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Abstrakt
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Abstrakt: V práci je zkoumána metodika měřeńı karbonylových 13C NMR

relaxaćı T1 a T2 v peptidovém řetězci dvojitě (15N 13C) značeného proteinu.

Výsledky jsou použity ke stanoveńı dynamických vlastnost́ı proteinu pomoćı

Lipari-Szabóova modelu. Ten je porovnán s dynamickým modelem určeným

na základě T1, T2 a NOE relaxačńıch experiment̊u změřených na duśıćıch 15N

v páteři uniformně 15N značeného proteinu. Uvedené relaxačńı experimenty

jsou změřeny na př́ıslušně izotopově obohaceném matrixovém proteinu Mason-

Pfizerova opič́ıho retroviru a jeho mutované formě R55F. Forma R55F, resp.

jej́ı úsek označovaný CTRS, má za následek skládáńı virové kapsidy v bĺızkosti

buněčné membrány, stejně jako je tomu u viru HIV. Mason-Pfizeruv opič́ı virus

proto představuje vhodný studijńı model zkoumáńı životńıho cyklu retrovir̊u.

Hodnoty duśıkových dynamických parametr̊u LS modelu u obou forem pro-

teinu potvrdily větš́ı dynamiku CTRS sekvence u matrixového proteinu R55F.

Dále byla nalezena dobrá shoda hodnot dynamických parametr̊u karbonyl̊u a

duśık̊u.
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2.1.2 Larmorova precese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3

2.1.3 Matice hustoty . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

2.1.4 Liouvilleova–von Neumannova rovnice . . . . . . . . . . 5

2.2 Interakce v NMR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
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3.1.6 Určeńı T1, T2 a NOE ze změřených spekter . . . . . . . 34
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1 Úvod

Studium strukturńıch a dynamických vlastnost́ı biomolekul představuje

aktuálńı téma na poli molekulárńı a strukturńı biologie, biochemie a biofyziky a

to předevš́ım z d̊uvodu aplikace v medićıně a farmacii. V této práci se zabýváme

studiem protein̊u metodami nukleárńı magnetické rezonance (NMR). Tato

metoda je společně s rentgenovou krystalografíı a výpočetńımi metodami

využ́ıvána při analýze 3D proteinových struktur a zkoumáńı jejich daľśıch

vlastnost́ı. Rentgenová krystalografie je velmi silným nástrojem, který je však

ale omezen krystalizačńımi schopnostmi protein̊u. Zároveň neumožňuje zkou-

mat dynamické vlastnosti proteinu nebo jeho chováńı v přirozeném prostřed́ı.

Výpočetńı metody představuj́ı d̊uležitý komplement k experimentálńım me-

todám, ale určeńı struktury proteinu, založené výhradně na výpočtu, neńı do-

statečně d̊uvěryhodné. Pokud chceme źıskat současně informace o struktuře

a dynamice proteinu, je NMR asi nejvhodněǰśı metodou. Omezuj́ıćımi faktory

jsou nezbytná poměrně vysoká koncentrace vzorku (řádově 1mM), nutnost izo-

topového obohaceńı (13C, 15N, 2H) a d8le t06 maximálńı velikost studovaných

molekul pohybuj́ıćı se v současné době kolem 100 kDa.

V této práci jsme se zaměřili na studium specifických protein̊u Mason-

Pfizerova opič́ıho viru (M-PMV), který patř́ı do skupiny retrovir̊u. Biologickou

a medićınskou motivaćı studia retrovir̊u je předevš́ım celá řada nemoćı, které

zp̊usobuj́ı. Asi nejznáměǰśım př́ıkladem je AIDS, jej́ımž p̊uvodcem je virus HIV.

Právě M-PMV představuje vhodný studijńı model pro pochopeńı některých

aspekt̊u životńıho cyklu retrovir̊u.

Hlavńım ćılem této práce je zvládnout problematiku měřeńı relaxaćı kar-

bonylových uhĺık̊u 13C v páteři proteinu a pokusit se rozš́ı̌rit znalosti o dy-

namice peptidové roviny dosud známé z dř́ıvěǰśıch duśıkových dat. Daľśım

úkolem je pokusit se měřeńım na nových vzorćıch źıskat přesněǰśı o relaxaci

amidických skupin 15N v páteři proteinu. Uvedená měřeńı byla prováděna jed-

nak na přirozené formě matrixového proteinu M-PMV, jednak na jeho muto-
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vané formě R55F, ve které je zaměněn arginin za fenylalanil. Tato mutace vede

k zásadńı změně struktury proteinu a ćılem je prozkoumat též jej́ı vliv na jeho

lokálńı flexibilitu páteře.

Práce obsahuje teoretickou část, ve které jsou shrnuty základy teorie

NMR. Funkce matrixového proteinu je zasazena do popisu jeho životńıho cyklu,

včetně fenotypických projev̊u mutace tohoto proteinu. V experimentálńı části

jsou detailně popsány nově implementované a zoptimalizované pulzńı sekvence

pro meřeńı 13C relaxaćı karbonylových uhĺıku a nastaveńı všech provedených

experiment̊u. Jsou prezentovány źıskané relaxačńı parametry pro amidické

duśıky 15N i karbonylové uhĺıky 13C, které jsou interpretovány o ohledem na

dymamiku protinu pomoćı Lipari-Szabóova př́ıstupu. V závěru jsou srovnány

výsledky 15N a 13C měřeńı a dynamiky pro přirozenou i mutovanou formu

matrixového proteinu M-PMV.
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2 Teoretická část

2.1 Úvod do NMR

2.1.1 Spektroskopie NMR vysokého rozlǐseńı

Jaderná magnetická rezonance se zabývá studiem spin̊u atomových jader v

silném magnetickém poli a jejich interakćı s okoĺım. Pro popis těchto objekt̊u

a děj̊u s nimi spjatých je třeba použ́ıt kvantovou teorii. V této kapitole jsme

čerpali předevš́ım z knih [1] a [2].

Metodami NMR lze zkoumat jádra všech atomů v př́ırodě kromě jader se

sudým protonovým i nukleonovým č́ıslem. Taková jádra maj́ı nenulový jaderný

spin I. Jeho popis je v kvantové teorii reprezentován spinovým operátorem Î,

jehož vlastńı č́ısla I nabývaj́ı pouze celoč́ıselných či poloč́ıselných hodnot. Pro

velikost spinu I při hodnotě spinového kvantového č́ısla I plat́ı

|I| = ~
√

I(I + 1). (1)

s Pr̊umět jaderného spinu do osy z může nabývat 2n+1 hodnot

Iz = ~mI , (2)

kde magnetické kvantové č́ıslo mI = I, I − 1, ...,−I + 1,−I a ~ je Plankova

konstanta h/2π.

S jaderným spinem je spjat magnetický moment µ vztahem

µ = γI, (3)

kde γ je gyromagnetická konstanta charakteristická pro každé jádro. Analo-

gický vztah plat́ı i pro př́ıslušné kvantové operátory Î a µ̂.

2.1.2 Larmorova precese

Po vložeńı částice s magnetickým momentem µ do homogenńıho statického

magnetického pole B dojde k jejich vzájemné interakci, kterou lze popsat po-
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moćı interakčńıho Hamiltoniánu:

Ĥ = −µ̂.B. (4)

Pakliže ztotožńıme osu magnetického pole B se z-ovou osou laboratorńı sou-

stavy, zjednoduš́ı se nám rovnice (4) na tvar

Ĥ = −µ̂z.B0, (5)

kde B0 je velikost přiloženého pole. Př́ımým d̊usledkem aplikaćı vztah̊u (2)

a (4) na (5) je štěpeńı energetického spektra Hamiltoniánu v tzv. Zeeman̊uv

multiplet 2I + 1 ekvidistantńıch energetických hladin, jejichž vzdálenost je

∆E = γ~B0. (6)

Časovou evoluci spinu v magnetickém poli źıskáme řešeńım Schrödingerovy

rovnice

i~
∂

∂t
ψ = γÎzBoψ (7)

a s přihlédnut́ım ke komutačńım relaćım momentu hybnosti. Řešeńım je pre-

cesńı pohyb magnetického momentu jádra kolem osy z s úhlovou frekvenćı

velikosti

ωL = γB0. (8)

Tato frekvence se je označována jako Larmorova.

2.1.3 Matice hustoty

Každý vzorek sestává z ohromného množstv́ı spin̊u a proto se při popisu tak

velkého souboru muśıme opř́ıt o statistikou fyziku. Vlnová funkce celého sou-

boru je totiž př́ılǐs komplikovaná a pro analytické účely se nedá použ́ıt. Proto

se nejprve vycháźı ze znalosti vlnové funkce Ψ jedné částice, tzv. čistý stav,

a pravděpodobnosti jej́ıho výskytu ve vzorku P (Ψ). Celková vlnová funkce

systému je dána superpozićı jednotlivých Ψ s váhou P (Ψ), tzv. smı́̌sený stav.

Každá z vlnových funkćı Ψ může být rozložena do systému vlastńıch stav̊u

|Ψ〉 =
N∑

n=1

cn|n〉 (9)
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Středńı hodnotu libovolné měřitelné veličiny A popsané hermitovským

operátorem Â lze potom vyjádřit jako

〈Ψ|Â|Ψ〉 =
∑
n,m

cnc
∗
m〈m|Â|n〉. (10)

Vystředováńım přes celý statistický soubor (značeno pruhem) potom źıskáme

〈A〉 =
∑
n,m

cnc∗m〈m|A|n〉. (11)

Koeficienty sumy představuj́ı matici:

cnc∗m = 〈n|ρ|m〉 = ρm n (12)

Matice ρm n je hermitovská a nazývá se matice hustoty.

Diagonálńı komponenty představuj́ı populace jednotlivých energetických hla-

din odpov́ıdaj́ıćıch stav̊um |n〉. Nediagonálńı členy se nazývaj́ı koherence. Fy-

zikálně je lze interpretovat jako vazbu mezi stavy |n〉 a |m〉, přesněji jako

četnost zastoupeńı stavu |m〉 v př́ıtomnosti stavu |n〉.

2.1.4 Liouvilleova–von Neumannova rovnice

K popisu časového vývoje souboru spin̊u lze ze Schrödingerovy rovnice odvodit

Liouvilleouvu–von Neumannovu rovnici pro evoluci matice hustoty:

dρ(t)

dt
= i [ρ(t), Ĥ] (13)

Pokud je Ĥ v rovnici (13) časově nezávislý, řešeńı má tvar

ρ(t) = exp(− iĤ t) ρ(0) exp(iĤ t) (14)

Faktor exp(i Ĥ t) ze vztahu (14) se nazývá propagátor. Znalost́ı propagátor̊u

v jednotlivých fáźıch experimentu lze v dobrém přibĺıžeńı odvodit kompletńı

vývoj matice hustoty a tud́ıž efekt použité pulzńı sekvence. V př́ıpadě p̊usobeńı

pulz̊u lze Hamiltonián transformovat do soustavy souřadné souhlasně rotuj́ıćı

s časově závislým radiofrekvenčńım polem. V této souřadné soustavě je trans-

formovaný Hamiltonián Ĥe časově nezávislý a rovnice (13) v ńı źıská stejný

tvar řešeńı 14.
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2.2 Interakce v NMR

Interakce p̊usob́ıćı na spinový systém lze rozdělit na exterńı (vněǰśı pole B0,

pulzy radiofrekvenčńıho pole) a interńı (vliv okolńıch spin̊u a náboj̊u).

