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ii
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práce.
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2.3.1 Chemický posun . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
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2.4.7 Lipari-Szabó př́ıstup . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
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2.5.2 Př́ıčná relaxace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
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3.2 Výsledky a Diskuse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

3.2.1 Vzorek R55F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

3.2.2 Vzorek WT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
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Abstrakt

Název práce: Studium dynamického chováńı protein̊u Mason-Pfizerova opič́ıho

viru.

Autor: Pavel Srb

Katedra (ústav): Katedra fyziky ńızkých teplot

Vedoućı diplomové práce: RNDr. Jan Lang, Ph.D.

e-mail vedoućıho: Jan.Lang@mff.cuni.cz

Abstrakt: Matrixový protein Mason-Pfizerova opič́ıho viru (M-PMV) tvoř́ı

obálku retrovirové kapsidy. Kromě toho hraje také d̊uležitou regulačńı roli při

formováńı nové virové částice. Přirozená forma M-PMV patř́ı k retrovirovému

typu D, protože k formováńı kapsid docháźı uvnitř cytoplasmy. Bodovou mu-

taćı argininu 55 za fenylalanin lze doćılit změny na typ C, který formuje virové

kapsidy na membráně hostitelské buňky (např. HIV). Bylo změřeno relaxačńı

chováńı spin̊u 15N (podélná a př́ıčná relaxačńı doba, 15N–{1H} stacionárńı

heteronukleárńı Overhauser̊uv efekt) ve spektrech nukleárńı magnetické re-

zonance. Parametry molekulárńıho pohybu byly źıskány Lipari-Szabóovým

př́ıstupem. V bĺızkosti mutace ve středńı části proteinu byla pozorována tři

pohyblivá residua. Je známo, že ve stejné oblasti se pravděpodobně nacháźı

signál pro změnu typu skládáńı kapsidy. Naproti tomu chováńı středńı části

vzorku nemutovaného proteinu bylo uniformńı a v rámci chyb měřeńı nebyly

pozorovány významěǰśı odchylky v pohyblivosti residúı.

Kĺıčová slova: Nukleárńı magnetická rezonance, Dynamika, Protein, Mason-

Pfizer̊uv opič́ı virus
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Abstract

Title: Study of dynamic properties of proteins from Mason-Pfizer monkey virus.

Author: Pavel Srb

Department: Department of low temperature physics

Supervisor: RNDr. Jan Lang, Ph.D.

Supervisor’s e-mail address: Jan.Lang@mff.cuni.cz

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 15N nuclear spins (longitudinal and transverse

relaxation times, 15N–{1H} 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
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1 Úvod

Studium struktury a funkce protein̊u patř́ı k moderńım a rychle se rozv́ıjej́ıćım

odvětv́ım současné vědy. Z fyzikálńıch metod studia struktury b́ılkovin se

uplatňuj́ı zejména rentgenová krystalografie a spektroskopie nukleárńı mag-

netické rezonance. Využit́ı rentgenové krystalografie je mnohem častěǰśı, je

však omezeno nutnost́ı vypěstovat monokrystal studovaného proteinu. Některé

slabš́ı interakce p̊usob́ıćı v roztoku nav́ıc mohou být narušeny silněǰśımi krys-

talovými silami. Naproti tomu nukleárńı magnetická rezonance umožňuje

studovat biologické molekuly v přirozeném prostřed́ı, i když ve vyšš́ıch než

přirozených koncentraćıch. Omezeńım je velikost molekul. I největš́ı NMR

spektrometry zat́ım dovoluj́ı studovat strukturu protein̊u o velikostech ma-

ximálně řádově 100 kDa. Nukleárńı magnetická rezonance však poskytuje

unikátńı možnost studia dynamiky protein̊u pomoćı měřeńı relaxačńıch jev̊u.

T́ımto zp̊usobem je možné doplnit obraz molekuly vzniklý vyřešeńım jej́ı struk-

tury o daľśı úhel pohledu.

