34
52 0.70 | 998 | 30 | 99 0.10 709 42
90 0.30 | 336 | 55 | 100 0.13 514 o1
93 0.30 | 696 | 78

Tab. 14: Hodnoty ®N dusikovych lokalnich korela¢nich ¢astu 7, pro S? < 0,7

v WT matrixovém proteinu M-PMV. Chyba urceni o, je o, s}

3.2.7 Dynamika dusikii N mutované formy matrixového proteinu M-
PMV

Pomoci programu LS Analys jsme nalezli hodnotu globédlniho korela¢niho casu
v = 10,0 £ 0,1 ns. Vstupni dusikovd data Ty, Ty a NOE méla véhy 1, 1/2,
1/4.

Velikosti vypoctenych parametrii uspoiddanosti S? jsou uvedeny v Tab. 15
a grafu na Obr. 24. Z grafu je vidét, ze se struktura smérem od okraju fetézce
stava rigidnéjsi, vyjimkou je centralni oblast kolem rezidua 47, ktera vykazuje
podobnou usporadanost jako okrajové c¢asti. Mutovana forma proteinu i jeji

vvvvvv

nizsi o zhruba 0,04. Pro srovnani jsou v této tabulce uvedena i data z WT.

oblast | protein | H1 | H2 | H3 | H4 | neprav. str. | okraj
s? 0,76 0,92 0,94 | 0,92 | 0,86 0,6 0,37
s? 0,80 |0,95{0,98 | 0,97 | 0,89 0,64 0,34

Tab. 15: Pritmérné hodnoty parametrii uspofddanosti S dustkii N v riznych

castech proteinu R55F.
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Obr. 24: Hodnoty parametru uspoiadanosti dusiku *N v matrixovém proteinu

R55F

K vyhodnoceni vysledku lokalnich korelac¢nich ¢asu musime opét brat v
potaz pouze rezidua s Sy < 0,7, kterd jsou uvedena v Tab. 16. V poslednim

7R 1 rezidui piitazenych u obou forem pro-

sloupci je uveden rozdil V7 —
teinu. Chyba o,wr je uvedena v Tab. 14, nicméné nikdy u zminénych reziduf
nepiesahuje 55 ps. Uvedeného srovnani prokazuje nepiitomnost korelace hod-

not 7, mezi proteiny, coz je dusledkem konformacnich odlisnosti proteint.
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reziduum | S? 7. | o | TWT — RE5F
3 0.13 | 805 | 256 -228
4 0.26 | 176 | 299 450
5 0.44 | 957 | 44 7
47 0.13 | 995 | 10 -20
49 0.10 | 796 | 45

29 0.72 | 996 | 38

85 0.59 | 657 | 198

91 0.39 | 573 | 151 336
94 0.53 | 999 | 42 -19
95 0.53 | 524 | 129 497
96 0.24 | 1000 | 41 -3
98 0.10 | 933 | 32 84
99 0.16 | 685 | 38 25
100 0.13 | 427 | 274 88

Tab. 16: Hodnoty N dusikovych 7, pro S? < 0,7 v R55F matrixovém proteinu
M-PMV.

3.2.8 Srovnani dusikem znagenych proteinii

vvvvvv

relacnim casem 73, = 10 ns o 2,5 ns kratsim nez u formy prirozené. Hodnoty
parametru uspotradanosti jsou nizsi pro mutovanou formu proteinu.

V grafu na Obr. 25 je vynesen rozdil parametru usporadanosti. Vidime v
ném o kolik poklesly hodnoty S? u mutované formy proti formé pfirozené. Ob-
last rdmecku predstavuje oblast chyby. Prokazatelné doslo ke znaénym zménam
ve stiedni ¢asti proteinového fetézce, kolem rezidua 47 k znatelnému poklesu

uspotradanosti, naopak ke zvyseni usporadanosti v oblasti kolem rezidua 100.
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Obr. 25: Rozdil hodnot parametru uspoiadanosti dusiku N u matrixovych
proteinut WT M-PMV.