2.2.1 Exterńı pole B0

Vložeńım vzorku do exterńıho homogenńıho magnetického pole dojde k pre-

ferenčńı orientaci spin̊u, což vede ke vzniku magnetizace (suma magnetických

moment̊u) paralelńı s polem. V rovině kolmé k ose pole B0 se magnetizace

středuje k 0 vlivem náhodné fáze při Larmorově precesi.

2.2.2 Pulzy

Makroskopickou magnetizaćı lze manipulovat pomoćı radiofrekvenčńıch kru-

hově polarizovaných pulz̊u p̊usob́ıćıch v transverzálńı rovině. Vliv pulzu

p̊usob́ıćıho v rezonanci po dobu t o velikosti pole B1 na libovolnou složku

Iα jaderného spinu v korotuj́ıćı soustavě lze popsat propagátorem

Û(t) = exp(−iγB1Îβt) (15)

a vypoč́ıtat užit́ım vztahu (14), kde β = x, y, z je fáze pulzu. Délka t určuje

sklápěćı úhel, který se v našich experimentech rovná 90◦ ∼ π
2

a 180◦ ∼ π.

Fáze použ́ıvaných pulz̊u jsou: x ∼ 0◦, y ∼ 90◦, a −x ∼ 180◦ a −y ∼ 270◦.

Např́ıklad π
2

pulz s fáźı x skloṕı magnetizaci ze směru z do směru −y. Existuj́ı

tzv. tvrdé pulzy excituj́ıćı širokou část či celé spektrum, či pulzy selektivńı nebo

semiselektivńı, které excituj́ıćı jen definované části spektra. Pro tyto pulzy je

často vhodněǰśı jiný tvar obálky, než pravoúhlý.

2.2.3 Chemický posun

Molekuly jsou složitými spinovými systémy elektron̊u a jader. V mı́stě každého

jádra j p̊usob́ı v d̊usledku B0 také indukované pole Bind
j vzniklé pohybem

náboj̊u v elektronových obalech. Celkové pole ovlivňuj́ıćı daný spin je tedy
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dáno vektorovým součtem ~Bloc
j = ~B0 + ~Bind

j . Tato odlǐsnost ve velikosti pole

vede k odlǐsným frekvenćım jader v závislosti na jejich chemickém okoĺı. K

popisu závislosti indukovaného pole Bind
J na exterńım poli B0 se použ́ıvá tenzor

chemického posunu δj reprezentovaný matićı 3x3 vztahem:

~Bind
j = δ.B0. (16)

V př́ıpadě rychlé izotropńı rotace v kapalině se δij středuje pouze na skalárńı

hodnotu

δ =
1

3
(δxx + δyy + δzz), (17)

kde δxx, δyy a δzz jsou velikosti jeho složek v systému hlavńıch os.

Rezonančńı frekvence daného jádra bude v závislosti na lokálńım poli dána

vztahem:

ω = −γ (1 + δ) B0. (18)

Propagátor chemického posunu má tvar:

ÛCS = exp(−i Ω0 τ Îz), (19)

kde τ je doba vývoje, Ω0 rezonančńı frekvence.

2.2.4 Př́ımá dipól-dipólová interakce

Každý magnetický moment je zdrojem magnetického pole ve svém okoĺı. Mo-

lekula proteinu koná celé spektrum pohyb̊u, tud́ıž je zkoumaný spin vystaven

časově proměnným poĺım sousedńıch spin̊u. Interakce s těmito poli se nazývá

př́ımá dipól-dipólová itnerakce nebo dipól-dipólová interakce přes prostor. Jej́ı

Hamiltonián má tvar:

ĤDD
jk = DCCjk

(
3(Îj · ejk)(Îk · ejk)− Îj · Îk

)
, (20)

kde ejk jsou bázové vektory kartézského systému a bjk je dipól-dipólová kon-

stanta úměrná reciproké třet́ı mocnině vzdálenosti interaguj́ıćıch spin̊u (viz.

vztah (31)). Vzhledem k veliké rychlosti pohyb̊u v roztoku je však vliv dipól-

dipolárńı interakce středován na nulu.
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2.2.5 J interakce

Kromě př́ımé dipól-dipólové interakce existuje nepř́ımá dipól-dipólová inter-

akce, která je př́ımým experimentálńım dokladem existence chemických va-

zeb. Tato interakce je zprostředkována spiny vazebných elektron̊u. Propagátor

J-interakce mezi spiny I1 a I2 je dán vztahem:

ÛJ = exp(−i π J1 2τ 2 I1z I 2z). (21)
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2.3 Relaxace v NMR

Relaxaćı nazýváme proces návratu systému do rovnovážného stavu.

2.3.1 Blochovy rovnice

Návrat makroskopické magnetizace do rovnovážného stavu lze fenomenolo-

gicky popsat soustavou diferenciálńıch rovnic označovaných jako Blochovy

rovnice. Rozlǐsujeme dva relaxačńı procesy, a sice longitudiálńı relaxaci, při

které docháźı k návratu z-ové složky magnetizace do rovnovážného stavu, a

transverzálńı relaxaci, neboli návrat př́ıčné složky magnetizace na nulovou hod-

notu. Řešeńım Blochových rovnic je v obou př́ıpadech exponenciálńı pokles

charakterizovaný časovou konstantou T1 pro longitudiálńı a časovou konstan-

tou T2 pro transverzálńı relaxaci. Časový vývoj složek magnetizace má tvar

ML(t) = Mz(0)(1− 2 exp(−t/T1)) (22)

MT (t) = MT (0) exp(−t/T2) (23)

Popis pomoćı Blochových rovnic bohužel neumožňuje zahrnout všechny spin-

spinové interakce, proto je nutno použ́ıt kvantově mechanického př́ıstupu s

využit́ım formalismu produktových operátor̊u a Redfieldovy teorie. Ta je však

velmi obsáhlá, a proto zde uvedeme pouze jej́ı výsledky.

2.3.2 Relaxačńı mechanismy

Relaxace spinu př́ımo souviśı s pohyby molekuly a jej́ıch část́ı, které maj́ı za

následek, že je spin vystaven př́ıtomnosti časově fluktuuj́ıćıch poĺı. Na jádro

se spinem 1/2 p̊usob́ı dva základńı relaxačńı mechanismy. Jedná se o př́ımou

dipól-dipólovou interakci se všemi okolńımi magnetickými momenty a o ani-

zotropii chemického posunu (chemical shift anizotropy, CSA). U dipól-dipólové

interakce pole v př́ıčné rovině indukuje přechody mezi energetickými hladinami

podobně jako je tomu v př́ıpadě p̊usobeńı pulz̊u. Proměnlivost lokálńıch elek-

tronových proud̊u v d̊usledku poĺı zp̊usobených např. rotaćı molekuly má za
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následek anizotropie chemického posunu. Oba tyto mechanismy se uplatňuj́ı v

podobě časově proměnného pole Bf (t) následuj́ıćıch vlastnost́ı:

• časová středńı hodnota je 〈Bf (t)〉 = 0

• středńı kvadratická hodnota je 〈B2
f (t)〉 6= 0

• mı́ra rychlosti fluktuaćı je dána korelačńı funkćı:

G(τ) = 〈Bf (t) Bf (t + τ)〉 6= 0. (24)

Vid́ıme, že pro dostatečně malá τ ≈ 0 je hodnota korelačńı funkce G(τ) ≈
〈B2

f (t)〉, zat́ımco pro velká τ se bĺıž́ı 0. Na základě těchto úvah byl navržen

model exponenciálńıho poklesu:

G(τ) = 〈B2
f (t)〉 exp(−τ/τc), (25)

kde τc je korelačńı čas.

2.3.3 Závislost korelačńıho času na relaxačńıch dobách

Obr. 1: Obecná závislost relaxačńıch dob T1 a T2 na korelačńım čase τC . Obrázek

z publikace [6]
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Obecná závislost relaxačńıch dob na korelačńım čase vlivem dipól-

dipolárńı interakce je uvedena na Obr. 1 [6]. Pro T1 neńı tato funkce prostá a

má minimum pro τC ∼ 1 ns. Měř́ıme-li relaxačńı časy experimentálně, je pro

nás d̊uležitá doba T2, jej́ıž závislost na korelačńım čase je monotónńı. Podle

hodnoty T2 rozhodneme, ve které části křivky se nacháźıme. Z Obr. 1 je vidět,

že rezidua s relativně dlouhou T1 a dlouhou T2 maj́ı krátké korelačńı časy a

tud́ıž jsou pohyblivá.

2.3.4 Spektrálńı hustota korelačńı funkce

Spektrálńı hustota korelačńı funkce je zavedena jako Fourierova transformace

korelačńı funkce (24) vztahem:

J(ω) = 2

∞∫

0

G(τ) exp(−iω t) (26)

2.3.5 Vztahy pro R1 a R2

Relaxačńı rychlosti R1 a R2 jsou zavedeny jako převrácené hodnoty konstant

T1 a T2, které źıskáme provedeńım experiment̊u bĺıže popsaných v části 2.4.

O takto źıskaných R1 a R2 v́ıme, že se skládaj́ı z př́ıspěvku dipól-dipolóvé

interakce s okolńımi jádry a anizotropie chemického st́ıněńı zkoumaného jádra

podle vztahu

R1 =
∑

i

RDD
1 + RCSA

1 (27)

R2 =
∑

i

RDD
2 + RCSA

2 , (28)

kde index i v našem př́ıpadě prob́ıhá přes všechna jádra v relevantńım okoĺı.

Relevance okoĺı je dána faktorem 1/r6 vystupuj́ıćım RDD
1 resp. RDD

2 .

V př́ıpadě relaxace duśıku 15N ve vzorku s přirozeným zastoupeńım uhĺıku

12C se jedná jen o dipól-dipólovou interakci s př́ımo vázaným vod́ıkem.

V př́ıpadě měřeńı relaxaćı karbonylové skupiny jsme zahrnuli do př́ıspěvk̊u

dipól-dipólové interakce 13C s př́ımo vázaným duśıkem 15N, amidickým
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vod́ıkem HN , uhĺıkem Cα a na něj vázaným vod́ıkem Hα, uhĺıkem Cβ a dále

ještě jádry Cα a Hα od vedleǰśıho rezidua.

Ve výpočtech byly použity následuj́ıćı parametry charakterizuj́ıćı vzorek; po-

kud neńı uvedeno jinak, hodnota převzata z článku [15]:

• anizotropie chemického posunu 15N 165 ppm [13]

• anizotropie chemického posunu 13C 137 ppm, źıskána jako pr̊uměrná hod-

nota dat uvedených v [14]

• délka vazby N-H: 0,102 nm [2]

• délka vazby C’–N: 0,132 nm [13]

• délka vazby C’-Cα: 0,151 nm

• délka vazby C’-HN : 0,205 nm

• délka vazby C’-Hα: 0,212 nm

• délka vazby C’ a Cα vedleǰśıho rezidua: 0,243 nm

• délka vazby C’ a Hα vedleǰśıho rezidua: 0,276 nm, źıskáno jako pr̊uměrná

hodnota délky této vazby v celém WT matrixovém proteinu M-PMV dle

strukturńıho souboru z PDB [22]

• délka vazby C’-Cβ: 0,249 nm.