Studium retrovir̊u je silně podńıceno hlavně zájmem o virus HIV a s

ńım spojenou celosvětově rozš́ı̌renou nemoćı AIDS. Životńı cyklus viru HIV

je však poměrně komplikovaný a je proto vhodné zač́ıt s výzkumem na jed-

nodušš́ım modelovém př́ıpadu. Ideálńı možnost v tomto ohledu skýtá Mason-

Pfizer̊uv opič́ı virus, který je také retrovirem a jeho účinky u makak̊u jsou

bĺızké p̊usobeńı viru HIV u lid́ı. Počátkem 90. let 20. stolet́ı bylo objeveno,

že mutace matrixového proteinu, který tvoř́ı obálku retrovirálńı kapsidy mohu

zásadńım zp̊usobem ovlivnit pr̊uběh životńıho cyklu Mason-Pfizerova opič́ıho

viru, který se pak v některých př́ıpadech chová z hlediska životńıho cyklu velmi

podobně jako virus HIV.

Tato diplomová práce má za ćıl přispět k výzkumu životńıho cyklu Mason-

Pfizerova opič́ıho viru studiem dynamického chováńı matrixového proteinu a

jeho nejzaj́ımavěǰśıho mutantu. Tato práce je součást́ı širš́ıho projektu zpra-

covávaného předevš́ım na Vysoké škole chemicko-technologické v Praze a
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Ústavu organické chemie a biochemie AV ČR, jehož součást́ı součást́ı je exprese

protein̊u Mason-Pfizerova opič́ıho viru a jejich mutant̊u, studium jejich struk-

tury pomoćı NMR spektroskopie a studium jejich vlastnost́ı pomoćı daľśıch

fyzikálńıch a biologických metod.
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2 Teoretická část

2.1 Teoretický popis NMR spektroskopie

2.1.1 Larmorova precese

Základem jevu nukleárńı magnetické rezonance (NMR) je Larmorova precese.

Pohyb spinu ve vněǰśım magnetickém poli lze popsat jako pohyb po plášti

kužele. Složka magnetizace směřuj́ıćı do osy z se zachovává, složky v osách x

a y se měńı harmonicky. Frekvence rotačńıho pohybu kolem osy z se nazývá

Larmorova frekvence ωL.

~ωL = −γ ~B0, (1)

kde γ je gyromagnetický poměr a B0 je velikost vněǰśıho magnetického pole.

2.1.2 Klasický popis

Klasický popis NMR lze provést pomoćı Blochových rovnic. Blochovy rov-

nice jsou soustavou lineárńıch diferenciálńıch rovnic prvńıho řádu a popisuj́ı

časový vývoj magnetizace pomoćı fenomenologických relaxačńıch dob T1, T2.

Nevýhodou popisu Blochovými rovnicemi je nemožnost zahrnut́ı všech spin-

spinových interakćı na mikroskopické úrovni.

2.1.3 Kvantový popis

Kvantový popis NMR experimentu spoč́ıvá v d̊usledném použit́ı kvantové te-

orie pro popis spinového systému a přechod̊u mezi jednotlivými energetickými

hladinami, zat́ımco magnetické pole je popisováno klasicky.

2.1.4 Spinový hamiltonián

Naš́ım zkoumaným systémem je makromolekula v roztoku. Hamilton̊uv operá-

tor pro takový systém je velmi komplikovaný, protože muśı obsahovat informaci
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o polohách, hybnostech a spinových stavech všech jader a elektron̊u. Pro účely

popisu NMR experiment̊u můžeme pohyby elektron̊u prohlásit za velmi rychlé

oproti časové škále pohyb̊u jader. Vliv pohybu elektron̊u na jádra se tud́ıž

středuje. Spinový hamiltonián, který dostatečně dobře popisuje jevy viditelné

v NMR experimentu, záviśı pouze na orientaćıch složek jaderného spinu.

2.1.5 Matice hustoty

Vlnová funkce souboru makromolekul nacházej́ıćıch se v roztoku je také velmi

komplikovaná. Pro účely popisu NMR experimentu je možné přej́ıt ke kvantově

statistickému popisu. Každá část systému je pak popsána svou vlnovou funkćı

Ψ (tzv. vlnová funkce čistého stavu) a j́ı př́ıslušej́ıćı hustotou pravděpodobnosti

P (Ψ). Hustota pravděpodobnosti popisuje př́ıspěvek daného čistého stavu k

celkovému smı́̌senému stavu. Systém pak lze popsat jako superpozici jednot-

livých čistých stav̊u, které jsou popsány vlnovými funkcemi Ψ. Každá z vl-

nových funkćı Ψ může být rozložena do systému vlastńıch stav̊u

|Ψ〉 =
N∑

n=1

cn|n〉 (2)

Středńı hodnota libovolné měřitelné veličiny A je pak dána vztahem:

〈A〉 =
∑
n,m

cnc∗m〈m|A|n〉 (3)

Pruh označuje středńı hodnotu přes soubor. Koeficienty sumy představuj́ı ma-

tici:

cnc∗m = 〈n|ρ|m〉 = ρm n (4)

Matice ρm n je hermitovská a nazývá se matice hustoty.

