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Abstrakt

Nazev préace: Studium dynamického chovdni proteinu Mason-Pfizerova opic¢iho

VITU.
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Katedra (ustav): Katedra fyziky nizkych teplot
Vedouci diplomové prace: RNDr. Jan Lang, Ph.D.
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Abstrakt: Matrixovy protein Mason-Pfizerova opi¢iho viru (M-PMV) tvori
obalku retrovirové kapsidy. Kromeé toho hraje také dilezitou regula¢ni roli pii
formovani nové virové castice. Prirozena forma M-PMV patii k retrovirovému
typu D, protoze k formovani kapsid dochazi uvnitt cytoplasmy. Bodovou mu-
taci argininu 55 za fenylalanin lze docilit zmény na typ C, ktery formuje virové
kapsidy na membréné hostitelské bunky (napt. HIV). Bylo zméfeno relaxaéni
chovan{ spini '* N (podélnd a piftna relaxacni doba, N—{'H} staciondrn{
heteronuklearni Overhauseruv efekt) ve spektrech nukledrni magnetické re-
zonance. Parametry molekularniho pohybu byly ziskany Lipari-Szabéovym
pristupem. V blizkosti mutace ve stfedni ¢asti proteinu byla pozorovana tii
pohybliva residua. Je znamo, ze ve stejné oblasti se pravdépodobné nachazi
signdl pro zménu typu skladani kapsidy. Naproti tomu chovéani stiedni césti
vzorku nemutovaného proteinu bylo uniformni a v rdmci chyb méfeni nebyly

pozorovany vyznaméjsi odchylky v pohyblivosti residui.

Klicova slova: Nuklearni magnetickd rezonance, Dynamika, Protein, Mason-

Pfizeruv opiéci virus
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Abstract

Title: Study of dynamic properties of proteins from Mason-Pfizer monkey virus.
Author: Pavel Srb
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Abstract: Matrix protein of Mason-Pfizer monkey virus (M-PMV) forms a viral
outer capsid envelope. It also plays an important role in regulation of assembly
of a new viral particle. Wild-type form of M-PMV belongs among the D-type
retroviruses, which form their capsids in cytoplasm of the host cell. Substitu-
tion of arginin 55 by phenylalanin results in the viral capsid assembly taking
place on the cellular membrane, that is typical for C-type retroviruses (e.g.
HIV). Relaxation properties of 1> N nuclear spins (longitudinal and transverse
relaxation times, 1> N—{! H} steady-state heteronuclear Overhauser effect) were
determined from nuclear magnetic resonance spectra. Parameters of molecular
motion were derived using the Lipari-Szabo approach. Three rather mobile re-
sidues were found close to the site of mutation in the region, which is assumed
the signal sequence controlling the type of the capsid assembly process. Beha-
viour of the same part of the wild-type form of the protein was rather uniform
and no significant deviations in mobility of residues were observed within the

experimental error.

Keywords: Nuclear magnetic resonance, Dynamics, Protein, Mason-Pfizer

monkey virus



1 Uvod

Studium struktury a funkce proteinu patii k modernim a rychle se rozvijejicim
odvétvim soucasné védy. 7Z fyzikalnich metod studia struktury bilkovin se
uplatnuji zejména rentgenova krystalografie a spektroskopie nuklearni mag-
netické rezonance. Vyuziti rentgenové krystalografie je mnohem castéjsi, je
vSak omezeno nutnosti vypéstovat monokrystal studovaného proteinu. Nékteré
slabsi interakce pusobici v roztoku navic mohou byt narusSeny silnéjsimi krys-
talovymi silami. Naproti tomu nuklearni magnetickd rezonance umoznuje
studovat biologické molekuly v prirozeném prostiedi, i kdyz ve vyssich nez
prirozenych koncentracich. Omezenim je velikost molekul. I nejvétsi NMR
spektrometry zatim dovoluji studovat strukturu proteinu o velikostech ma-
ximalné tadove 100 kDa. Nuklearni magnetickd rezonance vsak poskytuje
unikatni moznost studia dynamiky proteinu pomoci méreni relaxacnich jevu.
Timto zpusobem je mozné doplnit obraz molekuly vznikly vyfesenim jeji struk-
tury o dalsi tthel pohledu.

Studium retroviru je silné podniceno hlavné zajmem o virus HIV a s
nim spojenou celosvétové rozsfienou nemoci AIDS. Zivotni cyklus viru HIV
je vSak pomérné komplikovany a je proto vhodné zacit s vyzkumem na jed-
nodussim modelovém pripadu. Idealni moznost v tomto ohledu skyta Mason-
Pfizeruv opic¢i virus, ktery je také retrovirem a jeho ucinky u makaku jsou
blizké pusobeni viru HIV u lidi. Pocatkem 90. let 20. stoleti bylo objeveno,
ze mutace matrixového proteinu, ktery tvori obalku retroviralni kapsidy mohu
zasadnim zpusobem ovlivnit prubéh zivotniho cyklu Mason-Pfizerova opiciho
viru, ktery se pak v nékterych ptipadech chova z hlediska zivotniho cyklu velmi
podobné jako virus HIV.

Tato diplomova prace ma za cil prispét k vyzkumu zivotniho cyklu Mason-
Pfizerova opiciho viru studiem dynamického chovani matrixového proteinu a
jeho nejzajimavéjsiho mutantu. Tato prace je soucéasti Sirsiho projektu zpra-

covavaného predevsim na Vysoké skole chemicko-technologické v Praze a
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Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, jehoz souédsti soucasti je exprese
proteinu Mason-Pfizerova opic¢iho viru a jejich mutantu, studium jejich struk-
tury pomoci NMR spektroskopie a studium jejich vlastnosti pomoci dalsich

fyzikalnich a biologickych metod.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Teoreticky popis NMR spektroskopie
2.1.1 Larmorova precese

Zakladem jevu nuklearni magnetické rezonance (NMR) je Larmorova precese.
Pohyb spinu ve vnéjsim magnetickém poli lze popsat jako pohyb po plasti
kuzele. Slozka magnetizace smérujici do osy z se zachovava, slozky v osach x
a y se méni harmonicky. Frekvence rota¢niho pohybu kolem osy z se nazyva

Larmorova frekvence wy,.

&L = -7 g()a (1)

kde v je gyromagneticky pomér a By je velikost vnéjsiho magnetického pole.

2.1.2 Kilasicky popis

Klasicky popis NMR lze provést pomoci Blochovych rovnic. Blochovy rov-
nice jsou soustavou linearnich diferencidlnich rovnic prvniho fadu a popisuji
casovy vyvoj magnetizace pomoci fenomenologickych relaxac¢nich dob Ti, Ts.
Nevyhodou popisu Blochovymi rovnicemi je nemoznost zahrnuti vSech spin-

spinovych interakci na mikroskopické tirovni.

2.1.3 Kvantovy popis

Kvantovy popis NMR experimentu spociva v dusledném pouziti kvantové te-
orie pro popis spinového systému a prechodu mezi jednotlivymi energetickymi

hladinami, zatimco magnetické pole je popisovano klasicky.

2.1.4 Spinovy hamiltonian

Nasim zkoumanym systémem je makromolekula v roztoku. Hamiltontuv opera-

tor pro takovy systém je velmi komplikovany, protoze musi obsahovat informaci
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o polohéach, hybnostech a spinovych stavech vSech jader a elektronu. Pro ucely
popisu NMR experimentu muzeme pohyby elektronu prohlésit za velmi rychlé
oproti casové skale pohybu jader. Vliv pohybu elektronu na jadra se tudiz
stfeduje. Spinovy hamiltonian, ktery dostatecné dobte popisuje jevy viditelné

v NMR experimentu, zavisi pouze na orientacich slozek jaderného spinu.

2.1.5 Matice hustoty

Vlnova funkce souboru makromolekul nachazejicich se v roztoku je také velmi
komplikovana. Pro tcely popisu NMR experimentu je mozné ptejit ke kvantové
statistickému popisu. Kazda ¢ést systému je pak popsana svou vinovou funkci
U (tzv. vlnova funkce ¢istého stavu) a ji prislusejici hustotou pravdépodobnosti
P(W). Hustota pravdépodobnosti popisuje piispévek daného ¢istého stavu k
celkovému smisenému stavu. Systém pak lze popsat jako superpozici jednot-
livych ¢istych stavi, které jsou popsany vlnovymi funkcemi V. Kazda z vl-

novych funkei ¥ muze byt rozlozena do systému vlastnich stavu

N

T) = culn) (2)

n=1

Stredni hodnota libovolné méritelné veliciny A je pak déna vztahem:

m(m|A|n) (3)
n,m

Pruh oznacuje stfedni hodnotu pies soubor. Koeficienty sumy predstavuji ma-
tici:

ety = (nlplm) = prun (4)
Matice p,,, je hermitovska a nazyva se matice hustoty.
Diagonalni komponenty matice hustoty se nazyvaji populace, protoze odpo-
vidaji celkovému obsazeni dané energetické hladiny. Mimodiagonalni kompo-
nenty se nazyvaji koherence. Koherence nemaji ptimou souvislost s pravdépo-

dobnostmi prechodu.
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2.1.6 Liouvilleova—von Neumannova rovnice

Pro tcely popisu ¢asového vyvoje matice hustoty je mozné odvodit ze Schrodin-
gerovy rovnice Liouvilleouvu—von Neumannovu rovnici.