Výsledkem Redfieldovy teorie jsou následuj́ıćı rovnice popisuj́ıćı závislosti

relaxačńıch rychlost́ı na spektrálńı hustotě korelačńı funkce. Tyto vztahy se

dále použ́ıvaj́ı při fitováńı spektrálńıch hustot korelačńı funkce pomoćı Lipari-

Szabóova modelu (viz. 2.3.7). Uvedeme nyńı jejich explicitńı tvary pro oba

relaxačńı mechanismy:

RDD
1 =

1

4
(DCC)2 [J(ωX − ωC) + 3 J(ωC) + 6 J(ωX + ωC)] (29)

RDD
2 =

1

4
(DCC)2[2J(0) +

1

2
J(ωX − ωC) +

+
3

2
J(ωC) + 3J(ωX) + 3J(ωX + ωC)] (30)

DCC =
µ 0 γX γC h

8 π2 r3
C X

(31)
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DCC znamená dipolar coupling constant pro jádra 13C a X, kde jádro X

uvažujeme z bĺızkého okoĺı do 3 Å, která záviśı na vzdálenosti rC X intera-

guj́ıćıch jader , a univerzálńıch konstantách: µ 0 je permeabilita vakua, γX ,γX

jsou gyromagnetické poměry jader uhĺıku 13C a jádra X , h je Planckova kon-

stanta. Vliv CSA na relaxaci lze odvodit ve tvaru:

RCSA
1 =

1

3
(γ CB0)

2CSA2
effJ(ωC) (32)

RCSA
2 =

1

3
(γ CB0)

2CSA2
eff

[
2

3
J(0) +

1

2
J(ωC)

]
(33)

CSAeff = |∆δ|
√

1 +
η2

CSA

3
(34)

|∆δ| = δzz − δxx + δyy

2
(35)

ηCSA =
3

2

δxx − δyy

∆δ
, (36)

kde B0 je magnetická indukce, ∆δ je anizotropie chemického posunu

(CSA), ηCSA je asymetrie tenzoru chemického posunu.

V principu může docházet k interferenci jednotlivých relaxačńıch mechanismů,

každá z rovnic (27), (28) by pak obsahovala ještě interferenčńı člen. V našich

měřeńıch na 15N značených vzorćıch jsme interferenčńım jev̊um zamezili v

př́ıpadě podélné relaxace vod́ıkovým decouplingem a př́ıpadě př́ıčné relaxace

dostatečně častým invertováńım vod́ıkové magnetizace pomoćı 180◦ pulz̊u,

které slouž́ı jako efektivńı decoupling [5].

2.3.6 Nukleárńı Overhauser̊uv efekt (NOE)

Pro jednoduchost uvažujme dvouspinový IS systém. Aplikujeme-li na jádro

I slabé radiofrekvenčńı pole na Larmorově frekvenci po dostatečně dlouhou

dobu, je možné dosáhnout značného navýšeńı podélné magnetizace spinu S.

Pro intenzitu signálu za př́ıtomnosti NOE plat́ı vztah:

NOE = 1 +

(
γC

γC

)
NHσDD

RDD
1 + RCSA

1

. (37)
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Z teorie plyne, že výsledná NOE pro jádra duśıku 15N při ozařováńı jader

vod́ıku 1H lež́ı v intervalu 〈−3, 93; 0, 783〉 [1].

2.3.7 Lipari-Szabó̊uv p̌ŕıstup

V předešlých částech byly uvedeny vztahy mezi experimentálně naměřenými

hodnotami T1 a T2 resp. relaxačńımi rychlostmi R1 a R2 a hustotu spektrálńı

korelačńı funkce J(ω). Posledńım krokem je předpis, který svazuje právě J(ω)

s hledanými dynamickými parametry. Tento předpis nám poskytne Lipari-

Szabó př́ıstup [3]. Vycháźı se v něm z předpokladu, že je relaxace modulována

jednak pohybem globálńım izotropńım a dále lokálńım anizotropńım. Tyto

dva pohyby jsou považovány za statisticky nezávislé. Pohyb v tomto modelu

charakterizujeme pomoćı parametr̊u:

• τM korelačńı čas globálńıho pohybu

• τe korelačńı čas lokálńıho pohybu

• S2 parametr uspořádanosti,

kde parametr uspořádanosti 0 < S2 < 1 nabývá hodnot 0 v př́ıpadě neomezené

fluktuace polohy a hodnot 1 v př́ıpadě rigidńı polohy zkoumaného spinu.

Za těchto předpoklad̊u je potom tvar J(ω) dán součtem dvou Lorentzových

křivek:

J(ω) =
2

5

[
S2 τM

1 + ω2τ 2
M

+
(1− S2) τ

1 + ω2τ 2

]
(38)

τ−1 = τ−1
M + τ−1

e . (39)

Existuje řada daľśıch pohybových model̊u. Lipari-Szabó̊uv model byl zvo-

len jako druhý nejjednodušš́ı (po modelu izotropńı reorientace koule), ne-

bot’ umožňuje vypoč́ıst vlastnosti lokálńıho a globálńı pohybu pomoćı malého

počtu experimentálńıch parametr̊u. V našem př́ıpadě to budou parametry T1,

T2, NOE.
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2.4 Pulzńı sekvence pro studium dynamiky makromolekul

V této práci studujeme relaxaci T1 a T2 karbonylových 13C i duśıku 15N v pep-

tidové rovině. Metodika měřeńı duśıkových relaxaćı je v naš́ı laboratoři dobře

zvládnuta, proto zde jen stručně uvedeme základńı popis sekvenćı použitých

na jejich měřeńı. Optimalizovanou sekvenci pro měřeńı karbonyl̊u s jej́ım de-

tailńım popisem a diskuźı kĺıčových aspekt̊u potom uvedeme v části (3.1.4).

2.4.1 Pulzńı sekvence pro mě̌reńı duśıkových relaxaćı 15N značených

vzork̊u

Z d̊uvodu malé citlivost jader 15N se měř́ı heteronukleárně korelované experi-

menty s dvěma přenosy magnetizace. Nejprve jsme excitovali jádra vod́ıku, ze

kterých jsme přenesli magnetizaci pomoćı sekvence INEPT (Insensitive Nuclei

Enhanced by Polarization Transfer) na jádra duśıku, kde proběhl př́ıslušný re-

laxačńı experiment. Na jeho konci následoval stejným zp̊usobem zpětný přenos

magnetizace na jádra 1H, na kterých proběhla detekce. T́ımto zp̊usobem dojde

v ideálńım př́ıpadě k zhruba desetinásobnému navýšeńı citlivosti experimentu

oproti měřeńı relaxaćı př́ımo na 15N. Schéma sekvence je uvedeno v Obr. 2.

Legenda ke schématu – viz. Obr. 3. Pulzńı sekvence pro studium relaxačńıch

dob T1 a T2 se lǐśı pouze relaxačńımi bloky (viz. Obr. 4 a 5).
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Obr. 2: Sekvence pro přenos magnetizace. d = 1
4π JHN

, d0 je vývojová perioda.
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Obr. 3: obr Legenda

2.4.2 Mě̌reńı T1

K měřeńı podélné relaxace se využ́ıvá metoda Inversion Recovery. Prvńı 180◦

pulz s libovolnou fáźı překloṕı magnetizaci M(z) na -M(z). Ta se nechá relaxo-

vat po dobu tr (směšovaćı čas), která je vstupńım parametrem experimentu.

Po jej́ım uplynut́ı následuje 90◦ pulz, který překloṕı magnetizaci do př́ıčné ro-

viny, aby mohlo doj́ıt k následné detekci.

V našich měřeńıch použ́ıváme modifikovanou sekvenci, ve které použ́ıváme

dvou pr̊uchod̊u sekvenćı. Při prvńım pr̊uchodu je magnetizace na své ma-

ximálńı hodnotě ve směru −z, při druhém pak ve směru +z. Po odečteńı

(prvńı - druhý) pozorujeme exponenciálńı pokles intenzity signál̊u, který

zač́ıná z dvojnásobné maximálńı intenzity. Změř́ıme-li sadu spekter s r̊uznými

směšovaćımi časy tr, můžeme pak určit relaxačńı dobu T1 fitováńım vztahu:

I(t) = 2 I(0) exp(− t

T1

), (40)

kde I(t) je intenzita signálu v čase t a I(t) je intenzita signálu v prvńım spektru.

Schéma použitého relaxačńıho bloku je uvedeno na Obr. 4.

Směšovaćı čas použ́ıváme v poněkud zobecněném významu. Jedná se o

proměnný čas v pulzńı sekvenci během něhož docháźı k vývoji a přenosu mag-

netizace, který se t́ımto měřeńım snaž́ıme charakterizovat. V př́ıpadě v pr̊uběhu

směšovaćıho času docháźı k relaxaci. Pokouš́ıme se tak obej́ıt terminologickou

podobnost pojmy jako relaxačńı čas, relaxačńı doba, relaxačńı perioda a pod.
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Obr. 4: obr Relaxačńı blok pro T1. δ = 2 ms

.

2.4.3 Mě̌reńı T2

Kĺıčovou roli v měřeńı podélné relaxace hraje metoda spinového echa. Po

sklopeńı magnetizace 90◦ pulzem do př́ıčné roviny začne jej́ı vektor precedo-

vat a rozfázovávat se d̊usledkem nehomogenit magnetického pole. Po uply-

nut́ı časového intervalu techo aplikujeme 180◦ pulz, který má za následek

překlopeńı všech rozfázovaných spin̊u do opačné poloroviny (podle děĺıćı

př́ımky procházej́ıćı fáźı pulzu) a jejich následnou refokusaci po uplynut́ı techo.

Takto se odstrańı vliv nehomogenit pole, který představuje artefakt při měřeńı

T2. K měřeńı př́ıčné relaxačńı doby se použ́ıvá sekvence CPMG (Carr, Purcell,

Meiboom, Gill - podle autor̊u sekvence), což je mnohonásobné spinové echo s

konstantńım echočasem techo [2] a proměnným počtem cykl̊u n, který určuje

dobu, po kterou př́ıčná magnetizace relaxuje. V našem př́ıpadě jsme použili

lehce modifikovanou CPMG sekvenci, ve které jsou protonové a uhĺıkové 180◦-

pulzy zajǐst’uj́ı odstraněńı interference relaxačńıch mechanismů DD a CSA.

Schéma relaxačńıho bloku je zobrazeno na Obr. 5. Pro určeńı T2 je nutno
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fitovat intenzitu signálu v závislosti na směšovaćım čase tr vztahem:

I(t) = I(0) exp(− t

T2

). (41)

Obr. 5: obr Relaxačńı blok pro T2. δ = 0.45 ms, ∆ = 2 ∗ δ. Převzato podle [5].