Diagonálńı komponenty matice hustoty se nazývaj́ı populace, protože odpo-

v́ıdaj́ı celkovému obsazeńı dané energetické hladiny. Mimodiagonálńı kompo-

nenty se nazývaj́ı koherence. Koherence nemaj́ı př́ımou souvislost s pravděpo-

dobnostmi přechodu.
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2.1.6 Liouvilleova–von Neumannova rovnice

Pro účely popisu časového vývoje matice hustoty je možné odvodit ze Schrödin-

gerovy rovnice Liouvilleouvu–von Neumannovu rovnici.

dρ(t)

dt
= i [ρ(t), H] (5)

Pokud H nezáviśı na čase, je možné snadno napsat řešeńı rovnice (5) jako:

ρ(t) = exp(− iH t) ρ(0) exp(iH t) (6)

Pulzńı sekvence obecně sestávaj́ı z pulz̊u a prodlev. V dobách mezi pulzy plat́ı,

v dobrém přibĺıžeńı, že Hamiltonián je časově nezávislý a pro řešeńı rovnice (5)

lze použ́ıt vztah (6). Pulzy jsou však tvořeny radiofrekvenčńım polem, které

se v čase měńı. Tento problém je možné řešit nalezeńım unitárńı podobnostńı

transformace, po jej́ım provedeńı budou ztransformovaný hamiltonián He i ma-

tice hustoty ρr časově nezávislými. Z analogie s klasickým popisem NMR plyne,

že nalezeńı unitárńı transformace odpov́ıdá transformaci do rotuj́ıćı soustavy

souřadné. Po ztransformováńı H → He a ρ → ρr lze psát rovnice analogické

vztah̊um (5) a (6).

Faktor exp(iH t) ze vztahu (6) se nazývá propagátor. V tomto př́ıpadě se jedná

o propagátor rotace soustavy souřadné. Pomoćı propagátoru je možné źıskat

explicitńı tvar matice hustoty, pokud je znám jej́ı tvar na počátku vývoje a

pokud jsou známy explicitńı tvary propagátor̊u pro popis pulzńıch sekvenćı.

Řešeńı rovnice(5) lze tedy psát jako:

ρ(t) = U−1 ρ(0) U, (7)

kde U je propagátor a U−1 operátor k němu inverzńı.
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2.2 Exterńı interakce

Interakce p̊usob́ıćı na spinový systém jsou dvoj́ıho druhu. Interakce exterńı jsou

zp̊usobeny statickým vněǰśım magnetickým polem B0 (Larmorova precese) a

radiofrekvenčńım polem v podobě pulz̊u.

2.2.1 Pulzy

Magnetizace je makroskopická veličina, která je dána sumou mikroskopických

př́ıspěvk̊u jednotlivých spin̊u. Stav daného spinu během pulzńı sekvence se

popisuje pomoćı složek operátoru jaderného spinu Ix , Iy a Iz . Je-li spinový

systém v termálńı rovnováze je všechna makroskopická magnetizace oriento-

vána ve směru osy z. Přesněji, viz. (2.1.1) se složky v transverzálńı rovině

středuj́ı. Popis vývoje složek magnetizace se značně zjednoduš́ı, přejdeme-li

do rotuj́ıćı soustavy souřadné. V rotuj́ıćı soustavě souřadné se složky spinu

v transverzálńı rovině nepohybuj́ı na frekvenci ωL, ale pouze na relativńı frek-

venci Ω = ω0 − ωref .

Složky spinu směřuj́ıćı do os kartézského souřadného systému jsou rep-

rezentovány Pauliho maticemi. Výsledek p̊usobeńı pulzu na spinový systém

záviśı na délce pulzu, na sklápěćıho úhlu a na jeho fázi. V našich sekvenćıch

použ́ıváme pulzy se sklápěćımi úhly 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.