O _ i o). 5)

Pokud H nezévisi na ¢ase, je mozné snadno napsat feseni rovnice (5) jako:

p(t) = exp(—iH ) p(0) exp(iH t) (6)

Pulzni sekvence obecné sestavaji z pulzu a prodlev. V dobach mezi pulzy plati,
v dobrém pfiblizeni, ze Hamiltonidn je ¢asové nezavisly a pro feseni rovnice (5)
lze pouzit vztah (6). Pulzy jsou vSak tvoreny radiofrekvenénim polem, které
se v case méni. Tento problém je mozné fesit nalezenim unitarni podobnostni
transformace, po jejim provedeni budou ztransformovany hamiltonian H, i ma-
tice hustoty p" casoveé nezavislymi. Z analogie s klasickym popisem NMR plyne,
ze nalezeni unitarni transformace odpovida transformaci do rotujici soustavy
soutadné. Po ztransformovani H — H, a p — p” lze psat rovnice analogické
vztahum (5) a (6).

Faktor exp(i H t) ze vztahu (6) se nazyva propagator. V tomto piipadé se jedna
o propagator rotace soustavy souradné. Pomoci propagatoru je mozné ziskat
explicitni tvar matice hustoty, pokud je znam jeji tvar na pocatku vyvoje a
pokud jsou znamy explicitni tvary propagatoru pro popis pulznich sekvenci.

Resenf rovnice(5) lze tedy psat jako:

p(t) =U"p(0) U, (7)

kde U je propagator a U~! operator k nému inverzni.
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2.2 Externi interakce

Interakce pusobici na spinovy systém jsou dvojiho druhu. Interakce externi jsou
zpusobeny statickym vnéjsim magnetickym polem B, (Larmorova precese) a

radiofrekvenénim polem v podobé pulzu.

2.2.1 Pulzy

Magnetizace je makroskopicka velic¢ina, ktera je dana sumou mikroskopickych
prispévku jednotlivych spinu. Stav daného spinu béhem pulzni sekvence se
popisuje pomoci slozek operdtoru jaderného spinu I, I, a I, . Je-li spinovy
systém v termalni rovnovaze je vSsechna makroskopicka magnetizace oriento-
védna ve sméru osy z. Presnéji, viz. (2.1.1) se slozky v transverzalni roviné
stteduji. Popis vyvoje slozek magnetizace se znac¢né zjednodusi, prejdeme-li
do rotujici soustavy souradné. V rotujici soustavé souradné se slozky spinu
v transverzalni roviné nepohybuji na frekvenci wy, ale pouze na relativni frek-
venci () = wy — Wref.

Slozky spinu sméfujici do os kartézského souradného systému jsou rep-
rezentovany Pauliho maticemi. Vysledek pusobeni pulzu na spinovy systém

zavisi na délce pulzu, na sklapéciho ihlu a na jeho fazi. V nasich sekvencich

i

5 a 180° ~ 7. Féze pouzivanych

pouzivame pulzy se sklapécimi thly 90° ~
pulzi jsou: x ~ 0°, y ~ 90°, a —x ~ 180° a —y ~ 270°. Napiiklad § pulz s faz

x sklopi magnetizaci ze sméru z do sméru —y.

2.3 Interni interakce
2.3.1 Chemicky posun

Z rovnice (1) plyne, Ze rezonanc¢ni frekvence daného jadra zavisi na vnéjsim
poli By. Toto plati bez vyhrad pro izolované spiny. V pripadé molekul je vSak
situace slozitéjsi, vnéjsi pole indukuje pohyb nédboju v elektronovych obalech
a pohyb téchto nédboju indukuje magnetické pole B!**. Lokélni magnetické

pole v misté jédra j B je pak déno vektorovym souctem Bé-oc = By + é}”d.
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Proto jsou rezonancni frekvence jader mirné odlisné v zavislosti na lokalnich
podminkch. Tento jev lze popsat tenzorem chemického posunu &7, ktery lze
vyjadrit matici o rozmérech 3 x3. Tento tenzor je v systému hlavnich os dia-
gondlni a je reprezentovan slozkami 0., 0,y @ d... Pro piipad makromolekuly
rychle rotujici v izotropni kapaliné se slozky tenzoru stfeduji a tenzor che-
mického stinéni muze byt reprezentovan skaldrni hodnotou, ktera je dana jeho

stopou:

5= %Tr(éj) (8)

Rezonancni frekvence daného jadra bude v zavislosti na lokalnim poli dana

vztahem:

w=—y(1446) By 9)

Propagator chemického posunu ma tvar:

A

Uehp = exp(—i Qo7 11,), (10)

kde 7 je doba vyvoje, €2y rezonancni frekvence.

2.3.2 P¥ima dipdl-dipdlova interakce

Kazdy pohybujici se magneticky moment je zdrojem casové proménného mag-
netického pole, které se superponuje k ostatnim zdrojum magnetického pole
pusobiciho na okolni spiny. Tato interakce se nazyva piima dipdl-dipdlova in-

terakce nebo dipol-dipélova interakce ptes prostor. Jeji Hamiltonian ma tvar:
ARP = DCCy (315 ) (i - e3n) = 15 - Iy ). (11)

kde ej; jsou bézové vektory kartézského systému a bj; je dipdl-dipdlova
konstanta umeérna reciproké tieti mocniné vzdéalenosti interagujicich spinu
(viz.(19)). Vzhledem k tomu, ze makromolekula v roztoku rychle rotuje, je
vliv této interakce na polohu signalt ve spektru vysokého rozliseni v kapa-

lindch stredovén na nulu.
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2.3.3 J-interakce

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

J-interakce je dan vztahem:

0J77;nt = exp(—iw J12T2[1Z Igz) (12)

2.3.4 Produktové operatory

Pro popis vyvoje spinového systému, ve kterém jsou jednotlivé spiny svazany
J-interakei je vyhodné zavést formalismus produktovych operatoru. Pro izolo-
vany spin je baze vlastnich stavu operatoru spinu tvofena operatory %i, 1.1,
a I,. Resfme-li pulzni sekvenci véetné vlivu J-interakce musime provadét trans-
konstruuji jako direktni sou¢iny bazovych operatoru jednotlivych spinu. Po-
moci rovnice (6) a komutacnich relaci spinovych operdtoru je mozné odvodit
sérii pravidel, kterd pak umoznuji snadno pocitat vliv pulzu a interakci na

spinovy systém béhem pulzni sekvence.

2.4 Relaxacni procesy

V podsekci 2.1.6 uvadime, ze hamiltonian lze v dobrém priblizeni povazovat za
casoveé nezavisly. Takovy hamiltonian lze ziskat pomoci tzv. sekuldrni aproxi-
mace, kterd spociva v zanedbani mimodiagonalnich komponent Hamiltonidnu.
Sekuldrni aprozimace vsak vede k zanedbani relaxa¢nich jevu. Pro jejich popis
je nutné jit za zjednoduseni dané sekuldrni aproximaci. Takovy piistup posky-
tuje Redfieldova teorie, kterd je vSak prilis rozsahld, proto zde uvedeme pouze
jeji vysledky. Relaxa¢ni parametry jednotlivych jader (v nasem piipadé dusiku
v kostfe proteinu)jsou zakladnim zdrojem informaci o jejich pohyblivostech a

korela¢nich ¢asech.
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2.4.1 Relaxaéni mechanismy

Zakladnimi mechanismy, které se podileji na relaxacich v ptipadé spinu o
velikosti % jsou piima dipdl-dipdlova interakce a anizotropie chemického po-
sunu (chemical shift anisotropy, CSA). Principidlné je relaxace zpusobena fluk-
tuujicim magnetickym polem By(t), které se superponuje se statickym vnéjsim
polem B,. Casovy prubéh pole B £(t) ma nésledujici vlastnosti:

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

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

e mira rychlosti fluktuaci je ddana korelacni funkei:

G(r) = (By(t) By(t + 7)) # 0. (13)

2.4.2 Spektralni hustota korelaéni funkce

Spektralni hustota korela¢ni funkce je zavedena jako Fourierova transformace

korela¢ni funkce (13) vztahem:

J(w) =2 / Gr) exp(—iw) (14)

2.4.3 Solomonovy rovnice

Vztahy popisujici ¢asovy vyvoj populaci jednotlivych stavi pro ptripad dvou-
spinového systému se nazyvaji Solomonovy rovnice. Lze je odvodit uvazenim
pravdépodobnosti téch prechodu, které prispivaji k populaci zkoumané hla-
diny. Takto ziskané kinetické rovnice pro populace lze piepsat jako kinetické
rovnice pro slozku z podélné magnetizace. Dalsi tpravou lze z téchto rovnic

ziskat Solomonovy rovnice ve tvaru:

i <jlz> . _Rauto Rcross <flz> - <f1z>eq (15)
dt <j22> Rcross _Rauto <j2z> - <f22>eq ’
kde Rquto je autorelaxacni rychlostni konstanta a R...ss je krosrelaxacni rych-

lostni konstanta. Podélna relaxa¢ni rychlost R; je dédna jako:

Rl - Rauto (16)
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Podélna relaxaéni doba T} souvisi s Ry vztahem 77 = 1/R;. Vztah pro pii¢nou
relaxacni dobu 75 je mozné ziskat obdobné, je vsak zapotiebi fesit Solomonovy
rovnice pro ¢asovy vyvoj koherenci I, a I, které odpovidaji slozkdm magne-
tizace v transverzalni roviné.

Explicitni tvar zavislosti T} a T, na spektralnich hustotach korelacni

funkce je mozné ziskat pomoci Redfieldovy teorie.

2.4.4 \Vztahy pro R; a R,

V pripadé studia dynamiky proteinu jsou z hlediska relaxa¢nich mecha-
nismu nejvyznaméjsi dipél-dipélova relaxace dusiku vlivem interakce s primo
vazanym jadrem vodiku a anizotropie chemického posunu daného dusiku. Rov-
nice v této sekci popisuji zavislosti relaxacnich rychlosti na spektralni hustoté
korelacni funkce. Tyto vztahy se dale pouzivaji pii fitovani spektralnich hus-
tot korela¢ni funkce pomoci Lipari-Szabdova modelu (viz. 2.4.7). Uvedeme nyni

jejich explicitni tvary pro oba relaxa¢ni mechanismy:

1
RYP = S Ng(DOOY[J(wi —wn) +3J(wy) +6J(wr +wx)] (17)
1 1
RyP = JNy(DCCPRJ(0) + 5 J(wnr — wy) +
3
+5T(we) + 3 (wn) + 37 (wn + )] (18)
_ MoyEND
bec = 8213 1

DCC znamena dipolar coupling constant, kterda zavisi na vzdalenosti inter-
agujicich jader ry g, a univerzalnich konstantach: p ¢ je permeabilita vakua,
YN ,YE jsou gyromagnetické poméry jader dusiku '* N a vodiku 'H , h je Planc-

kova konstanta.

1
RYS4A = g(VCBO)ZC’SAiffJ(wN) (20)

1 2 1
RQCSA = 5(70B0)2CSA§ff §J(0)+§J(WN) (21)
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2
CSAg; = |Ad|y/1+ 770% (22)
|AS| = 6..— 0oz + Oy g o (23)
3 000 — Oy
NcsA 5T As (24)

By je magnetickd indukce, Ad je anizotropie chemického posunu (CSA),
Nesa je asymetrie tenzoru chemického posunu. Experimentalné meérené re-

laxaéni rychlosti jsou dany jako soucet prispévku obou mechanismu:

R, = RPP 4 RO (25)
R, = RPP 4 RYSA (26)

V principu muze dochézet k interferenci jednotlivych relaxa¢nich mechanismu,
kazda z rovnic (25),(26) by pak obsahovala jesté interferencni clen. V nasich
meérenich jsme interferenénim jevum zamezili dostateéné ¢astym invertovanim

vodikové magnetizace pomoci 180° pulzu, které slouzi jako efektivni decoupling

1].

2.4.5 ZAavislost korelaéniho €asu na relaxaénich dobach

Obecné zavislost relaxac¢nich dob na korela¢nim ¢ase je uvedena v Obr. 1. Pro
T neni tato funkce prostd a ma minimum pro 7¢ ~ 1ns. Métime-li relaxaéni
casy experimentdalné, je pro nas dulezitd doba T5, jejiz zavislost na korela¢nim
case je monoténni. Podle hodnoty 7, rozhodneme, ve které céasti kiivky se
nachazime. Z Obr. 1 je vidét, ze residua s relativné dlouhou T a dlouhou 75

maji kratké korela¢ni casy a tudiz jsou pohybliva.

2.4.6 Nuklearni Overhauseriiv efekt (NOE)

Pro jednoduchost uvazujme dvouspinovy IS systém. Aplikujeme-li na jadro

I slabé radiofrekvenéni pole na Larmorové frekvenci po dostatecné dlouhou
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Obr. 1: Obecnd zdvislost relazacnich dob Ty a Th na korelaénim case 1. Obrdzek z
publikace: P. J. Hore: Nuclear Magnetic Resonance, Oxford University Press, Ozford
1995.

dobu, je mozné dosahnout znac¢ného navyseni podélné magnetizace spinu S.
Pro intenzitu signalu za pritomnosti NOE plati vztah:
YH NyoPP
NOE =14+ — ) =5——7/c3 27
(w) RPP 4 RS 27
Z teorie plyne, ze vyslednd NOE pro jadra dusiku by méla lezet v intervalu

(—3,93;0,783) [3].

2.4.7 Lipari-Szabé pfistup

Druhym nejjednodussim zpusobem (po izotropni rotaci), jak najit predpis
pro spektralni hustotu korelac¢ni funkce, je metoda panu Lipariho a Szabda.
Vychazeji z predpokladu, ze molekula izotropné rotuje jako celek s korelacnim
casem 7y jako globalnim parametrem. Kazdy N-H vektor se pak muze pohybo-
vat anizotropneé s korela¢nim ¢asem 7,. Tento lokdlni pohyb je superponovan na

globéalni pohyb a oba pohyby jsou navzajem statisticky nekorelovany. Lokalni
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pohyblivost je popsana zobecnénym parametrem usporadani S, ktery nabyva
hodnot 0 < S% < 1, [2].
Spektralni hustota korelacni funkce je dana jako soucet dvou Lorentzovych
kiivek:
2 2
e R )

! = 4t (29)

2.5 Pulzni sekvence pro studium dynamiky makromolekul

Pri méfreni heteronukledrné korelovanych spekter proteini je ¢astym prob-
lémem nizka citlivost jader dusiku (gyromagneticky pomeér vy jadra dusiku
je —4,33886 MHzT™ ! vodiku vy = 42,57748 MHzT™!) Resenim to-
hoto problému je pouziti sekvenci s prenosem magnetizace. Pro studi-
um velkych makromolekul, jejichz magnetizace rychle relaxuje je vhodné
prenaset prenos pies jednokvantové koherence, vyuzivame tedy sekvenci
HSQC (Heteronuclear single quantum koherence), kterd v podstaté sestava ze
dvou INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer) sekvenci.
Protoze nasim cilem je studovat relaxacni chovéani jader dusiku, je idealni pou-
zit dvojnasobného prenosu magnetizace tam a zpét. Excitujeme nejprve jadra
vodiku, poté preneseme magnetizaci na jadra dusiku, zmétrime relaxacni expe-
riment a poté preneseme magnetizaci zpét na jadra vodiku, kde ji také deteku-
jeme. Tato metoda se nazyva inverzni detekce. Teoretické navyseni citlivosti
experimentu odpovidd poméru gama faktoru (~ 10). Schéma sekvence je uve-
deno v Obr. 2. Legenda ke schématu — viz. Obr. 3. Pulzni sekvence pro studium

relaxacnich dob T a T3 se lisi pouze relaxacnimi bloky (viz. Obr. 4 a 5).