3.2.9 Dynamika karbonylii matrixového proteinu WT znaleného '°N,
13C

Pro vypocet parametru Lipari-Szabéva modelu byla do vstupu programu LS
Analys pouzita nésledujici data
e globalni korelaéni cas 7, = 12,5 ns
e hodnoty karbonylovych T proteinu WT N, 13C
e hodnoty dusikovych T, proteinu WT N
Duvodem pouziti dusikovych hodnot T je skutecnost, ze v pulzni sekvenci
(10) méifme relaxaci termu 2N,C,. Relaxace R¢, je potom urcena vztahem
(42), viz. kapitola 3.1.4.
Na vstupu programu se oproti dusikovym vypoctum pouziva o jednu sérii
parametru méné, chybi Ty z duvodu jejich $patné kvality. Obecné nelze urcit

2N nezavislych hodnot zadanim N parametru a proto jsme museli pouzit tzv.
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truncated (”zkraceny”) LS model, ve kterém je vynechan druhy ¢len v rovnici
spektralni hustoty (38), viz Teoreticka ¢dst. Takto jsem se zbavili zavislosti
hustoty korela¢ni funkce J(w) na 7. a ziskdme pouze parametr uspofadanosti

S2. Jeho hodnota je zobrazena v grafu na Obr. 26.
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Obr. 26: Hodnoty *C karbonylovych parametrii uspofddanosti ve WT pro-

teinu

Prumérné hodnoty S? karbonylt i dusiki (pro nézorné srovndni) v jed-

notlivych oblastech proteinu pro jsou uvedeny v Tab. 17.

Data z méfeni podélnych relaxac¢nich rychlosti se v pohybovém modelu ne-
uplatnila, nicméné je zajimavé srovnat je s teoreticky vypoctenymi hodnotami
(Lipari-Szabéuv model), jak ukazuje graf na Obr. 27. Vidime, Ze zhruba v 1/3

pripadu nedochézi ke shodé ani v ramci chyby dané fitovanim. Tato skutec¢nost
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oblast | protein | H1 | H2 | H3 | H4 | neprav. str. | okraj
?C 0,68 |0,81]0,88 0,70 | 0,84 0,49 0,34
?N 0,80 [0,95{0,98 | 0,97 | 0,89 0,64 0,34

Tab. 17: Priumérné hodnoty parametri uspofddanosti S2 3C karbonyli a °N

dusikt v ruznych castech WT proteinu.

pravdépodobné zatézovala zkusebni vypocty a znemoznovala dosazeni repre-

zentativnich vysledki.
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Obr. 27: obr Srovnani teoretickych a experimentalnich hodnot karbonylovych

R; v matrixovém proteinu M-PMV

3.2.10 Dynamika karbonylii matrixového proteinu R55F znageného '°N,
13¢

Pti zkusebnich propoctech Lipari-Szabdova modelu jsme se jako vstup do pro-

gramu pokusili pouzit alespon hodnoty Ts. Pfitom jsme nechali model nalézt
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Ty, S%, 7. a globélni korela¢ni ¢as 7y;. Pravé 7 vsak konvergoval k hod-
notam kolem 22 ns, coz je skoro trojnasobek ocekavané hodnoty. Podobné
Spatnych vysledku bylo dosazeno zafazenim T4 do vstupu programu. Pri fixaci
v = 10ns (odhadnuto na zékladé relaxa¢nich méfeni na dusicich, viz. déle)
doslo k hrubé neshodé experimentalnich a teoretickych hodnot Ty resp. Ts.
S ohledem na nizkou kvalitu dat a nemoznost rozumné shody s pohybovym

modelem jsme upustili od dalsiho zkoumani téchto dat.

3.2.11 Srovnani dynamiky '3C karbonylii a >N dusikii u pfirozené formy

matrixového proteinu

Srovnani parametri uspoiadanosti *C karbonylt a N dusikii u piirozené
formy matrixového proteinu je uvedeno na Obr. 28. Jelikoz je v peptidové
roviné dusik N-tého rezidua a uhlik C’ z (N-1)ho rezidua, prejdeme v tomto
konkrétnim srovnani k ¢islovani vSsech parametru usporadanosti pomoci pep-
tidovych rovin, ve kterych se nachazeji. Peptidové roviny maji stejné potadi
jako dusiky '°N.

Z grafu na Obr.28 je vidét, ze dochéazi k dobré kvalitativni shodé obou hod-
not S2. Je tfeba uvazit, Ze paramatr S? m4 ponékud jiny vyznam pro amidické
dusiky a ukliky karbonylu s ohledem na symetrie pohybu, které reprezentuji.
Nejvyznamnéjsi vlastni osa tenzoru CSA karbonylu je obecné kolma k vektoru
N-H, ktery je smérodatny pro N-H dipdl-dipélovou interakci. Dale je relaxace
13C a N modulovédna spektralnimi hustotami pii odlisnych frekvencich. V
duskedku toho nelze oc¢ekavat, ze parametry usporadanosti ziskané pro karbo-
nyly a amidicky dusik lezici ve stejné peptidové roviné museji byt totozné. K
rozdilum déale mohou prispivat nepresnosti v hodnotach interakénich amplitud,
tj. velikostech DCC a efektivnich CSA. Tento vliv odhadujeme zhruba na 10%.