2.3 Interńı interakce

2.3.1 Chemický posun

Z rovnice (1) plyne, že rezonančńı frekvence daného jádra záviśı na vněǰśım

poli B0. Toto plat́ı bez výhrad pro izolované spiny. V př́ıpadě molekul je však

situace složitěǰśı, vněǰśı pole indukuje pohyb náboj̊u v elektronových obalech

a pohyb těchto náboj̊u indukuje magnetické pole Bind
j . Lokálńı magnetické

pole v mı́stě jádra j Bloc
j je pak dáno vektorovým součtem ~Bloc

j = ~B0 + ~Bind
j .
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Proto jsou rezonančńı frekvence jader mı́rně odlǐsné v závislosti na lokálńıch

podmı́nkch. Tento jev lze popsat tenzorem chemického posunu δj, který lze

vyjádřit matićı o rozměrech 3 ×3. Tento tenzor je v systému hlavńıch os dia-

gonálńı a je reprezentován složkami δxx, δyy a δzz. Pro př́ıpad makromolekuly

rychle rotuj́ıćı v izotropńı kapalině se složky tenzoru středuj́ı a tenzor che-

mického st́ıněńı může být reprezentován skalárńı hodnotou, která je dána jeho

stopou:

δ =
1

3
Tr(δj) (8)

Rezonančńı frekvence daného jádra bude v závislosti na lokálńım poli dána

vztahem:

ω = −γ (1 + δ) B0 (9)

Propagátor chemického posunu má tvar:

Ûchp = exp(−i Ω0 τ I1z), (10)

kde τ je doba vývoje, Ω0 rezonančńı frekvence.

2.3.2 Př́ımá dipól-dipólová interakce

Každý pohybuj́ıćı se magnetický moment je zdrojem časově proměnného mag-

netického pole, které se superponuje k ostatńım zdroj̊um magnetického pole

p̊usob́ıćıho na okolńı spiny. Tato interakce se nazývá př́ımá dipól-dipólová in-

terakce nebo dipól-dipólová interakce přes prostor. Jej́ı Hamiltonián má tvar:

ĤDD
jk = DCCjk

(
3(Îj · ejk)(Îk · ejk)− Îj · Îk

)
, (11)

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

konstanta úměrná reciproké třet́ı mocnině vzdálenosti interaguj́ıćıch spin̊u

(viz.(19)). Vzhledem k tomu, že makromolekula v roztoku rychle rotuje, je

vliv této interakce na polohu signál̊u ve spektru vysokého rozlǐseńı v kapa-

linách středován na nulu.
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2.3.3 J-interakce

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

akce, které je př́ımým experimentálńım dokladem existence chemických va-

zeb. Tato interakce je zprostředkována spiny vazebných elektron̊u. Propagátor

J-interakce je dán vztahem:

ÛJ−int = exp(−i π J1 2τ 2 I1z I 2z) (12)

2.3.4 Produktové operátory

Pro popis vývoje spinového systému, ve kterém jsou jednotlivé spiny svázány

J-interakćı je výhodné zavést formalismus produktových operátor̊u. Pro izolo-

vaný spin je báze vlastńıch stav̊u operátoru spinu tvořena operátory 1
2
1̂, Ix,Iy

a Iz. Řeš́ıme-li pulzńı sekvenci včetně vlivu J-interakce muśıme provádět trans-

formace (pomoćı vztah̊u (10) a (12)) složitěǰśıch operátor̊u. Tyto operátory se

konstruuj́ı jako direktńı součiny bázových operátor̊u jednotlivých spin̊u. Po-

moćı rovnice (6) a komutačńıch relaćı spinových operátor̊u je možné odvodit

sérii pravidel, která pak umožňuj́ı snadno poč́ıtat vliv pulz̊u a interakćı na

spinový systém během pulzńı sekvence.

2.4 Relaxačńı procesy

V podsekci 2.1.6 uvád́ıme, že hamiltonián lze v dobrém přibĺıžeńı považovat za

časově nezávislý. Takový hamiltonián lze źıskat pomoćı tzv. sekulárńı aproxi-

mace, která spoč́ıvá v zanedbáńı mimodiagonálńıch komponent Hamiltoniánu.