2.4.4 Mě̌reńı NOE

K měřeńı NOE jsme použili jednak sekvenci uvedenou na Obr.6 a jednak

jej́ı modifikaci, která mı́sto ozařovaćı periody cpd obsahovala stejně dlouhou

prodlevu. Pod́ıl takto źıskaných intenzit byl pak vynesen do grafu jako NOE

navýšeńı a použit pro fitováńı v rámci Lipari-Szabóova 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 protein̊u

Proteiny jsou biomakromolekuly s kĺıčovou roĺı pro existenci života. V organis-

mech maj́ı jednak strukturńı, jednak pracovńı funkci, jako např́ıklad kataly-

zuj́ı chemické reakce (enzymy), pod́ılej́ı se na membránovém a vnitrobuněčném

transportu, energetickém metabolizmu buňky, ř́ıd́ı pr̊uběh buněčných cykl̊u a

proces̊u, dále maj́ı funkci zásobńı, imunitńı a mnoho daľśıch.

2.5.2 Popis struktury proteinu

Základńımi stavebńımi kameny protein̊u jsou aminokyseliny. Spojeńım dvou

aminokyselin na karboxylovém konci jedné a amino konci druhé za současného

odštěpeńı H2O vznikne peptidová vazba. Navázáńım velkého množstv́ı amino-

kyselin vznikne polypeptid neboli protein. Páteř́ı proteinu chápeme po sobě

následuj́ıćı peptidové vazby.

K popisu struktury protein̊u se využ́ıvaj́ı čtyři následuj́ıćı úrovně popisu :

1. Primárńı - pořad́ı jednotlivých aminokyselin.

2. Sekundárńı - popis lokálńıch strukturńıch motiv̊u. Rozlǐsujeme pravidelné

motivy jako α helix, paralelńı či antiparalelńı β list, části ohybové a části

nepravidelné. U pravidelných struktur se při jejich stabilizaci uplatňuj́ı

předevš́ım vod́ıkové můstky.

3. Terciálńı - globálńı uspořádáńı. Celková konformace polypeptidového

řetězce.

4. Kvarterńı - interakce a uspořádáńı polypeptidových řetězc̊u.

2.6 Mason-Pfizer̊uv opič́ı virus

Mason-Pfizer̊uv opič́ı virus (M-PMV) je retrovirus patř́ıćı do skupiny lenti-

vir̊u. Jeho genetická informace je uchována ve formě RNA, která muśı být
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z hlediska virové reprodukce přepsána do DNA. Z tohoto d̊uvodu patř́ı M-

PMV do rodiny retrovir̊u. Poprvé byl izolován z nádoru samice makaka, nejev́ı

však překvapivě známky onkogenity, infikovańı makakové trṕı silným selháńım

imunitńıho systému [4].

2.6.1 Genom retrovir̊u

Genom retrovir̊u se obecně skládá ze tř́ı část́ı nazývaných gag, env a pol,

kóduj́ıćıch proteiny pro jeho správnou funkci. Část gag kóduje polyprotein

Gag velikosti 78 kDa, který je prekurzorem strukturálńıch komponent virového

jádra (proteiny p10, pp16–18, p12, p27 a p4). Protein p10 je podle analogické

pozice v ostatńıch retrovirových genomech a podle toho, že je myristoylován,

nazýván matrixový protein [9]. Gem pol gen obsahuje proteiny kĺıčové pro

pr̊uběh replikace a env kóduje usnadňuj́ıćı navázáńı viru na stěnu napadené

buňky.

2.6.2 Morfologie retroviru

Obal retroviru je kulového tvaru velikosti cca 100 nm a je tvořen fosfolipidovou

jednovrstevnou membránou, která pocháźı z hostitelské buňky. V ńı jsou zakot-

veny dva druhy transmembránových protein̊u (povrchový a transmembránový

glykoprotein). Uvnitř virové částice se dále vyskytuje matrixový protein, který

chráńı obsah jádra, a kapsidový protein, který tvoř́ı jádro virálńı kapsidy. Uv-

nitř kapsidy se nacháźı nukleokapsidový protein v komplexu s RNA a virálńımi

enzymy (např. reverzńı transkriptázou a virovou integrázou), viz. Obr. 7, [11].

2.6.3 Životńı cyklus retroviru

Na začátku se virová částice přibĺıž́ı k povrchu buňky. Infekce začne ve chv́ıli,

kdy se transmembránové proteiny na povrchu viru specificky naváž́ı na re-

ceptory na hostitelské buňce. Následuje splynut́ı virové a buněčné membrány,
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Obr. 7: Morfologie retrovirové částice. 1 – povrchový glykoprotein, 2 – transmem-

bránový glykoprotein, 3 – obálka viru, 4 – matrixový protein, 5 – kapsidový protein,

6 – nukleokapsidový protein, 7 – genom a enzymy uvnitř kapsidy.

což má za následek inzerci vnitřku kapsidy, tj RNA a virálńıch protein̊u, jako

reverzńı transkriptáza, do cytoplasmatického prostoru. Následuje přepis RNA

do formy jednovláknové a posléze dvouvláknové DNA, která je přenesena do

buněčného jádra, kde je sledem několika reakćı katalyzovaných virovou in-

tegrázou integrována do genomu hostitelské buňky. Genom viru se tak stává

plnohodnotnou součást́ı genetické informace hostitelské buňky. K transkripci

docháźı pomoćı standartńıch buněčných mechanismů. Transkribovaná RNA

potom slouž́ı jednak jako mRNA kóduj́ıćı virové proteiny, a jednak jako

genomová RNA pro daľśı generaci virových částic. Translace polyproteinu

kódovaného část́ı gag prob́ıhá na ribozomech volně umı́stěných v cytoplazmě.

Nasyntetizované části virové kapsidy se pak skládaj́ı podle typu retroviru bud’

na membráně hostitelské buňky (typ C), nebo již v cytoplazmě (typ D). M-

PMV ve své přirozené formě patř́ı k typu D.
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2.7 Matrixový protein

Matrixový protein (MA) se nacháźı těsně pod virovou obálkou, k ńıž se může

pevně vázat (viz. dále). Role matrixového proteinu při formováńı virové kap-

sidy je troj́ı (viz. [9]):

• správné sbaleńı protein̊u kódovaných genem gag

• transport zformované kapsidy k plazmatické membráně

• asociace kapsidy s membránou a protržeńı plazmatické membrány během

pučeńı nové virové částice

MA je posttranslačně upravován přidáńım kyseliny myristové k N–konci.

Právě myristoylace je jeden z kĺıčových parametr̊u ovlivňuj́ıćıch pr̊uběh

životńıho cyklu. Odstraněńı myristoylové skupiny z N konce má u M-PMV

velmi závažný d̊usledek: docháźı sice ke správnému sbaleńı virových kap-

sid v cytoplazmě, ty však nejsou schopny správného transportu k buněčné

membráně. Kapsidy se kumuluj́ı v cytoplazmě a nebyly pozorovány žádné vi-

riony, které by opustily hostitelskou buňku.

Oblast́ı našeho zájmu je úsek mezi 40.-50. reziduem, o kterém se

předpokládá, že je na něm sekvence CTRS (cytoplasmatic tagrating reten-

tion signal) odpovědná za vazbu na molekulárńı motor. Předpokládá se, že

se vlivem mutace změńı dynamika sekvence a ta stane nepř́ıstupnou vazbě na

molekulárńı motor.

2.7.1 Přirozená forma M-PMV MA

Struktura přirozené formy M-PMV MA (wild type, WT) je helikálńı, jak bylo

určeno pomoćı NMR spektroskopie. Prvńı helix sahá od residua 6 ke 23, druhý

29–42, třet́ı od 53–69 a čtvrtý od 77–94.
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2.7.2 R55F Mutant M-PMV

Bylo prokázáno, že jediná substituce, na pozici 55 matrixového proteinu, v po-

době výměny argininu za fenylalanin, vede ke změně typu skládáńı kapsidy z

typu C na typ D, Stejného efektu lze dosáhnout i výměnou za tryptofan [12]

nicméně dle [10] za jistých okolnost́ı umı́ R55W skládat v cytoplazmě. Schéma

sekundárńı struktury je zobrazeno na Obr. 9.

2.7.3 Srovnáńı matrixových protein̊u

U obou protein̊u byla objasněna jejich terciálńı struktura, která je vyobrazena

na Obr. 8. Jednotlivé helikálńı domény jsou barevně odlǐseny. Vid́ıme, že bo-

dová mutace zp̊usobila předevšńım překlopeńı oblast́ı Helix I a Helix II do

opačného směru.

Obr. 8: Srovnáńı terciálńı struktury MA WT a R55F
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Obr. 9: Pořad́ı aminokyselin a sekundárńı struktura MA R55F M-PMV
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3 Experimentálńı část

3.1 Materiál a metody

3.1.1 Vzorky protein̊u

Za účelem srovnáńı dynamických vlastnost́ı přirozené a mutované formy ma-

trixového M-PMV proteinu byly metodami molekulárńı biologie exprimovány

proteiny uniformě značené 15N a dvojitě 15N, 13C.

Gen polyproteinu Gag byl vnesen do komerčně dostupného vektoru

pGEMEX a následně exprimován v bakteríıch E. coli. K vlastńımu genomu byl

přidán úsek kóduj́ıćı šest histidin̊u (tzv. histidinová kotva), který je pak použit

při metaloafinitńı chromatografii při čǐstěńı fuzńıho proteinu. Vlastńı MA byl

pak źıskán z fúzńıho proteinu specifickým štěpeńım M-PMV proteázou. Protein

byl dále čǐstěn a zakoncentrován na výslednou koncentraci asi 1 mM, která je

dostatečná pro NMR měřeńı. Př́ıprava vzorku byla provedena Janem Prchalem

na odděleńı Biochemie a mikrobiologie Vysoké školy chemicko-technologické v

Praze.

Oba proteiny maj́ı shodnou hmotnost 10 kDa.

Optimalizace obou pulzńıch sekvenćı uvedených v části (2.4) proběhla

na vzorku ubiquitinu o 8 mM koncentraci. Tento vzorek byl dvojitě značen

uhĺıkem 13C a duśıkem 15N. Molekulárńı hmotnost ubiquitinu je 8 kDa.

3.1.2 Spektrometr NMR

Experimenty byly prováděny na spektrometru Avance 500 firmy Bruker. Pro

měřeńı proteinových vzork̊u byla použita sonda TBI s možnost́ı ozařovat 1H,

15N a 13C optimalizovaná pro detekci 1H. Pracovńı frekvence spektrometru
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byla 500,132 MHz pro jádra 1H, 125,765 MHz pro 13C a 50,684 MHz pro 15N.

Měřeńı proběhla za pokojové teploty 298 K.