2.5.1 Podélna relaxace

Relaxa¢ni doba T} se standardné méif metodou ”inversion recovery”, pii které
se nejprve rovnovazna magnetizace smérujici do osy z sklopi 180° pulzem

do sméru —z a poté jednim méticim 90° pulzem do transverzalni roviny,
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relaxacni blok
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Obr. 2: Sekvence pro prenos magnetizace.d = m, do je vyvojovd perioda.
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pravouhlky 90° pulz || pravouhly 1807z

ﬂ gradientni pulz ‘ “flipback”

‘ tvarovany selektivni pulz

Obr. 3: Legenda

kde je detekovana. V nasich méfenich pouzivame modifikovanou sekvenci ve
které pouzivame dvou prichodu sekvenci. Pii prvnim pruchodu za¢ina mag-
netizace na plné intenzité ve sméru —z, pii druhém pak ve sméru +z. Po
odecteni (druhy - prvni) pozorujeme exponencidlni pokles intenzity signdld,
ktery zac¢ind z dvojnasobné maximalni intenzity. Zmérime-li sadu spekter s

ruznymi smésovacimi ¢asy muzeme pak urcit relaxacni dobu 7; fitem vztahu:

1) = 21(0)exp<—Til), (30)

kde I(t) je intenzita signdlu v ¢ase t a I(t) je intenzita signalu v prvnim spektru.
Schéma pouzité sekvence je uvedeno na Obr. 4

Na zacatku probih& prenos magnetizace pomoci sekvence INEPT (viz
Obr. 2). Nésleduje vlastni métfeni relaxace, smésovaci ¢as (celkova doba trvéni

relaxac¢niho bloku) se prodluzuje pomoci poctu opakovani smycky (parametr
).

2.5.2 P¥iéna relaxace

Pri¢nd relaxacni doba 715 se méti pomoci spinového echa. Méjme v ¢ase t = 0
magnetizaci ve sméru osy x. Nechame-li magnetizaci volné precedovat, dojde
k jejimu rozfazovani a tudiz k poklesu méritelné magnetizace. Nechame-li vsak
magnetizaci volné precedovat pouze po dobu A a aplikujeme-li poté 180° pulz,
dojde po opétovném uplynuti doby A ke sfazovani magnetizace a narustu inten-

zity signédlu. Intenzita tohoto signélu zavisi na dobé A. Zmérenim série spekter
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Obr. 5: Relazacni blok pro Ts. § = 0.45ms,A = 2% . Prevzato podle [1].
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s proménnou dobou A muzeme urcit relaxaéni dobu 75 fitem signalovych in-
tenzit vztahem (30). Pouzitd sekvence je uvedena na Obr. (5) Smésovaci ¢as
(celkova doba trvani relaxac¢niho bloku) se prodluzuje pomoci poctu opakovani

smycky (parametr [1).

2.5.3 Méreni NOE

cpd ad

1H I:I i dn ol dn ] d L d L dl |d detta detta {>'
dec

151y I [ 1

A A

Obr. 6: Sekvence pro studium NOE. delta je 1,108 ms

K méreni NOE jsme pouzili jednak sekvenci uvedenou na Obr.6a 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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2.6 Mason-Pfizeriiv opici virus

Mason-Pfizeruv opi¢i virus (M-PMV) je retrovirus patiici do skupiny lentiviru.
Retroviry se vyznacuji tim, ze nesou v kapsidé jednoretézcovou RNA, ktera je
zdrojem jejich genetické informace. Mason-Pfizeruv virus byl poprvé izolovan
z nadoru samice makaka, nejevi vSak prekvapivé znamky onkogenity, infikovani

makakové trpi silnym selhdnim imunitniho systému [4].

2.6.1 Genom retroviru

Genom retroviru se obecné skladd ze tii casti nazyvanych Gag, Env a Pol.
Cést Gag kéduje polyprotein o velikosti 78 kDa, ktery je pak stépen virovou
protedzou za vzniku Sesti proteinu (p10,ppl16-18,p12,p27 a p4). Protein p10 je
podle analogické pozice v ostatnich retrovirovych genomech a podle toho, Ze

je myristoylovan, nazvan matrixovy protein [5].

2.6.2 Morfologie retroviru

Obal retroviru je tvoren fosfolipidovou membranou, kterad pochéazi z hostitelské
bunky. Jsou v ni zakotveny dva druhy transmembranovych proteinti (povr-
chovy a transmembdanovy glykoprotein). Uvnitt virové ¢astice se dédle vysky-
tuje matrixovy protein, ktery chrani obsah jadra, a kapsidovy protein, ktery
tvoii jadro viralni kapsidy. Uvniti kapsidy se nachézi nukleokapsidovy pro-
tein v komplexu s RNA a virdlnimi enzymy ( napf. reverzni transkriptdzou a

virovou integrazou), viz. Obr. 7, [6].

2.6.3 Zivotni cyklus retroviru

Transmembranové proteiny na povrchu viru jsou schopny specificky interago-
vat s receptory na povrchu hostitelské burky. Obsah kapsidy je pomoci dosud
presné neznamych mechanismu transportovan do cytoplazmy. RNA genom je
pak pomoci reverzni transkriptdazy prepsan do formy DNA a integrovan sle-

dem nékolika reakei katalyzovanych virovou integrdazou do genomu hostitelské
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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.

buiikky. Genom viru se tak stava plnohodnotnou soucésti genetické informace
hostitelské bunky. K transkripci dochazi pomoci standartnich bunéénych me-
chanismu. Translace polyproteinu kédovaného ¢asti Gag probihd na ribozo-
mech volné umisténych v cytoplazmeé. Nasyntetizované casti virové kapsidy se
pak skladaji podle typu retroviru bud na membréné hostitelské burniky (typ
C), nebo jiz v cytoplazmé (typ D). M-PMV ve své pfirozené formé patii k
typu D.

2.7 Matrixovy protein

Matrixovy protein (MA) se nachdzi tésné pod virovou obélkou, k niz se muze
pevné vazat (viz. déle). Role matrixového proteinu pii formovani virové kap-
sidy je troji (viz. [5]):

e spravné sbaleni proteinu kédovanych genem Gag

e transport zformované kapsidy k plazmatické membréné
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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, tyto jsou vSak neschopny spravného transportu k bunécné
membrané. Kapsidy se kumuluji v cytoplazmé a nebyly pozorovany zadné vi-

riony, které by opustily hostitelskou bunku.

2.7.1 P¥irozena forma M-PMV MA

Struktura ptirozené 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, treti od 53-69 a ¢tvrty od 77-94. V oblasti 47-51 se vyskytuje ¢astecné
uspotrddand smycka [7]. Bohuzel struktura publikovana v PDB databézi autory
¢lanku [7] neumoznuje podrobné srovnéani struktur pfirozeného a mutovaného
proteinu. V databdzi uloZeny soubor neni standartni strukturou proteinu nebot
obsahuje pouze informace o polohach atomu C,. Jako souc¢ast sirstho projektu
bude proto vyfesena i struktura WT. Do odevzdani této diplomové prace nebu-
de vsak tato struktura k dispozici. VSechna srovnani se tedy odkazuji k jediné
doposud publikované netiplné strukture M-PMV MA [7].

Nepodarilo se nam nalézt publikaci pojednavajici o dynamice retrovi-
rového matrixového proteinu. Tato diplomova prace je ziejmé prvnim pocinem

v této oblasti.

2.7.2 R55F Mutant M-PMV

Bylo prokazéano, ze jedina 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 dosdhnou i vymeénou za tryptofan [9].
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Struktura R55F mutantu nebyla dosud publikovana, byla vsak vyteSena
ing. V. Veverkou, PhD [8]. v rdmci projektu jehoz souédsti je i tato diplo-
mova prace. Na prvni pohled 1ze z Obr. 8 usoudit na dramatické zmény ve
struktufe mutantu R55F. Vzajemna orientace helixt I a II vuéi zbytku mole-

kuly je opacna. Prostorové lépe rozliseny je Obr. 17.

R55F mutant pfirozena forma

Helix |
Helix Il

Helix IV Helix Il Helix IV

Helix Il

Obr. 8: Porovndni struktur WT [7] a R55F

Rhee a Hunter provedli dalsi studie, které podrobnéji mapovaly vliv bo-
dovych mutaci na funkci matrixového proteinu [5]. Dalsimi zajimavymi mu-
tacemi jsouw: valin 18 za alanin (vznikaji kapsidy neschopné transportu k
membrané) a nahrada threoninu 41 a 78 za isoleuciny (tvorba virionu ne-
schopnych puceni).