Sekulárńı aproximace však vede k zanedbáńı relaxačńıch jev̊u. Pro jejich popis

je nutné j́ıt za zjednodušeńı dané sekulárńı aproximaćı. Takový př́ıstup posky-

tuje Redfieldova teorie, která je však př́ılǐs rozsáhlá, proto zde uvedeme pouze

jej́ı výsledky. Relaxačńı parametry jednotlivých jader (v našem př́ıpadě duśık̊u

v kostře proteinu)jsou základńım zdrojem informaćı o jejich pohyblivostech a

korelačńıch časech.
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2.4.1 Relaxačńı mechanismy

Základńımi mechanismy, které se pod́ılej́ı na relaxaćıch v př́ıpadě spinu o

velikosti 1
2

jsou př́ımá dipól-dipólová interakce a anizotropie chemického po-

sunu (chemical shift anisotropy, CSA). Principiálně je relaxace zp̊usobena fluk-

tuuj́ıćım magnetickým polem Bf (t), které se superponuje se statickým vněǰśım

polem B0. Časový pr̊uběh pole Bf (t) má následuj́ıćı vlastnosti:

• 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. (13)

2.4.2 Spektrálńı hustota korelačńı funkce

Spektrálńı hustota korelačńı funkce je zavedena jako Fourierova transformace

korelačńı funkce (13) vztahem:

J(ω) = 2

∞∫

0

G(τ) exp(−iω t) (14)

2.4.3 Solomonovy rovnice

Vztahy popisuj́ıćı časový vývoj populaćı jednotlivých stav̊u pro př́ıpad dvou-

spinového systému se nazývaj́ı Solomonovy rovnice. Lze je odvodit uvážeńım

pravděpodobnost́ı těch přechod̊u, které přisṕıvaj́ı k populaci zkoumané hla-

diny. Takto źıskané kinetické rovnice pro populace lze přepsat jako kinetické

rovnice pro složku z podélné magnetizace. Daľśı úpravou lze z těchto rovnic

źıskat Solomonovy rovnice ve tvaru:

d

dt

(
〈Î 1z〉
〈Î 2z〉

)
=

(
−Rauto Rcross

Rcross −Rauto

)(
〈Î 1z〉 − 〈Î 1z〉eq
〈Î 2z〉 − 〈Î 2z〉eq

)
, (15)

kde Rauto je autorelaxačńı rychlostńı konstanta a Rcross je krosrelaxačńı rych-

lostńı konstanta. Podélná relaxačńı rychlost R1 je dána jako:

R1 = Rauto (16)
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Podélná relaxačńı doba T1 souviśı s R1 vztahem T1 = 1/R1. Vztah pro př́ıčnou

relaxačńı dobu T2 je možné źıskat obdobně, je však zapotřeb́ı řešit Solomonovy

rovnice pro časový vývoj koherenćı Ix a Iy, které odpov́ıdaj́ı složkám magne-

tizace v transverzálńı rovině.

Explicitńı tvar závislost́ı T1 a T2 na spektrálńıch hustotách korelačńı

funkce je možné źıskat pomoćı Redfieldovy teorie.

2.4.4 Vztahy pro R1 a R2

V př́ıpadě studia dynamiky proteinu jsou z hlediska relaxačńıch mecha-

nismů nejvýznaměǰśı dipól-dipólová relaxace duśıku vlivem interakce s př́ımo

vázaným jádrem vod́ıku a anizotropie chemického posunu daného duśıku. Rov-

nice v této sekci popisuj́ı závislosti relaxačńıch rychlost́ı na spektrálńı hustotě

korelačńı funkce. Tyto vztahy se dále použ́ıvaj́ı při fitováńı spektrálńıch hus-

tot korelačńı funkce pomoćı Lipari-Szabóova modelu (viz. 2.4.7). Uvedeme nyńı

jejich explicitńı tvary pro oba relaxačńı mechanismy:

RDD
1 =

1

4
NH(DCC)2 [J(ωH − ωN) + 3 J(ωN) + 6 J(ωH + ωN)] (17)

RDD
2 =

1

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

1

2
J(ωH − ωN) +

+
3

2
J(ωC) + 3J(ωH) + 3J(ωH + ωN)] (18)

DCC =
µ 0 γH γN h

8 π2 r3
N H

(19)

DCC znamená dipolar coupling constant, která záviśı na vzdálenosti inter-

aguj́ıćıch jader rN H , a univerzálńıch konstantách: µ 0 je permeabilita vakua,

γN ,γH jsou gyromagnetické poměry jader duśıku 15N a vod́ıku 1H , h je Planc-

kova konstanta.