3.1.3 Parametry pulzńıch sekvenćı pro mě̌reńı duśıkových relaxaćı v 15N

značených proteinech

Parametry pulzńıch sekvenćı pro měřeńı duśıkových relaxaćı jsou uvedeny v

následuj́ıćım seznamu:

• vod́ıkový 90◦ pulz: 9,8 µs ; výkon 6 dB

• duśıkový 90◦ pulz: 17,6 µs ; výkon -2 dB

• tvarovaný selektivńı vod́ıkový pulz: 1,5 ms, výkon 28 dB, gaussovský tvar

• “flipback” na magnetizaci vody 5,4 ms, útlum 42 dB, tvar iburp

• gradientńı pulz: 0,8 ms, výkon 18 dB

• spektrálńı š́ı̌rka: 7003 Hz (F2), 1520 Hz (F1)

• délka akvizice: 0,146 s

• počet scan̊u: 64

• digitalizace: 2048 bod̊u (F2), 200 bod̊u (F1)

• doba d: 2,747 ms, velikost odpov́ıdaj́ıćı interakčńı konstanty JNH = 91 Hz

• doba delta:1,108 ms

• doba δ: 2 ms

• délka měřeńı série 8 T1 spekter s proměnným l1 byla asi 2 dny 16 hodin

• délka měřeńı série 7 T2 spekter s proměnným l1 byla asi 2 dny 5 hodin

• délka ozařovaćı periody cpd: 8 s (NOE experiment)

• délka měřeńı dvou spekter s NOE a bez NOE byla asi 2 dny

V následuj́ıćı tabulce jsou uvedeny délky směšovaćıch čas̊u v relaxačńıch

experimentech výše uvedených sekvenćı.

experiment 1 2 3 4 5 6 7 8

tr pro T1 [ms] 12,1 23,1 45,1 89,1 177,1 353,1 705,1 1409,1

tr pro T2 [ms] 14,44 28,88 43,32 86,65 115,69 177,30 288,84

Tab. 1: Délky směšovaćıch čas̊u tr pro T1 a T2 experimenty
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3.1.4 Optimalizovaná pulzńı sekvence pro mě̌reńı 13C karbonylových re-

laxaćı 15N, 13C značených vzork̊u

Pro měřeńı karbonylových relaxaćı jsme použili sekvenci zobrazenou na Obr.

10, konkrétně je zobrazen př́ıpad měřeńı T1. Jej́ı prototyp nám poskytla Luisa

Poggi z Univerzity ve Florencii, která čerpala z [7] a [8]. Jedná se HSQC (he-

teronukleárńı přenos jednokvantové koherence) typ sekvence [1]. V preparačńı

fázi se přenáš́ı magnetizace z proton̊u přes amidické duśıky na karbonyly po-

moćı dvou INEPT blok̊u [1]. Následuje relaxačńı blok a blok vývoje chemického

posunu. Poté je zrelaxovaná a 13C frekvenčně značená magnetizace přenesena

přes duśıky zpět k proton̊um, kde proběhne akvizice dat.

V př́ıpadě měřeńı T1 relaxace je před relaxačńım blokem cca 30 ms re-

fokusačńı blok (v d̊usledku JCH = 15 Hz), během kterého se vzniká -Cx z

antifázového členu 2NzCy. Potom následuje 90◦ pulz, který skloṕı magnetizaci

paralelně s polem a připrav́ı ji na relaxačńı experiment. Doba setrváńı magne-

tizace v př́ıčné rovině je pro některá rezidua srovnatelná s T2, což má negativńı

d̊usledky na intenzitu signálu a rozlǐseńı spekter. Schéma relaxačńıho bloku je

stejné jako u duśıkových měřeńı. Použ́ıváme dva pr̊uchody relaxačńım blokem,

v prvńım je na začátku magnetizace ve stavu Cz, v druhém ve stavu -Cz a

nechá se v obou př́ıpadech dobu směšovaćıho času tr. Po odečteńı experiment̊u

(prvńı - druhý) źıskáme exponenciálńı pokles daný (40).

V Tab. 2 jsou uvedeny délky relaxačńıch dob pro T1 experimenty.

experiment 1 2 3 4 5 6 7 8

tr [ms] 2 4 8 20 50 100 250 600

Tab. 2: Délka směšovaćıho času tr pro měřeńı T1 relaxaćı

U měřeńı T2 je situace komplikovaněǰśı. Na konci druhého INEPTu je

magnetizace ve stavu -2NzCy. Abychom ušetřili čas potřebný na refokusaci,

budeme měřit relaxaci právě této antifázové magnetizace. Relaxaci členu Cy
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potom dopočteme pomoćı rovnice (42)

RCy = R2NzCy −RNz , (42)

kde RNz použijeme z měřeńı podélných relaxačńıch dob, resp. rychlost́ı na

15N značených proteinech. Relaxačńı blok je realizován promoćı pulzńı série

CPMG s techo = 450µs. Roli 180◦ pulzu hraje speciálńı tvarovaný pulz re-

burp, který selektivně p̊usob́ı jen na CO. Oproti sekvenci použité na měřeńı

duśıkových př́ıčných relaxaćı zde nejsou př́ıtomny pulzy na potlačeńı krosko-

relačńıch efekt̊u. V př́ıpadě vod́ıku se to dá ospravedlnit jeho vzdálenost́ı od

C’. Naopak při použit́ı pulzu na uhĺık Cα hroźı nebezpeč́ı, že by mohlo doj́ıt k

ovlivněńı C’ (tzv. Bloch-Siegortovy posuny).

V Tab. 3 jsou uvedeny délky směšovaćıch čas̊u pro T2 experimenty.

experiment 1 2 3 4 5 6 7 8 9

počet smyček 1 2 4 8 12 16 32 64 128

tr [ms] 0,9 1,8 3,6 7,2 10,8 14,4 28,8 57,6 115,2

Tab. 3: Délka směšovaćıch čas̊u tr pro T2 relaxačńı experimenty

Blok vývoje chemického posunu je z d̊uvodu zvýšeńı rozlǐseńı uhĺıkové

domény realizován pomoćı semi-constant timu. Potom je magnetizace

přenesena dvěma INEPT bloky a následuje blok Watergate [2] pro potlačeńı

signálu vody a akvizice na vod́ıkovém kanále. Během ńı běž́ı na duśıkovém

kanále decoupling.

Parametry pulzńıch sekvenćı pro měřeńı karbonylových relaxaćı jsou uve-

deny v následuj́ıćım seznamu

• spektrálńı š́ı̌rka: 7003 Hz (F2)

• spektrálńı š́ı̌rka: 1887 Hz (F1)

• délka akvizice: 0.146 s

• akvizičńı mód: States-TPPI

• digitalizace: 2048 bod̊u (F2), 180 bod̊u (F1)

• počet scan̊u: 128



3.1 Materiál a metody 31

Obr. 10: Ukázka použité pulzńı sekvence pro měřeńı karbonylových relaxačńıch

konstant T1, červený pulz je 90◦ na C’, tmavě modrý pulz je 180◦ na C’, zelený

pulz je 90◦ na Cα, vysoký světle modrý pulz je gradientńı, černé obdelńıkové

pulzy jsou 90◦ nebo 180◦ dle š́ı̌rky, modrý čárový pulz je flipback, b́ılé dlouhé

obdelńıkové pulzy jsou decouplingy
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• vod́ıkový tvrdý pulz 90◦: 11,6 µs, výkon 6 dB

• vod́ıkový tvrdý pulz 180◦: 20 µs, výkon 6 dB

• Cα 90◦ selektivńı pulz: tvar G3.256, 268 µs, výkon 2,9 dB

• CO selektivńı 90◦ pulz: tvar G3.256, 268 µs, výkon 2,9 dB

• CO selektivńı 180◦ pulz: tvar G4.256, 400 µs, výkon 4,1 dB

• duśıkový tvrdý pulz 90◦ : 27 µs, výkon -2 dB

• duśıkový tvrdý pulz 180◦ : 54 µs, výkon -2 dB

• flipback na vodu: tvar Sinc1.1000; 1000 µs, výkon 41,2 dB

• gradientńı pulz: 1000 µs

• doba odpov́ıdaj́ıćı JNH : d=2.747 ms

• doba odpov́ıdaj́ıćı JNCO: d=16.5 ms

• decoupling vod́ık̊u: dipsi, pulzy 90◦: 100 µs, výkon 24,2 dB

• decoupling duśık̊u: garp, pulzy 90◦: 180 µs, výkon 14,6 dB

• reburb pulz v relaxačńım bloku pro měřeńı T2 : 480 µs, výkon 3,1 dB

• delay v relaxačńım bloku T2 450 µs

3.1.5 Analýza spekter

Spektra byla změřena pomoćı ovládaćıho progamu Topspin 1.3 [16], k jejich

analýze však bylo použito daľśıch programů. Ke zpracováńı spekter byl použit

program NMRPipe [17] s následuj́ıćım nastaveńım pro duśıkové i karbonylové

experimenty:

• Fourierova transformace obou domén

• apodizace: cosine-bell

• doplněńı 1024 nulami v nepř́ımé doméně

• automatické doplněńı nulami v př́ımé doméně

• korekce baseline: polynom 4. řádu

• lineárńı predikce 6. řádu v př́ımé doméně.

Spektra byla následně manuálně zpracována v programu NMRDraw [20].

V posledńım kroku byla spektra přǐrazena a integrována v programu NMRView

[18]. Pro integraci byla zvolená oblast tvaru elipsy.
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K přǐrazeńı 15N, 1H korelovaných spekter obou protein̊u byly použity

soubory chemických posun̊u z PDB (Protein Data Bank) [22]. V některých

př́ıpadech se na pozićıch daných strukturńım souborem však nevyskytoval

žádný signál, proto z̊ustala některá rezidua nepřǐrazena. Počty ve spektrech

nalezených rezidúı shrnuje Tab. 4.

protein T1 T2 NOE

WT 15N 90 91 87

R55F 15N 90 89 83

Tab. 4: Počet nalezených rezidúı duśıkových signál̊u u 15N značených vzork̊u.

K přǐrazeńı karbonylových rezonanćı u 13C, 1H korelovaných spekter

př́ıpadě dvojitě značených protein̊u bylo možno využ́ıt souboru chemických

posun̊u pouze u vzorku WT. Pro R55F totiž v jeho souboru nejsou frekvence

karbonyl̊u. Z tohoto d̊uvodu jsme změřili 3D HNCO experiment [2]. Pulzńı

sekvence takového experimentu je podobná sekvenci na Obr. 10. Obsahuje

nav́ıc blok s vývojem chemického posunu pro duśıková jádra a postrádá re-

laxačńı blok. Toto 3D spektrum bylo použito pro přǐrazeńı 13C rezonanćı, které

jsme provedli ve spolupráci s Ing. Jǐŕım Vlachem z Vysoké školy chemicko-

technologické v Praze. Celkem se nám podařilo doplnit soubor chemických po-

sun̊u o 82 karbonylových 13C signál̊u. Počty nalezených rezidúı jsou uvedeny

v Tab. 5.

protein T1 T2

WT 15N, 13C 70 73

R55F 15N, 13C 53 56

Tab. 5: Počet přǐrazených karbonylových signál̊u u 15N, 13C značených vzork̊u.
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3.1.6 Určeńı T1, T2 a NOE ze změ̌rených spekter

Hodnoty T1 a T2 jsme fitovali vztahy 40, 41 v prostřeńı programu NMRView

ze závislosti hodnot integrálńıch intenzit peak̊u na směšovaćım čase. Pro dy-

namický model jsme museli vyřadit některá rezidua z následuj́ıćıch d̊uvod̊u:

• pokles intenzity se výrazně lǐsil od exponenciálńıho

• fitované hodnoty či jejich chyby nabývaly nefyzikálńıch hodnot

Počty určených T1, T2 a NOE jsou shrnuty v Tab. 6.

protein T1 T2 NOE protein T1 T2

WT 15N 89 89 87 WT 15N, 13C 55 62

R55F 15N 89 88 83 R55F 15N, 13C 45 46

Tab. 6: Počty určených duśıkových a karbonylových T1, T2 a NOE v obou

typech protein̊u.