V souvislosti s lokalizaci mutace RH5F existuje predstava, ze v iseku mezi
residuy 43-60 se nachézi signalni sekvence pro transport predbézné slozenych
proteinu do cytoplasmy (cytoplasmic target-retention signal, CTRS). Zména
morfologického typu z D na C by tedy mohla byt zpusobena mutaci v ¢ésti
proteinu, kterd je rozpoznavana bunétnym transportnim mechanismem. Vy-

soce homologni sekvence byla nalezena i u viru zpusobujictho u mysi nador
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prsu (mouse mammary tumor virus, MMTYV), jehoz kapsidy se podobné jako

M-PMV formuji v cytoplazmé hostitelské bunky [10].

2.7.3 Srovnani s virem HIV

Podstatnym rozdilem mezi morfologickymi typy C a D je misto formovani vi-
rové kapsidy a nasledné misto, ve kterém dojde k puceni nového virionu. Virus
HIV patii k morfologickému typu C, protoze u néj nelze navzajem rozlisit faze
formovani kapsidy a puceni, k obéma fazim dochézi na membrané hostitelské
bunky. Tento fakt znesnadnuje pochopeni celého procesu.

Naproti tomu M-PMV patii k typu D, formovani kapsidy se odehrava
oddélené v cytoplazmé hostitelské bunky. Kapsidy jsou pak transportovany
k membrané, kde dochazi k asociaci s membranou a puceni nové ¢astice. Se-
parace téchto fazi u typu D z néj ¢ini vhodny model pro studium a pochopeni
procesu odehravajicich se v pozdni fazi retrovirového zivotniho cyklu.

Struktura matrixového proteinu (HIV-1 MA) byla vyfesena pomoci NMR
spektroskopie [11, 12] i rentgenové krystalografie [13]. V krystalu existuje HIV-
1 MA jako trimer. Pfirozena forma HIV-1 MA je myristoylovana, myristoylova
skupina muze byt bud ukryta v kavité, nebo exponovana do okolniho prostiedi.
Néekteré vysledky ukazuji, ze v roztoku existuji v rovnovaze monomer a trimer,
pricemz v pripadé monomeru je myristylova skupina ukryta a v trimeru ex-
ponovand [14]. Tento vysledek podporuje predstavu, ze trimer HIV-1 MA je
zakladni stavebni jednotkou obélky retrovirové kapsidy a ze myristoylova sku-
pina exponovana do okolniho prostiedi umozinuje pevnou asociaci matrixového
proteinu s membranou hostitelské bunky. Poté, co je polyprotein Gag rozstépen
retrovirovou proteazou dojde u ukryti myristoylové skupiny do kavity matri-
xového proteinu. Je znamo, ze proces zanoteni nevyzaduje konformaéni zmény
HIV-1 MA [7, 14].

Myristoylace hraje i u viru HIV a ostatnich virech morfologického typu

C dulezitou roli i z hlediska prubéhu zivotniho cyklu. Odstranéni myristoylové
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skupiny z N konce proteinu méa za nasledek produkci spatné sbalenych kapsid

s poskozenou schopnosti vazat se k membraneé.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Materidl a metody
3.1.1 Vzorky proteinu

Vzhledem k zajimavému vysledku panu Sunga a Rhee [9] byl pfipraven jednou
mutovany vzorek matrixového proteinu M-PMV, ve kterém byla aminokyse-
lina arginin 55 nahrazena fenylalaninem (dale jen R55F). Arginin je zaporné
nabitd aminokyselina, jeji molekuldrni hmotnost je 177,2 gmol~!, Fenylalanin
je nenabity, jeho hmotnost ¢inf 165,2 gmol ™. Piifazeni a struktura R55F byla
jiz hotova z predchozi ¢éasti projektu, pro studium relaxaci byl tedy ptipraven
vzorek znaceny pouze dusikem '°N.

Pro srovnani a z duvodu uvedenych v sekci 2.7 byl pfipraven vzorek
pfirozené formy matrixového proteinu M-PMV (WT). Protoze relaxacni ex-
perimenty byly z ¢asovych duvodu provedeny pred prifazenim rezonanci a
uréenim struktury, méfili jsme relaxace na vzorku znaceném °N i ¥C. Dvo-
jité znaceny vzorek je nutny pro pfitazovaci experimenty, pro studium relaxaci
amidickych dusiku v kostte proteinu je vsak komplikaci, bylo proto nutné mirné
modifikovat pouzité pulzni sekvence pridanim dekaplovacich uhlikovych pulzu.
Schémata téchto sekvenci jsou uvedeny v Sekci 2.5

Oba vzorky postradaly myristoylovou skupinu na N konci. Role post-
transla¢ni myristoylace byla podrobnéji popsana v sekci 2.7. Dulezité je, ze
odstranéni myristoylové skupiny neovliviiuje strukturu ani funkci matrixového
proteinu pii formovani kapsidy.

Oba vzorky byly pripraveny metodami béznymi v molekuldrni biolo-
gii. Genom polyproteinu Gag byl vnesen do komercné dostupného vektoru
pGEMEX a nésledné exprimovan v bunkéach E.coli. K vlastnimu genomu byl
pridén usek kédujict Sest histidinu (tzv. histidinova kotva), ktery je pak pouzit
pii metaloafinitni chromatografii pti ¢isténi fuzniho proteinu. Vlastni MA byl

pak ziskan z fizniho proteinu specifickym stépenim M-PMV protedzou. Pro-
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tein byl dale ¢istén a zakoncentrovan na vyslednou koncentraci asi 1 mM, ktera
je dostatecna pro NMR méteni. Piiprava vzorku byla provedena J. Lipovem
na oddéleni Biochemie a mikrobiologie Vysoké skoly chemicko-technologické v
Praze ve spolupraci s Ustavem organické chemie a biochemie Akademie véd v
Praze.

Oba proteiny maji shodnou hmotnost 10 kDa.

Pro méteni byly pouzity specidlni kyvety firmy Shigemi, pramér 5 mm,

objem vzorku 300 pul.

3.1.2 Parametry sekvenci

Spektra byla snimana na spektrometru Avance 500 firmy Bruker se tfemi ra-
diofrekvenénimi kanaly. Pro méreni proteinovych vzorku byla pouzita sonda
TBI, s moznosti ozafovat 'H, 1°N a 3C optimalizovand pro detekci 'H. Pra-
covni frekvence spektrometru byla 500,132 MHz pro jadra 'H, 125,765 MHz
pro C a 50,684 MHz pro '°N. Experimenty byly méieny pii teploté 298 K.
Relaxacni prodleva mezi jednotlivymi priuchody byla 0,8 s pro vzorek R55f a
1.5 s pro WT.

T, R55F
e vodikovy 90° pulz 9,8 us; utlum 6 dB
e dusikovy 90° pulz 17,6 us; utlum -2 dB
e tvarovany selektivni vodikovy pulz 1,5 ms, utlum 28 dB, gaussovsky tvar
e “flipback” na magnetizaci vody 5,4 ms, ttlum 42 dB, tvar iburp
e gradientni pulz 0,8 ms, utlum 18 dB
e spektralni sitka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)
o délka akvizice 0,1462772 s
e pocet scanu 64
e digitalizace 2048 bodu (F2), 200 bodu (F1)
e doba d 2,74725 ms, velikost odpovidajici interakéni konstanty Jyg =
91 Hz
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doba delta 1,108 ms

doba 0 2 ms

byly pouzity tyto smésovaci ¢asy: 0.0121 s, 0.0231 s, 0.0451 s, 0.0891 s,
0.1771 s, 0.3531 s, 0.7051 s a 1.4091 s.

délka meéreni série 8 spekter s proménnym [; byla asi 2 dny 16 hodin

T, R55F

vodikovy 90° pulz 9,8 us; dtlum 6 dB

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

“flipback” na magnetizaci vody 5,4 ms, atlum 42 dB, tvar iburp
gradientni pulz 0,8 ms, ttlum 18 dB

spektrélni sitka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)

délka akvizice 0,1462772 s

pocet scanu 64

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

doba d 2,74725 ms, velikost odpovidajici interakéni konstanty Jyp =
91 Hz

doba delta 1,108 ms

doba 0 450 pus, A =2x%9

byly pouzity tyto smésovaci casy: 0.0144 s, 0.0288 s, 0.0577 s, 0.1152 s,
0.2304 s, 0.4608 s, 0.9216 s.

délka meéreni série 7 spekter s proménnym [/; byla asi 2 dny 5 hodin

NOE Rb55F

vodikovy 90° pulz 9,8 us; dtlum 6 dB

dusikovy 90° pulz 17,6 ps; dtlum -2 dB

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

spektréalni sitka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)
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délka akvizice 0,1462772 s

pocet scanu 80

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

doba d 2,74725 ms, velikost odpovidajici interakéni konstanty Jyg =
91 Hz

délka ozatovaci periody cpd 8 s

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

T, WT

vodikovy 90° pulz 9 ps; utlum 6 dB

dusikovy 90° pulz 17 ps; utlum -2 dB

tvarovany selektivni vodikovy pulz 0,6 ms, utlum 15,6 dB, gaussovsky tvar
“flipback” na magnetizaci vody 5,4 ms, ttlum 42 dB, tvar iburp
gradientni pulz 0,8 ms, utlum 16 dB