V predpoklddané oblasti kolem sekvence CTRS (mezi 40. a 50. reziduem)

nesledujeme vyraznou shodu hodnot S2.



59

Vysledky a diskuze

3.2

nuejord T,A\ auraox 9aopryded A njAuoqrey e nysnp msourpelodsn nmswered [URUA0IS Q7 “Iq()

00T
|,

06 08

Auinol anopndad ipe od

0L 09 0S ov (015 0¢ OT 0

ﬁ_ 1 1 | | 11 o.o

— 20

. - 90
SRR AT R R - 80
2 i BN 1o S AU 1Ly s i M 6 B i N L 0T

- 2T

— V1




3.2 Vysledky a diskuze 60

3.2.12 Diskuze aspektii a p¥inosii méreni 1°N relaxaci

Méfeni N relaxaci prispélo k rozsifeni nasich dosavadnich znalosti o dusikové
dynamice obou proteinu o cca 35 parametru usporadanosti u WT matrixového
proteinu a o 3 parametry uspotfadanosti u matrixového proteinu R55F. Byla
potvrzena zvysend pohyblivost CTRS sekvence u mutované formy proteinu,
stejné jako jeho nizsi globdlni korela¢ni ¢as oproti formé ptirozené.

Hodnoty N podélnych relaxaénich konstant sehralo dtleZitou roli s ohle-
dem na moznost urceni karbonylovych ptiénych relaxa¢nich konstant Ty po-
moci méfeni relaxace antifazové magnetizace N,C, v pulzni sekvenci 10.

Dusikové relaxacni experimenty s ohledem na dobrou kvalitu jak expe-
rimentalnich dat, tak i vypoctenych vysledku, predstavuji klicovy krok pii

analyze dynamiky proteinu.

3.2.13 Diskuze aspektii a pFinosii méreni 3C relaxaci

Dvojity pfenos magnetizace v pouzité pulzni sekvenci na Obr. ?? vyzaduje
dvojité izotopové obohaceny vzorek (N, 3C). Obecné s rostoucim poctem
prenosu magnetizace roste i chyba méfeni, coz se promitlo do kvality expe-
rimentalnich dat. Meéreni Ty se ukédzalo jako velmi uzitecné a na byly na
jeho zdkladé urceny parametry usporadanosti karbonylu v pateri WT pro-
teinu. Oproti tomu se méreni T ukazalo jako velmi problematické, predevsim
kvuli Spatnému poméru signal/sum. Duvodem je dlouhd refokusaéni perioda
pred relaxacnim blokem.

Vysledky ¥C karbonylovych relaxaénich experimentii nam poskytly dalsi
sadu parametru popisujici pohyby v peptidové roviné. V ptipadé WT pro-
teinu doslo k dobré kvalitativni shodé v urc¢eni odpovidajicich si dusikovych a
karbonylovych parametru usporadanosti.

K urceni pohybovych parametru dle Lipari-Szabdva ptistupu je nezbytné

pouzit globalni korela¢ni cas ziskany na zakladé dusikovych experimentu.
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Meéteni karbonylovych relaxaci podstatnym zpusobem rozsifuje informaci
o dynamice proteinu, nicméné musi byt z vyse uvedenych duvodu doprovazeno
analogickymi dustkovymi experimenty.

Karbonylova i dusikova relaxac¢ni méreni kladou vysoké naroky na kvalitu

vzorku.



4

62
Zavér

Zmeérili jsme podélné a pricné relaxacéni doby Ty, Ty a heteronuklearni
{*H}-'N NOE pro !N znacenou prirozenou i mutovanou formu matri-
xového proteinu M-PMV.

Pro tyto proteiny jsme pomoci Lipari-Szabdova modelu nalezli pohybové
parametry a vzajemné je porovnali.

Zoptimalizovali jsme pulzni sekvence pro méfeni Ty, Ty karbonylovych
13C skupin v peptidovém Tetézci.

Pomoci téchto sekvenci jsme promérili relaxaéni experimenty na dvojité
(15N, 13C) znateném matrixovém proteinu Mason-Pfizerova opi¢iho viru i
jeho mutované formé R55F.

Hodnoty dob Ty prirozené formy jsme pouzili ke stanoveni dynamiky po-
moci Lipari-Szabdéva modelu.

Meéreni T; se neukazala jako vhodna pro urcovani dynamickych para-
metru s ohledem na jejich $patny pomeér signdl/sum.Tato skutecnost
je zpusobena velice dlouhou refokusacni periodou béhem které dojde k
znacnému ubytku signalu v dusledku pricné relaxace.

Meéreni Ty poskytla kvalitni experimentdlni data.

N.C, — C;.
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