3.1.7 Analýza dynamiky protein̊u pomoćı Lipari-Szabóova p̌ŕıstupu

Analýza dynamiky protein̊u byla provedena s využit́ım programu LS Ana-

lys [21]. Vstupńımi daty byly T1, T2 a NOE, ze kterých program vypočetl

parametry Lipary-Szabóova modelu. Hodnoty T1, T2, NOE byly na vstupu

ohodnoceny váhovými koeficienty s ohledem na kvalitu př́ıslušného experi-

mentu. Pro některá rezidua nebyly zadány všechny vstupńı hodnoty. Výstupem

programu je potom globálńı korelačńı čas τM molekuly a hodnoty parametr̊u

uspořádanosti S2 a lokálńı korelačńı čas τe jednotlivých rezidúı. Chyba těchto

parametr̊u je určena Monte-Carlo simulacemi v rámci směrodatné odchylky

dané experimentálńımi daty.

Pro přehlednost jsou všechny hodnoty S2 od 13C karbonyl̊u jsou

č́ıslovány stejným č́ıslem, jaké má duśık 15N, který se na ně váže.
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3.2 Výsledky a diskuze

Analýzou spekter byly nalezeny hodnoty relaxačńıch konstant T1, T2 a

navýšeńı NOE pro zkoumané proteiny. Při zkoumáńı relaxaćı a dynamiky je

vhodné přej́ıt k popisu pomoćı relaxačńıch rychlost́ı R1, R2. V následuj́ıćıch

částech bude kvalitativně diskutována korelace relaxačńıch dat se strukturou.

V části 3.1.7 bude popsána kvantitativńı analýza s využit́ım Lipari-Szabóova

pohybového modelu.

Za účelem lepš́ı orientace ve výsledćıch zavedeme značeńı oblast́ı proteinu,

které budeme zkoumat. Jedná se o protein jako celek (protein), helikálńı ob-

last 1-4 (H1-H4), nepravidelné struktury jako turn, coil (neprav. str.) a

konce proteinových řetězc̊u (okraj).

Pro přehlednost jsou všechny hodnoty R1, R2
113C karbonyl̊u

jsou č́ıslovány stejným č́ıslem, jaké má duśık 15N, který se na ně

váže.

3.2.1 15N relaxace na p̌rirozené formě matrixového proteinu M-PMV

Výsledky analýzy z části (3.1.5) pro přirozenou formu duśıkem 15N značeného

matrixového proteinu M-PMV viru jsou uvedeny v grafech na Obr. 11, 12 a

13.

Většina hodnot podélných rychlost́ı , viz. graf na Obr. 11, se pohybuje v

rozmeźı ±25% od pr̊uměrné hodnoty R1 = 1, 43. V helikálńıch oblastech jsou

rychlosti nejvyšš́ı, což odpov́ıdá představě o rigiditě helikálńı struktury [2].

Zaj́ımavé je reziduum 65 uprostřed třet́ıho helixu, jehož hodnota R1 = 0, 92 je

nejnižš́ı v celém proteinu. V oblasti našeho zájmu, tj. mezi 40. a 50. reziduem,

sledujeme uniformńı chováńı hodnot R1. Začátek a konec proteinového řetězce

se hodnotami př́ılǐs nelǐśı od jiných část́ı proteinu. Velikost relaxačńıch rychlost́ı

pro r̊uzné části proteinu je uvedena v Tab. 7.
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oblast protein H1 H2 H3 H4 neprav. str. okraj

R1 [s−1] 1.43 1.49 1.44 1.43 1.45 1.40 1.43

Tab. 7: Pr̊uměrné hodnoty 15N duśıkových podélných relaxačńıch rychlost́ı R1

v r̊uzných částech proteinu WT.
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Obr. 11: Hodnoty duśıkových rychlostńıch konstant R1 v 15N značeném pro-

teinu WT.
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Př́ıčné relaxačńı rychlosti R2 vykazuj́ı mnohem větš́ı rozptyl hodnot od 2

do 25 s−1. Oba konce proteinového řetězce jsou velice pohyblivé, srovnatelné

pohyblivosti dosahuje také oblast kolem rezidua 47. Naopak kolem této oblasti

se i neuspořádané části sekundárńı struktury jev́ı značně rigidńı v podobné

mı́̌re jako helixy. Pr̊uměrné hodnoty R2 [s−1] jsou uvedeny v následuj́ıćı Tab.

8.

oblast protein H1 H2 H3 H4 neprav. str okraj

R2 [s−1] 14,7 16,6 17,0 16,7 16,0 11,0 6,9

Tab. 8: Pr̊uměrné hodnoty 15N př́ıčných relaxačńıch rychlost́ı R2 v r̊uzných

částech MA WT.
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Obr. 12: Hodnoty duśıkových rychlostńıch konstant R2 v 15N značeném pro-

teinu WT.
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Spektra NOE maj́ı špatný poměr signál/šum. Teoretické hodnoty, kterých

může NOE nabývat, jsou v intervalu 〈−3, 93; 0, 783〉, nicméně z grafu na Obr.

13 je vidět, že zhruba v polovině př́ıpad̊u hodnoty překračuj́ı horńı mez teore-

tického intervalu, což dává představu o jejich vypov́ıdaćı hodnotě a velikosti

experimentálńı chyby σNOE = ± 0,1.

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95100

-1.0

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

N
O

E


reziduum

 neprav. str
 helix

Obr. 13: Hodnoty navýšeńı NOE mezi HN a 15N v proteinu WT M-PMV.

3.2.2 15N relaxace na mutované formě matrixového proteinu M-PMV

Stejnou analýzu jsme provedli pro mutovanou formu duśıkem 15N značeného

matrixového proteinu M-PMV viru, výsledky jsou uvedeny v grafech na Obr.

14, 15 a 16.
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Obr. 14: Hodnoty duśıkových rychlostńıch konstant R1 v 15N značeném R55F

proteinu.

Hodnoty podélných relaxačńıch rychlost́ı jsou u mutované formy proteinu

menš́ı o cca 0,2 s−1, než hodnoty u formy přirozené nicméně jejich chováńı

jev́ı téměř totožné rysy. Orientačńı srovnáńı pr̊uměrných hodnot R1 v r̊uzných

částech proteinu je shrnuto v Tab. 9 společně s hodnotami WT formy.

oblast protein H1 H2 H3 H4 neprav. str. okraj

R
R55F

1 [s−1] 1,61 1,72 1,67 1,62 1,66 1,50 1,45

R
WT

1 [s−1] 1.43 1.49 1.44 1.43 1.45 1.40 1.43

Tab. 9: Pr̊uměrné hodnoty 15N duśıkových podélných relaxačńıch rychlost́ı R1

v r̊uzných částech proteinu R55F a WT.

Helikálńı struktury jsou rigidněǰśı a hodnoty R1 na nich jsou vyšš́ı než
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na nepravidelných strukturách či okraj́ıch. Jedinou výjimkou je reziduum 65,

které se u přirozené formy výrazně odlǐsuje od okolńıch hodnot ve třet́ım helixu,

zat́ımco u formy mutované se nijak výrazně nelǐśı.

Hodnoty př́ıčných relaxačńıch rychlost́ı v mutovaném proteinu, viz Obr.

15, vykazuj́ı stále značnou podobnost s hodnotami přirozené formy, nicméně je

zde již mnohem v́ıce odlǐsnost́ı než u rychlost́ı podélných. Př́ıkladem je zhruba

šestinásobné zvýšeńı relaxačńı rychlosti rezidua 47. Výrazný nár̊ust hodnot

R2 je patrný také u rezidua 37 a 65. Naopak pokles hodnot R2 je vidět u

rezidua 82. Orientačńı srovnáńı hodnot R2 je uvedeno v Tab. 10. Srovnáńım v

Tab. 10 je vidět, že pr̊uměrná hodnota R2 v celém proteinu i jeho jednotlivých

částech je vyšš́ı u přirozené formy, nejvýrazněji se změna projevila v helikálńıch

oblastech.

oblast protein H1 H2 H3 H4 neprav. str. okraj

R
R55F

2 [s−1] 12,5 13,9 13,9 13,7 13,2 10,0 5,7

R
WT

2 [s−1] 14,7 16,6 17,0 16,7 16,0 11,0 6,9

Tab. 10: Pr̊uměrné hodnoty 15N duśıkových př́ıčnýcg relaxačńıch rychlost́ı R2

v r̊uzných částech proteinu WT a R55F.
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Obr. 15: Hodnoty duśıkových rychlostńıch konstant R2 v 15N značeném pro-

teinu R55F M-PMV.

Také NOE spektra mutovaného proteinu maj́ı špatný poměr signál/šum a

opět zhruba v polovině př́ıpad̊u hodnoty překračuj́ı horńı mez teoretického in-

tervalu. Jej́ıch chyba je podobná jako u přirozené formy proteinu. V porovnáńı

s ńı formy vid́ıme výraznou změnu NOE předevš́ım v oblasti kolem rezidua 47.
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Obr. 16: Hodnoty navýšeńı NOE v 15N značeném proteinu R55F M-PMV.

3.2.3 Karbonylové relaxace matrixového WT proteinu značeného 15N,

13C

Hodnoty podélných karbonylových relaxačńıch rychlost́ı jsou zobrazeny v grafu

na Obr. 17, ze kterého je vidět, že hodnoty R1 prakticky v̊ubec nekoresponduj́ı

se sekundárńı strukturou, viz Obr. 9.

V helikálńıch oblastech jejich hodnota zjevně náhodným zp̊usobem fluktu-

uje o 20-35%. Statistické shrnut́ı velikost́ı R1 je v Tab. 11. Vid́ıme, že helikálńı

oblasti dosahuj́ı nižš́ıch hodnot R1 nežli oblasti neuspořádané, což je v rozporu

s výsledky relaxačńıho experimentu na 15N značeném proteinu. Z těchto dvou

d̊uvod̊u jsme se rozhodli hodnoty R1 do finálńı verze výpočtu pohybového mo-

delu nezahrnout.

Hodnoty př́ıčných relaxačńıch rychlost́ı karbonyl̊u jsou zobrazeny v grafu

na Obr. 18.
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Obr. 17: Experimentálńı hodnoty karbonylových R1 pro MA WT 15N, 13C

vzorek.

Vid́ıme zde mnohem výrazněǰśı shodu se sekundárńı strukturou, menš́ı

rozptyly hodnot a v pr̊uběhu analýzy jsme zaznamenali i vyšš́ı kvalitu fitu.