90° tvrdy uhlikovy pulz 46 ps, dtlum 0 dB

spektrélni sitka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)

délka akvizice 0,0731636 s

pocet scanu 64

digitalizace 1024 bodu (F2), 256 bodu (F1)

doba d 2,74725 ms, velikost odpovidajici interakéni konstanty Jyg =
91 Hz

doba delta 1,108 ms

doba 0 2 ms

byly pouzity tyto smésovaci casy: 0.0121 s, 0.0231 s, 0.0451 s, 0.0891 s,
0.1771 s, 0.3531 s, 0.7051 s a 1.4091 s.

délka meéreni série 8 spekter s proménnym [/; byla asi 2 dny

T, WT

vodikovy 90° pulz 9 ps; utlum 6 dB
dusikovy 90° pulz 17 ps; utlum -2 dB
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e tvarovany selektivni vodikovy pulz 0,6 ms, atlum 15,6 dB, gaussovsky tvar

e “flipback” na magnetizaci vody 2,7 ms, atlum 36 dB, tvar iburp

e gradientni pulz 0,8 ms, utlum 16 dB

e 90° tvrdy uhlikovy pulz 23 ps, utlum 0 dB

e spektréalni sitka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)

e délka akvizice 0,0731636 s

e pocet scanu 64

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

e doba d 2,74725 ms, velikost odpovidajici interakéni konstanty Jyp =
91 Hz

e doba delta 1,108 ms

e doba 6 450 us, A =24

e byly pouzity tyto smésovaci casy: 0.014442 s, 0.028885 s, 0.043327 s,
0.086654 s, 0.115569 s, 0.173309 s, 0.288848 s, 0.462157 s.

o délka méreni série série 8 spekter s proménnym /; byla asi 1 den 21 hodin

3.1.3 Zpracovani spekter

Spektra byla ztransformovana Fourierovou transformaci v obou doménéch pro-
gramem NMRPipe [15]. Apodizace: cosine-bell, doplnéni nulami: pocet bodu
byl doplnén na dvojnéasobek, poté ofiznut na mocninu 2. Korekce baseline: po-
lynom 4 tadu, byla pouzita linearni predikce v obou doménach. Spektra byla
manuélné zfazovana. Pro integraci spekter byl pouzit program NMRview [16],

ktery umoznuje volbu integracni oblasti ve tvaru elipsy.

3.1.4 Uréeni relaxaénich dob a parametrt Lipari-Szabéova modelu

Relaxaéni doby byly urceny pomoci fitovaci rutiny v prosttedi MATLAB (autor
Jan Lang) fitem vztahu (30). Chyby relaxa¢nich dob byly urceny Monte-Carlo
simulacemi. Ke kazdé exponenciale byla vygenerovano 20 novych sad dat je-
jichz body jsou od experimentéalnich vzdaleny nejvyse o smérodatnou odchylku.

Z nich byl pak spoc¢ten prumeér a jeho odchylka. Ukazka fitu relaxacni doby T}
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Obr. 9: Ukdzka H-N korelace, spektrum vzorku R55F, méreni T, nejkratsi smésovact

110
112 o
114
116

118+

15N

120+

122+

124+

126+

128+

130+

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 ppm



3.1 Materidl a metody 30

110F 7

100 7
90 7

nafitovana T1: 0,58 s

80} chyba fitu: 1% B

0

60

Intensity

40

30

10

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
Time [s]

Obr. 11: Ukdzka fitu relazacni doby Ty, vzorek R55F, residuum 25.

je uvedena v Obr.(11). Chyby fitu vychézeji mirné lepsi nez skuteéné chyby
urceni relaxacnich dob dané systematickymi chybami.

Parametry Lipari-Szab6ova modelu byly uréeny programem (autor Zdenék
Tosner) v prostiredi MATLAB. Vstupem programu jsou relaxacéni doby 77, T,
NOE navyseni. Pro kazdé residum méame tedy 3 experimentalni parametry.
Déle zadavame pocet a velikost magnetickych poli, ve kterych byla prove-
dena méteni a pocet vodiku vazanych k danému dusiku. Program minimalizu-
je funkci danou vztahem (28), pficemz hodnotu spektralni hustoty korela¢ni
funkce spocte pomoci rovnic (25,26).

Vzorek WT je dvojité znaceny. Pro jeho fitovani bylo proto nutné do-
plnit rovnice pro relaxacni ¢asy (25),(26) o ¢clen popisujici relaxaci dusiku
zpusobenou dipél-dipélovou interakei se dvéma sousedicimi uhliky. Velikost
tohoto pifspévku ¢ini priblizné 20 % velikosti piispévku dipél-dipdlové inter-

akce N-H.
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Pro vypocet byly pouzity tyto parametry:
e délka vazby N-H: 0,102 nm [17]
e velikost anizotropie chemického posuvu: 165 ppm [18]
e délka vazby C-N: 0,150 nm. [18§]
Vystupem programu po uspésném dobéhnuti minimaliza¢ni procedury je:
e 2N +1 parametru: globalni korela¢ni ¢as 7y, a pro kazdé residudum lokalni
korela¢ni ¢as 7, a zobecnény parametr uspoiddanosti S?
e pomoci nafitovanych parametru zpétné spoctené hodnoty relaxacnich
rychlosti Ry a Ry a jejich porovnani s experimentalnimi hodnotami
e metodou Monte-Carlo spoctené chyby parametru 7,7, a S2.
Kompletni vypocet parametru vzorku R5H5F (jako pocatecni nastiely byly
zadany prednafitované hodnoty) trval i s vypoctem chyb (20 iteraci) 16 ho-
din.

3.2 Vysledky a Diskuse
3.2.1 Vzorek R55F

Na vzorku R5H5F byly zméteny doby 77 a T i NOE navyseni pro jadra ami-
dickych dusiku kostry proteinu. Schémata sekvenci jsou uvedena v sekci 2.5,
detailni parametry pro jednotlivd méteni pak v sekci 3.1.2. Ziskané hodnoty
jsou spolu s chybami uvedeny v Obr. (12,13 a 15).

Hodnoty 77 dosahuji pro krajni residua hodnot az 0,9s. Stiredni ¢ast pro-
teinu je relativné rigidni. Prumeérnd T se zde pohybuje okolo 0,5 s. Chyby
urceni T} se pohybuji mezi 5 az 10 %

Residuum 47 se vymyka uniformnimu chovani zbytku stiedni ¢édsti fetézce,
jeho nafitovana T je 0,73 s. Srovnanim se sekundérni strukturou bylo zjisténo
(viz. Obr 14), Ze toto residuum se naléza v oblasti smycky mezi helixy 1T a II1
(viz.2.7.1).

Hodnoty relaxaénich dob 75 (Obr. 13) vykazuji podobné chovani jako T;.
Na koncich molekuly dosahuji hodnoty 75 az 0,32 s. Srovnanim s Obr. 1 lze
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Cislo rezidua

Obr. 12: Vysledné Ty pro vzorek R55F.
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Obr. 13: Vysledné hodnoty pricné relaxacni doby pro vzorek R55F.

zjistit, ze se nalézame mimo oblast extrémniho zizeni. Stiedni ¢ast molekuly
lze charakterizovat hodnotou 75 0,1 s. Opét, podobné jako u 77, se oblasti
smy¢ky mezi druhym a tfetim helixem vyskytuji dvé rezidua (47 a 51) se
zvySenou pohyblivosti. Jejich T5 dosahuji hodnot 0,23 s a 0,28 s.

Pro relaxa¢ni doby T3 u residui byly naméfeny (31, 36, 66, 78) extrémné
nizké hodnoty. Tyto nebyly vyuzity pii vypoctech pohybovych parametru,
protoze se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o experimentalni artefakt. Z po-
rovnani se sekundarni strukturou plyne, ze uvedend residua se vyskytuji uv-
nitt helikalnich ¢asti proteinu, ve kterych se pohyblivost jednotlivych rezidui
nemuze prilis lisit.

Pro nevyuziti residua 78 mame jesté jeden duvod,protoze jeho T byla
extrémné nizkd a ve spektrech 75 se jeho krospik vubec nevyskytuje. Ke konci
meéreni mohlo dojit ke zméné konformace vzorku vlivem endopeptidazové akti-

vity retrovirové proteazy. Celkova doba méteni vzorku R55F byla asi dva tydny
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1 MET 42Cvs 83 TRP
26LY 43PRO 84 ASN
3GLN 44 TRP 85 LEU
4GLU 45 PHE 86 ILE
5LEU 46 PRO 87LYS
6 SER 47 GLN 88 GLU
7 GLN 48 GLU 89 LEU
8 HIS 49 GLY 90 ILE
96LU 50 THR 91 ASP
10 ARG 51ILE 92LYS
11TYR 52 ASP 93LYS
12 VAL 53 ILE 94 GLU
13GLU 54LYS 95 VAL
14 GLN 55 PHE 96 ASN
15LEU 56 TRP 97 PRO
16LYS 57 ARG 98 GLN
17 GLN 58 ARG 99 VAL
18 ALA 59 VAL 100 MET
19 LEU 60 GLY
20LYS 61ASP
21 THR 62 CYS
22 ARG 63 PHE
23 GLY 64 GLN
24 VAL 65 ASP
25LYS 66 TYR
26 VAL 67 TYR
27LYS 68 ASN
28 TYR 69 THR
29 ALA 70 PHE
30 ASP 71GLY
31LEU 72 PRO
32 LEU 73GLU
33LYS 74LYS
34 PHE 75 VAL turn
35 PHE 76 PRO
36 ASP 77 VAL .
37 PHE 78 THR S helix
38 VAL 79 ALA .
39LYS 80 PHE coil
40 ASP 81 SER
41 THR 82 TYR

Obr. 14: Schéma sekunddrni struktury vzorku R55F [8].
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a na konci méfeni jiz vzorek zcela zménil konformaci. Data z opakovanych
méreni provadénych v druhém tydnu tak nemohla byt relevantné pouzita k

vyhodnoceni relaxac¢nich dob.

NOE
=}
o

]

Cislo redidua

Obr. 15: Vysledné hodnoty NOE navijseni pro vzorek R55F.

Spektra, ze kterych byly ziskdny hodnoty NOE navyseni, maji velmi
Spatny pomér signdl-Sum. Je to dano zpusobem méteni, pii kterém nelze vyuzit
metody INEPT k pfenosu magnetizace z citlivych vodikii na dusiky, nebot
nas praveé zajima kolik magnetizace prejde na dusiky vlivem dipdl-dipdlové
interakce po zapnuti ozaifovani vodiki 'H. Z teorie plyne, ze vyslednd NOE
pro jadra dusiku by méla lezet v intervalu (—3,93;0,783) [3]. Z hodnot uve-
denych v grafu (15) je patrné, ze vétsina rezidui se se svymi hodnotami po-
hybuje na horni hranici teoretického intervalu. Velikosti prekroceni teoreticky
piipustnych hodnot (zejména residua 22 a 89) davaji odhad chyby s jakou jsou
NOE navyseni urc¢ena. Ziskané hodnoty maji tedy pouze kvalitativni vyznam.
Pro fit Lipari-Szabéova modelu byly hodnoty NOE pouzity s ¢tvrtinovou
vahou proti 77. Vaha T5 byla polovicni, protoze chyby urceni T5 jsou piiblizné

dvojnasobné proti chybam 7T7.
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Hodnoty zobecnénych parametru uspotrdadani jsou uvedeny v Obr. (16).
Okraje proteinu jsou ponékud flexibilnéjsi, S? dosahuji hodnot piiblizné 0,4.
Stfedni ¢dst molekuly je vysoce rigidni, S? ~ 0,9. To odpovida stanovené
tercialni strukture skladajici se z vysoce uspordadanych a-helixu, které jsou
spojeny méné usporadanymi smyckami, (viz. Obr.8).

Zajimava jsou tii residua (47, 51 a 54), kterd se vyskytuji v tésné blizkosti

mutace (55). V oblasti mezi residuy 43-53 se naléza méné usporadana oblast

1.0 1
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Eﬁ %ﬁfﬁ i ﬂ'f W }5%

061 h
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turn, coil
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; ¢ };

0.2 1
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Gislo residua

Obr. 16: Zobecnény parametr usporddanosti Lipari-Szabdova modelu pro vzorek

R55F

spojujici helixy II a III. Zména konformace v této oblasti (viz. Obr. 17) mole-
kuly je pravdépodobné piic¢inu zdsadni odlisnosti struktur WT a R55F. V této
oblasti se dale nachdzi predpoklddand signédlni sekvence (CTRS) pro zménu
lokalizace skladani retrovirové kapsidy. Zvysend pohyblivost residua 47 je tedy

ve shodé s ocekavanym chovanim mutantu R55F.
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Obr. 17: Srovndni struktur R55F a WT

Zmacné pohyblivost okrajovych residui naznacuje, ze protein se ve vzorku
vyskytuje ve formé monomeru. Metodami NMR spektroskopie vsak nemuze
byt vylouceno, ze mala cast z celkového poc¢tu molekul proteinu se vyskytuje
v oligomerni strukture.

Globalni korelac¢ni cas celé molekuly je 8,5 ns.

Lokélni korela¢ni casy uvedené v Obr.(18) maji velmi omezenou vy-
povidaci hodnotu. Chyby uréené z fitu jsou velké protoze pro velkd S? (S? <
0.7) je druhy ¢len Lipari-Szabdovych spektrélnich hustot pro 7. ~ 100 ps za-
nedbatelny. Vzhledem k malému poc¢tu experimentalnich parametru pouziva
pak fitovaci procedura lokalni korelacni ¢as 7, jako volny parametr k umélému
snizeni celkové chyby fitu volnou nerealnych .. Lipari-Szabéuv neni modelem
idedlnim. Lepsi by bylo pouzit modely specifické pro dany typ pohybu (napf.
,wobbling in a cone”). Tyto modely v8ak obsahuji vice parametru a vyzadovaly
by vétsi pocet experimentalnich idaju. Naméreni podrobnych rela¢nich dat je

vSak extrémné naroéné na experimentalni cas, kvalitu a koncentraci vzorku.
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Obr. 18: Lokdlni korelacni ¢asy Lipari-Szabdova modelu pro residua s S < 0.7.
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3.2.2 Vzorek WT

Pro vzorek W'T byly zméreny pouze série spekter pro urceni relaxac¢nich dob
Ty a T,. Urceni NOE navyseni bylo vynechano pro obecné Spatnou kvali-
tu namérenych dat a z toho plynouci malou vypovidaci hodnotu. Spektra
vzorku WT maji horsi kvalitu oproti spektrum R55F. Méfeni byla kompli-
kovana vétsim mnozstvim interakei pritomnych ve dvojité znaceném vzorku a
pulzt. Veétsi sitka signélt znesnadnuje volbu vhodnych integraénich oblasti a u
signalu, jejichz chemické posuny se navzdjem jen malo lisi nelze ¢asto provést
odpovidajici separaci, ktera by umoznila presnéjsi urceni objemu a posléze i re-
laxacnich dob. V obdobi sepisovani této diskuse nebylo znamo pritazeni vsech
rezonanci, nékteré useky nebyly pritazeny s jistotou. Tato residua byla ze zob-
razenych dat i z diskuse vyjmuta. Celkem bylo pfitazeno 88 residui, zméfeno

bylo 70 residui a v grafech je vyneseno 54 z nich.

1 |
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Obr. 19: Vysledné Ty pro vzorek WT.
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Zmétené hodnoty relaxacni doby 7; jsou uvedeny v Obr. 19. Na konci
molekuly se vyskytuji flexibilnéjsi residua, jejich 77 dosahuji hodnot 0.9 s. Ve

stfedni ¢asti je prumérnd hodnota T asi 0.6 s.
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Obr. 20: Vysledné Ty pro vzorek WT.

Relaxaéni doby 75 jsou uvedeny v Obr.20. Na koncich molekuly je mozno
pozorovat pohybliva residua s Ty priblizné 0.3 s. Ve stfedni casti pozorujeme
T5 asi 0.08 s.

Hodnoty pro residua 37 (73), 55, 57, 59 (vSe T3) byly porovnédny se
sekunddrni strukturou publikovanou v [7]. Residuum 37 je soucasti a-helixu II,
jeho pohyblivost se nemuze vyrazné odliSovat od pohyblivosti okolnich residui.
Residua 55, 57 a 59 se nalézaji na zacatku helixu III, je pravdépodobné, ze
jejich hodnoty jsou experimentalni artefakty:.