Statistické shrnut́ı pr̊uměrné velikosti R2 pro r̊uzné části proteinu je v Tab. 12.

Pro srovnáńı jsou v ńı uvedeny také výsledky z uniformně 15N značeného pro-

teinu WT . Vid́ıme překvapivou shodu velikosti pr̊uměrných hodnot rychlost́ı

př́ıčných relaxaćı i přes to, že jsou oba relaxačńı mechanismy odlǐsné.

Také pr̊uběh hodnot R2 má velice podobnou charakteristiku s 15N

značeným vzorkem, viz. graf na Obr. 12. Na počátku a konci proteinového

řetězce docháźı k rychlým pohyb̊um, které se postupně tlumı́ a struktura se

chová rigidněji směrem k navazuj́ıćım helikálńım oblastem. Také rezidua 47,

49 a 53 maj́ı hodnoty R2 srovnatelné s okraji proteinového řetězce, opět stejně

jako u vzorku značeného 15N.
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oblast protein H1 H2 H3 H4 neprav. str. okraj

R1 [s−1] 0,77 0,71 0,76 0,68 0,69 0,83 0,84

Tab. 11: Pr̊uměrné hodnoty karbonylových 13C podélných relačńıch rychlost́ı

v r̊uzných částech WT proetinu.
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Obr. 18: Experimentálńı hodnoty karbonylových R2 pro MA WT 15N, 13C

vzorek.

oblast protein H1 H2 H3 H4 neprav. str. okraj

R
C

2 [s−1] 12,2 14,5 16,2 14,0 16,0 9,0 6,7

R
N

2 [s−1] 11,8 13,9 13,9 13,7 13,2 10,0 5,7

Tab. 12: Srovnáńı pr̊uměrných 15N duśıkových a 13C karbonylových hodnot

př́ıčných relaxačńıch rychlost́ı R2 v r̊uzných částech WT proteinu.
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3.2.4 Karbonylové relaxace matrixového proteinu R55F značeného 15N,

13C

V př́ıpadě hodnot R1 z grafu na Obr. 19 vid́ıme značný rozptyl naměřeńıch

hodnot i v rámci helikálńıch oblast́ı. Celkově je zde malá korelace mezi hod-

notami R1 a sekundárńı strukturou.

Bohužel stejnou skutečnost muśıme konstatovat i v př́ıpadě R2 v grafu

na Obr. 20. Neńı zde žádná korelace s výsledky duśıkových relaxaćı mutované

formy matrixového proteinu M-PMV ani podobnost s karbonylovými relaxa-

cemi přirozené formy. Možné vysvětleńı kvality dat je objasněno v následuj́ıćı

kapitole 3.2.5.
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Obr. 19: Experimentálńı hodnoty karbonylových R1 pro MA R55F 15N, 13C

vzorek.
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Obr. 20: Experimentálńı hodnoty karbonylových R2 pro MA R55F 15N, 13C

vzorek.
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3.2.5 Porovnáńı 1H, 13C korelovaných spekter obou protein̊u

Porovnáńı vzorku začněme porovnáńım př́ıslušných odpov́ıdaj́ıćıch si spekter

obou protein̊u. Pro názornost jsou vybrána spektra s nejkratš́ımi relaxačńımi

bloky, tj. s největš́ım množstv́ım signálu, viz. grafy na Obr. 21 a (22).

Při prvńım srovnáńı T1 na Obr. 21 je vidět, že se v obou spektrech se

vyskytuje celá řada peak̊u, které jsou v totožných pozićıch. Při pozorněǰśım

prozkoumáńı si všimneme, že některé jsou v př́ıpadě vzorku R55F deformovány

a jejich tvar neodpov́ıdá očekávanému tvaru peaku odpov́ıdaj́ıćımu zpracováńı

Statesovou procedurou. V d̊usledku deformace tvaru se bĺızké peaky zač́ınaj́ı

překrývat, což komplikuje celou řadu krok̊u zpracováńı a analýzy. Toto je pa-

trno hlavně ve středńı části spektra.

U spekter T2 je situace podobná. Peaky ve vzorku WT jsou užš́ı a lépe

rozlǐsitelné. Přirozená forma jev́ı v́ıce signálu, podařilo se nám u ńı přǐradit

v́ıce rezidúı. Intenzita signálu u R55F je nižš́ı, což zhoršuje poměr signál/šum

s negativńımi d̊usledky na přǐrazováńı a integraci. To lze interpretovat jako

d̊usledek konformačńıch změn v d̊usledku bodové mutace. S ohledem na proces

zráńı proteinu a stář́ı vzorku během měřeńı je ale možné, že došlo k degradaci

vzorku. Této skutečnosti by odpov́ıdala i kvalita naměřených dat. Zároveň je

možné, že se mutovaná forma proteinu po čase začne vyskytovat v několika

konformaćıch, ze kterých pocháźı sobě si bĺızké signály.

Společným rysem obou spekter u obou protein̊u je velké množstv́ı

neznámého signálu.

V pr̊uběhu zpracováńı spekter se vždy lépe pracovalo se spektry T2, bylo

méně pochybnost́ı v přǐrazeńıch, kvalita fitu byla až na několik málo výjimek

vyšš́ı než v př́ıpadě T1.
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Obr. 21: Srovnáńı spekter T1 forem WT a R55F matrixového proteinu M-

PMV
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Obr. 22: Srovnáńı spekter T2 forem WT a R55F matrixového proteinu M-

PMV
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3.2.6 Dynamika duśık̊u 15N p̌rirozené formy matrixového proteinu M-

PMV

Vstupńımi daty při výpočtech parametr̊u Lipari-Szabóova modelu byly hod-

noty T1, T2, NOE s váhami 1, 1/2, 1/4.

Program vypočetl globálńı korelačńı čas τM = 12, 5 ± 0, 1 ns a hodnoty

parametr̊u uspořádanosti S2 a lokálńıch korelačńıch čas̊u τe.

Parametry uspořádanosti S2 jsou uvedeny v grafu na Obr. (23), Je z něj

vidět, že se jejich hodnoty v mimookrajových částech př́ılǐs neměńı a dosahuj́ı

hodnot bĺızkých 0,9. Jedinou výjimkou jsou rezidua 47 a 91 jejichž hodnota

S2 je srovnatelná s konci proteinového řetězce. Srovnáńı pro jednotlivé oblasti

proteinu je uvedeno v následuj́ıćı Tab. 13. Pr̊uběh S2 je zobrazen v grafu na

Obr. 23.

oblast protein H1 H2 H3 H4 neprav. str. okraj

S2 0,80 0,95 0,98 0,97 0,89 0,64 0,34

Tab. 13: Pr̊uměrné hodnoty parametru uspořádanosti duśıku 15N v matrixovém

WT proteinu
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Obr. 23: Hodnoty parametru uspořádanosti duśıku 15N v matrixovém WT

proteinu

K výsledným hodnotám lokálńıch korelačńıch čas̊u τe je nutno přihlédnout

s jistou opatrnost́ı. Z rovnice (38) plyne, že pro S2 → 1 je τe velice špatně

určeno a program jej využ́ıvá ke kompenzaci chyby experimentálńıch dat či ne-

dostatečnosti Lipari-Szabóova modelu. Proto lze uvést jenom lokálńı korelačńı

časy pro rezidua s S2 ≤ 0, 7. Takto určené τe jsou uvedeny v Tab. 14.
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reziduum S2 τe στe reziduum S2 τe [s−1] στe [s−1]

3 0.10 577 45 94 0.26 980 39

4 0.21 625 48 95 0.44 999 45

5 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 51

93 0.30 696 78

Tab. 14: Hodnoty 15N duśıkových lokálńıch korelačńıch čas̊u τe pro S2 ≤ 0, 7

v WT matrixovém proteinu M-PMV. Chyba určeńı στe je στes
−1]

3.2.7 Dynamika duśık̊u 15N mutované formy matrixového proteinu M-

PMV

Pomoćı programu LS Analys jsme nalezli hodnotu globálńıho korelačńıho času

τM = 10, 0 ± 0, 1 ns. Vstupńı duśıková data T1, T2 a NOE měla váhy 1, 1/2,

1/4.

Velikosti vypočtených parametr̊u uspořádanosti S2 jsou uvedeny v Tab. 15

a grafu na Obr. 24. Z grafu je vidět, že se struktura směrem od okraj̊u řetězce

stává rigidněǰśı, výjimkou je centrálńı oblast kolem rezidua 47, která vykazuje

podobnou uspořádanost jako okrajové části. Mutovaná forma proteinu i jej́ı

části se jev́ı oproti formě přirozené jako živěǰśı, pr̊uměrné hodnoty S2 jsou

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

oblast protein H1 H2 H3 H4 neprav. str. okraj

S2 0,76 0,92 0,94 0,92 0,86 0,6 0,37

S2 0,80 0,95 0,98 0,97 0,89 0,64 0,34

Tab. 15: Pr̊uměrné hodnoty parametr̊u uspořádanosti S
2

duśık̊u 15N v r̊uzných

částech proteinu R55F.
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Obr. 24: Hodnoty parametru uspořádanosti duśıku 15N v matrixovém proteinu

R55F

K vyhodnoceńı výsledk̊u lokálńıch korelačńıch čas̊u muśıme opět brát v

potaz pouze rezidua s S2 ≤ 0, 7, která jsou uvedena v Tab. 16. V posledńım

sloupci je uveden rozd́ıl τWT
e − τR55F

e u rezidúı přǐrazených u obou forem pro-

teinu. Chyba στWT
e

je uvedena v Tab. 14, nicméně nikdy u zmı́něných rezidúı

nepřesahuje 55 ps. Uvedeného srovnáńı prokazuje nepř́ıtomnost korelace hod-

not τe mezi proteiny, což je d̊usledkem konformačńıch odlǐsnost́ı protein̊u.
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reziduum S2 τe στe τWT
e − τR55F

e

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

59 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 15N duśıkových τe pro S2 ≤ 0, 7 v R55F matrixovém proteinu

M-PMV.

3.2.8 Srovnáńı duśıkem značených protein̊u

Mutovaná forma proteinu se jev́ı jako globálně dynamičtěǰśı s globálńım ko-

relačńım časem τM = 10 ns o 2,5 ns kratš́ım než u formy přirozené. Hodnoty

parametr̊u uspořádanosti jsou nižš́ı pro mutovanou formu proteinu.

V grafu na Obr. 25 je vynesen rozd́ıl parametr̊u uspořádanosti. Vid́ıme v

něm o kolik poklesly hodnoty S2 u mutované formy proti formě přirozené. Ob-

last rámečku představuje oblast chyby. Prokazatelně došlo ke značným změnám

ve středńı části proteinového řetězce, kolem rezidua 47 k znatelnému poklesu

uspořádanosti, naopak ke zvýšeńı uspořádanosti v oblasti kolem rezidua 100.



3.2 Výsledky a diskuze 55

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0.0

0.2

S
2 R

55
F

 -
 S

2 W
T

 reziduum

           S2

R55F
 - S2

WT

 neprav. str
 helix

Obr. 25: Rozd́ıl hodnot parametru uspořádanosti duśıku 15N u matrixových

protein̊u WT M-PMV.

3.2.9 Dynamika karbonyl̊u matrixového proteinu WT značeného 15N,

13C

Pro výpočet parametr̊u Lipari-Szabóva modelu byla do vstupu programu LS

Analys použita následuj́ıćı data

• globálńı korelačńı čas τm = 12, 5 ns

• hodnoty karbonylových T2 proteinu WT 15N, 13C

• hodnoty duśıkových T1 proteinu WT 15N

Důvodem použit́ı duśıkových hodnot T1 je skutečnost, že v pulzńı sekvenci

(10) měř́ıme relaxaci termu 2NzCy. Relaxace RCy je potom určena vztahem

(42), viz. kapitola 3.1.4.

Na vstupu programu se oproti duśıkovým výpočt̊um použ́ıvá o jednu sérii

parametr̊u méně, chyb́ı T1 z d̊uvodu jejich špatné kvality. Obecně nelze určit

2N nezávislých hodnot zadáńım N parametr̊u a proto jsme museli použ́ıt tzv.
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truncated (”zkrácený”) LS model, ve kterém je vynechán druhý člen v rovnici

spektrálńı hustoty (38), viz Teoretická část. Takto jsem se zbav́ıli závislosti

hustoty korelačńı funkce J(ω) na τe a źıskáme pouze parametr uspořádanosti

S2. Jeho hodnota je zobrazena v grafu na Obr. 26.
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Obr. 26: Hodnoty 13C karbonylových parametr̊u uspořádanosti ve WT pro-

teinu

Pr̊uměrné hodnoty S2 karbonyl̊u i duśık̊u (pro názorné srovnáńı) v jed-

notlivých oblastech proteinu pro jsou uvedeny v Tab. 17.

Data z měřeńı podélných relaxačńıch rychlost́ı se v pohybovém modelu ne-

uplatnila, nicméně je zaj́ımavé srovnat je s teoreticky vypočtenými hodnotami

(Lipari-Szabó̊uv model), jak ukazuje graf na Obr. 27. Vid́ıme, že zhruba v 1/3

př́ıpad̊u nedocháźı ke shodě ani v rámci chyby dané fitováńım. Tato skutečnost
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oblast protein H1 H2 H3 H4 neprav. str. okraj

S2
C 0,68 0,81 0,88 0,70 0,84 0,49 0,34

S2
N 0,80 0,95 0,98 0,97 0,89 0,64 0,34

Tab. 17: Pr̊uměrné hodnoty parametr̊u uspořádanosti S2 13C karbonyl̊u a 15N

duśık̊u v r̊uzných částech WT proteinu.

pravděpodobně zatěžovala zkušebńı výpočty a znemožňovala dosažeńı repre-

zentativńıch výsledk̊u.
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Obr. 27: obr Srovnáńı teoretických a experimentálńıch hodnot karbonylových

R1 v matrixovém proteinu M-PMV

3.2.10 Dynamika karbonyl̊u matrixového proteinu R55F značeného 15N,

13C

Při zkušebńıch propočtech Lipari-Szabóova modelu jsme se jako vstup do pro-

gramu pokusili použ́ıt alespoň hodnoty T2. Přitom jsme nechali model nalézt
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T1, S2, τe a globálńı korelačńı čas τM . Právě τM však konvergoval k hod-

notám kolem 22 ns, což je skoro trojnásobek očekávané hodnoty. Podobně

špatných výsledk̊u bylo dosaženo zařazeńım T1 do vstupu programu. Při fixaci

τM = 10ns (odhadnuto na základě relaxačńıch měřeńı na duśıćıch, viz. dále)

došlo k hrubé neshodě experimentálńıch a teoretických hodnot T1 resp. T2.

S ohledem na ńızkou kvalitu dat a nemožnost rozumné shody s pohybovým

modelem jsme upustili od daľśıho zkoumáńı těchto dat.

3.2.11 Srovnáńı dynamiky 13C karbonyl̊u a 15N duśık̊u u p̌rirozené formy

matrixového proteinu

Srovnáńı parametr̊u uspořádanosti 13C karbonyl̊u a 15N duśık̊u u přirozené

formy matrixového proteinu je uvedeno na Obr. 28. Jelikož je v peptidové

rovině duśık N-tého rezidua a uhĺık C’ z (N-1)ho rezidua, přejdeme v tomto

konkrétńım srovnáńı k č́ıslováńı všech parametr̊u uspořádanosti pomoćı pep-

tidových rovin, ve kterých se nacházej́ı. Peptidové roviny maj́ı stejné pořad́ı

jako duśıky 15N.

Z grafu na Obr.28 je vidět, že docháźı k dobré kvalitativńı shodě obou hod-

not S2. Je třeba uvážit, že paramatr S2 má poněkud jiný význam pro amidické

duśıky a ukĺıky karbonyl̊u s ohledem na symetrie pohyb̊u, které reprezentuj́ı.

Nejvýznamněǰśı vlastńı osa tenzoru CSA karbonyl̊u je obecně kolmá k vektoru

N-H, který je směrodatný pro N-H dipól-dipólovou interakci. Dále je relaxace

13C a 15N modulována spektrálńımi hustotami při odlǐsných frekvenćıch. V

d̊uskedku toho nelze očekávat, že parametry uspořádanosti źıskané pro karbo-

nyly a amidický duśık lež́ıćı ve stejné peptidové rovině musej́ı být totožné. K

rozd́ıl̊um dále mohou přisṕıvat nepřesnosti v hodnotách interakčńıch amplitud,

tj. velikostech DCC a efektivńıch CSA. Tento vliv odhadujeme zhruba na 10%.

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

nesledujeme výraznou shodu hodnot S2.
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3.2.12 Diskuze aspekt̊u a p̌ŕınos̊u mě̌reńı 15N relaxaćı

Měřeńı 15N relaxaćı přispělo k rozš́ı̌reńı našich dosavadńıch znalost́ı o duśıkové

dynamice obou protein̊u o cca 35 parametr̊u uspořádanosti u WT matrixového

proteinu a o 3 parametry uspořádanosti u matrixového proteinu R55F. Byla

potvrzena zvýšená pohyblivost CTRS sekvence u mutované formy proteinu,

stejně jako jeho nižš́ı globálńı korelačńı čas oproti formě přirozené.

Hodnoty 15N podélných relaxačńıch konstant sehrálo d̊uležitou roli s ohle-

dem na možnost určeńı karbonylových př́ıčných relaxačńıch konstant T2 po-

moćı měřeńı relaxace antifázové magnetizace NzCy v pulzńı sekvenci 10.

Duśıkové relaxačńı experimenty s ohledem na dobrou kvalitu jak expe-

rimentálńıch dat, tak i vypočtených výsledk̊u, představuj́ı kĺıčový krok při

analýze dynamiky proteinu.

3.2.13 Diskuze aspekt̊u a p̌ŕınos̊u mě̌reńı 13C relaxaćı

Dvojitý přenos magnetizace v použité pulzńı sekvenci na Obr. ?? vyžaduje

dvojitě izotopově obohacený vzorek (15N, 13C). Obecně s rostoućım počtem

přenos̊u magnetizace roste i chyba měřeńı, což se promı́tlo do kvality expe-

rimentálńıch dat. Měřeńı T2 se ukázalo jako velmi užitečné a na byly na

jeho základě určeny parametry uspořádanosti karbonyl̊u v páteři WT pro-

teinu. Oproti tomu se měřeńı T1 ukázalo jako velmi problematické, předevš́ım

kv̊uli špatnému poměru signál/šum. Důvodem je dlouhá refokusačńı perioda

před relaxačńım blokem.

Výsledky 13C karbonylových relaxačńıch experiment̊u nám poskytly daľśı

sadu parametr̊u popisuj́ıćı pohyby v peptidové rovině. V př́ıpadě WT pro-

teinu došlo k dobré kvalitativńı shodě v určeńı odpov́ıdaj́ıćıch si duśıkových a

karbonylových parametr̊u uspořádanosti.

K určeńı pohybových parametr̊u dle Lipari-Szabóva př́ıstupu je nezbytné

použ́ıt globálńı korelačńı čas źıskaný na základě duśıkových experiment̊u.
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Měřeńı karbonylových relaxaćı podstatným zp̊usobem rozšǐruje informaci

o dynamice protein̊u, nicméně muśı být z výše uvedených d̊uvod̊u doprovázeno

analogickými duśıkovými experimenty.

Karbonylová i duśıková relaxačńı měřeńı kladou vysoké nároky na kvalitu

vzorku.
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4 Závěr

• Změřili jsme podélné a př́ıčné relaxačńı doby T1, T2 a heteronukleárńı

{1H}-15N NOE pro 15N značenou přirozenou i mutovanou formu matri-

xového proteinu M-PMV.

• Pro tyto proteiny jsme pomoćı Lipari-Szabóova modelu nalezli pohybové

parametry a vzájemně je porovnali.

• Zoptimalizovali jsme pulzńı sekvence pro měřeńı T1, T2 karbonylových

13C skupin v peptidovém řetězci.

• Pomoćı těchto sekvenćı jsme proměřili relaxačńı experimenty na dvojitě

(15N, 13C) značeném matrixovém proteinu Mason-Pfizerova opič́ıho viru i

jeho mutované formě R55F.

• Hodnoty dob T2 přirozené formy jsme použili ke stanoveńı dynamiky po-

moćı Lipari-Szabóva modelu.

• Měřeńı T1 se neukázala jako vhodná pro určováńı dynamických para-

metr̊u s ohledem na jejich špatný poměr signál/šum.Tato skutečnost

je zp̊usobena velice dlouhou refokusačńı periodou během které dojde k

značnému úbytku signálu v d̊usledku př́ıčné relaxace.

• Měřeńı T2 poskytla kvalitńı experimentálńı data.

NzCy → Cx.
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[3] Lipari, G., Szabó, A., Model free approach to the Interpretation of Nuclear

Magnetic Resonance Relaxation in Macromolecules 1. Theory and range

of validity, J.Am.Chem.Soc. 104, 1982, 4546–4559.

[4] Yasuda, J., Hunter, E., Role of Matrix Protein in The Type D Retrovirus

Replication Cycle, Importance of the Arginine Residue at Position 55,

Virology 268, 2000, 533–538.

[5] Kay, J .E. et al., , J.Magn. Reson. 97, 1992, 359.

[6] Hore, P. J., Nuclear Magnetic Resonance, Oxford University Press, 1995,

.

[7] Gresiek, S., Bax A., , J.Magn. Reson. 96, 1992, 432-440.

[8] Schleucher, J., Sattler, M., Griesinger, C. , , Angew. Chem. Int. Ed. 32,

1993, 1489-1491.

[9] Rhee, S.S., Amino acid substitutions within the matrix protein of type

D retroviruses affect assembly, transport and membrane association of a

capsid, The EMBO journal vol. 10 no. 3, 1991, 535–546.

[10] Sakalian, M.,Hunter, E., Separate assembly and Transport domains within

the Gag Precursor of Mason-Pfizer monkey virus , Journal of virology Vol.

73, No. 10, 1999, 8073–8082.
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