Pii fitovani parametru Lipari-Szabéova modelu u vzorku WT jsme se
setkali s nékolika obtizemi.

Experimentalné zmérené casy T» jsou systematicky kratsi, nez doby

spoctené zpétné z nafitovanych dat. To poukazuje na moznou piitomnost che-
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Obr. 21: Rychlosti chemické vijmeény pro vzorek WT.

mické vymeény, nebot v Th je obsazena informace o spektrdlnich hustotéch
korelacni funkce na nulové frekvenci (viz.18). Byl proto proveden vypocet pa-
rametru Lipari-Szabéova modelu pouze z experimentdlné danych dob Ti. Z
nich byly spoc¢teny ¢asy Ty odpovidajici casum 7T7. V prevracenych hodnotach

relaxacnich dob, které odpovidaji relaxacnim rychlostem lze napsat vztah:
Ry = RI" + ARy, (31)

kde Rs je experimentalné zméfend hodnota, Rgit je hodnota spoctena pomoci
experimentalni R;. V Obr.21 znazornéné AR; odpovidaji rozdilu mezi R,
a Rgit. AR, by mohl byt tzv. vymeénny clen nesouci informaci a rychlosti
chemické vymeény, kterou je dané residuum postizeno. Znama tvorba trimert
matrixového proteinu viru HIV podporuje tuto predstavu. Na druhou stranu
prispévek chemické vymeény by meél byt vyraznéjsi pro residua na koncich mole-

kuly, kterd zprosttedkovavaji vazbu mezi jednotkami. Takto uniformni A Ry téz
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muze byt zpusobeno systematickou chybou zpusobenou napiiklad nepresnosti
nebo nehomogenitou 180° pulzu v CPMG sekvenci pouzité pro méreni 5.

Pozorovana mira AR5 u residua 42 se zda byt nad drovni systematické
chyby, toto residuum se nachazi na poc¢atku neusporadané oblasti mezi residuy
42-54, ktera je hlavni pficinou strukturni odlisnosti proteinu R55F WT.

Vzhledem k tomu ze pro vzorek W'T postradame experimentalné urcené
hodnoty NOE navyseni, bylo hleddani minima soustavy rovnic Lipari-Szabdéova
modelu ponékud problematické. Pro kratké casy ptrejde druhy ¢len v (28) na
tvar (1 — S?)7. Pokud prvni ¢len nefituje dostatecné dobie experimentalné
zmérenou hodnotu R; minimalizacni procedura zvysi uméle vahu druhého
¢lenu pouzitim nerealné hodnoty 7.. Cely fit je pak tlacen k piilis nizkym
hodnotdm S? a vysokému globdlnimu korelaénimu ¢asu 7,,,. Kvili nedostatku
experimentalnich dat bylo jedinou moznosti feSeni tohoto problému zafixovat
hodnoty 7. pro néktera residua (10-90) a snizit tak pocet fitovanych parametru.

Spoctené parametry jsou uvedeny na Obr. 22.

Hodnoty zobecnéného parametru uspotradani ve stredni ¢asti proteinu uka-
zuji, Ze struktura je vysoce rigidni. Primérny S? v této oblasti je zhruba 0,9.
Kvalita dat je vsak vyrazné horsi oproti R55F a tak nelze vyvozovat zadné
podrobnéjsi zavéry o pohyblivostech jednotlivych residui.

Vysledné nafitovana hodnota globalniho korela¢niho ¢asu 7, byla 9,0 ns.

7, dat namérenych doposud na vzorku WT nebylo mozné provést po-
drobnéjsi analyzu dynamického chovani kostry proteinu. Z relaxacnich pa-
rametru byly pouzitelné v podstaté pouze relaxacni doby 77. V dalsim po-
kracovani projektu budou tato métfeni opakovana za ucelem ziskani spekter s

lep$im pomérem signal-Sum.

3.2.3 Srovnani vzorki WT a R55F

Hlavni relaxa¢ni parametry a spoc¢tené zobecnéné parametry usporadani pro
vzorky R5H5F a WT jsou porovnany v Tabulce 1. Zobecnéné parametry

usporadani jsou jesté jednou prehledné vyneseny v Obr. (23).
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Obr. 22: Zobecnény parametr uspordddni pro vzorek WT.

Tab. 1: Srovnani vysledku pro vzorky R55F a WT

vzorek || Ty okraje | Ty stied p. | Th okraje | T stied p. | S? okraje | S? stied p.
R55F 0.9 0.5 0.32 0.1 0.4 0.8-0.9
WT 0.9 0.6 0.3 0.08 0.3 0.7-0.95
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Obr. 23: Porovndni spoctenijch zobecnénijch parametri uspordddni pro vzorky R55F

a WT

Z uvedenych parametru je mozné fici, ze dynamické chovani obou vzorkt
je velice podobné. Helikalni casti proteinu jsou rigidni. U vzorku RbH5F je
zvysena pohyblivost v oblasti CTRS, kde se zaroven nachazi oblast mutace.
Tato pohyblivéjsi residua nebyla v nemutovaném W'T pozorovéana.

Globélni korelacni casy vychazeji 8,5 ns pro R55F a 9,0 ns pro WT. Z
Debeyovy teorie plyne, ze globalni korela¢ni ¢as je imérny treti mocniné cha-
rakteristického rozméru molekuly. Z toho plyne, molekuly R55F a WT se ve

velikosti prakticky nelisi, coz odpovida ocekavani.
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4 Zavér

e Byly zméfeny NMR relaxaéni parametry (N: Ty, T, a NOE) dvou
vzorkil matrixového proteinu Mason-Pfizerova opi¢iho viru: jednou mu-
tovany vzorek, ve kterém byl arginin na pozici 55 nahrazen fenylalaninem
a prirozena nemutovana forma. Ke stanoveni dynamickych parametru byl
pouzit Lipari-Szabéuv pristup.

e T vzorku R55F se na koncich molekuly jsou piiblizné 0,9 s, stfedni cast
molekuly je pomérné uniformni, 77 dosahuji hodnot 0,5 s. T3 jsou v rozmezi
0,3 s na konci a 0,1 s ve stfedni ¢asti. Zobecnéné parametry uspotradani
jsou na okrajich molekuly rovny 0,4, coz odpovida pohyblivych residuim,
stfed molekuly je rigidni S? mezi 0,8 a 0,9. Globéln{ korelaéni ¢as molekuly
vyskyt je ve shodé s predpokladanou lokalizaci signalu pro zménu zpusobu
skladani kapsidy. Tento signdl je zfejmé nefunkéni u mutantu R55F, ne-
bot tento formuje kapsidy na membrané hostitelské buiiky na rozdil od
prirozené formy, kterd tak ¢ini uvnitt cytoplazmy.

e T} vzorku WT se na koncich molekuly jsou priblizné 0,8 s, stiedni ¢ast
molekuly je pomérné rigidni, 77 se pohybuji okolo 0,6 s. T, jsou v roz-
mezi 0,3 s na konci a 0,08 s ve stfedni ¢asti. Zobecnéné parametry
usporadani jsou na okrajich molekuly rovny 0,4, coz odpovida pohyb-
livych residufm, stfed molekuly je rigidni S? mezi 0,7 a 0,95. Globaln{
korela¢ni cas molekuly je 9,0 ns. Pozorovany rozdil mezi experimentalné
zmérenymi Th a Ty zpétné spoctenymi z T ukazuje na moznost chemické
vymeény. Piitomnost chemické vymény podporuje predstavu, ze matrixovy
protein tvori v ptirozené formé trimery.

e 7 porovnani zobecnénych parametru usporadani vychéazi vzorek nemuto-
vaného proteinu WT jako mirné rigidnéjsi. Globalni korela¢ni ¢asy obou
molekul jsou v podstaté stejné, coz odpovida ocekavani, ze mutace neméni

vyrazné velikost molekuly. Vyskyt tii pohyblivych residui v mutovaném
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vzorku je ve shodé s predpokldadanou lokalizaci signdlu pro zménu zpusobu
skladani kapsidy. Tento signal je zfejmé nefunkéni u mutantu R5H5F, ne-
bot tento formuje kapsidy na membrané hostitelské buiiky na rozdil od
prirozené formy, ktera tak ¢ini uvnitt cytoplazmy.

e Lepsi hodnoceni bude mozné po dokonceni strukturnich studii nemutované

formy matrixového proteinu.
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A Tabulka vysledkii pro vzorek R55F.
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B Tabulka vysledkii pro vzorek R55F (pokracovani).



C Tabulka vysledkii pro vzorek WT
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D Tabulka vysledkt pro vzorek WT (pokra&ovani)