RCSA
1 =

1

3
(γ CB0)

2CSA2
effJ(ωN) (20)

RCSA
2 =

1

3
(γ CB0)

2CSA2
eff

[
2

3
J(0) +

1

2
J(ωN)

]
(21)
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CSAeff = |∆δ|
√

1 +
η2

CSA

3
(22)

|∆δ| = δzz − δxx + δyy

2
(23)

ηCSA =
3

2

δxx − δyy

∆δ
(24)

B0 je magnetická indukce, ∆δ je anizotropie chemického posunu (CSA),

ηCSA je asymetrie tenzoru chemického posunu. Experimentálně měřené re-

laxačńı rychlosti jsou dány jako součet př́ıspěvk̊u obou mechanismů:

R1 = RDD
1 + RCSA

1 (25)

R2 = RDD
2 + RCSA

2 (26)

V principu může docházet k interferenci jednotlivých relaxačńıch mechanismů,

každá z rovnic (25),(26) by pak obsahovala ještě interferenčńı člen. V našich

měřeńıch jsme interferenčńım jev̊um zamezili dostatečně častým invertováńım

vod́ıkové magnetizace pomoćı 180◦ pulz̊u, které slouž́ı jako efektivńı decoupling

[1].

2.4.5 Závislost korelačńıho času na relaxačńıch dobách

Obecná závislost relaxačńıch dob na korelačńım čase je uvedena v Obr. 1. 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 residua s relativně dlouhou T1 a dlouhou T2

maj́ı krátké korelačńı časy a tud́ıž jsou pohyblivá.

2.4.6 Nukleárńı Overhauser̊uv efekt (NOE)

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

I slabé radiofrekvenčńı pole na Larmorově frekvenci po dostatečně dlouhou
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Obr. 1: Obecná závislost relaxačńıch dob T1 a T2 na korelačńım čase τC . Obrázek z

publikace: P. J. Hore: Nuclear Magnetic Resonance, Oxford University Press, Oxford

1995.

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

Pro intenzitu signálu za př́ıtomnosti NOE plat́ı vztah:

NOE = 1 +

(
γH

γN

)
NHσDD

RDD
1 + RCSA

1

(27)

Z teorie plyne, že výsledná NOE pro jádra duśıku by měla ležet v intervalu

〈−3, 93; 0, 783〉 [3].

2.4.7 Lipari-Szabó p̌ŕıstup

Druhým nejjednodušš́ım zp̊usobem (po izotropńı rotaci), jak naj́ıt předpis

pro spektrálńı hustotu korelačńı funkce, je metoda pán̊u Lipariho a Szabóa.

Vycházej́ı z předpokladu, že molekula izotropně rotuje jako celek s korelačńım

časem τM jako globálńım parametrem. Každý N-H vektor se pak může pohybo-

vat anizotropně s korelačńım časem τe. Tento lokálńı pohyb je superponován na

globálńı pohyb a oba pohyby jsou navzájem statisticky nekorelovány. Lokálńı
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pohyblivost je popsána zobecněným parametrem uspořádáńı S, který nabývá

hodnot 0 < S2 < 1, [2].

Spektrálńı hustota korelačńı funkce je dána jako součet dvou Lorentzových

křivek:

J(ω) =
2

5

[
S2 τM

1 + ω2τ 2
M

+
(1− S2) τ

1 + ω2τ 2

]
(28)

τ−1 = τ−1
M + τ−1

e (29)

2.5 Pulzńı sekvence pro studium dynamiky makromolekul

Při měřeńı heteronukleárně korelovaných spekter protein̊u je častým prob-

lémem ńızká citlivost jader duśıku (gyromagnetický poměr γN jádra duśıku

je −4, 33886 MHz T−1, vod́ıku γH = 42, 57748 MHz T−1) Řešeńım to-

hoto problému je použit́ı sekvenćı s přenosem magnetizace. Pro studi-

um velkých makromolekul, jejichž magnetizace rychle relaxuje je vhodné

přenášet přenos přes jednokvantové koherence, využ́ıváme tedy sekvenci

HSQC (Heteronuclear single quantum koherence), která v podstatě sestává ze

dvou INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer) sekvenćı.

Protože naš́ım ćılem je studovat relaxačńı chováńı jader duśıku, je ideálńı pou-

ž́ıt dvojnásobného přenosu magnetizace tam a zpět. Excitujeme nejprve jádra

vod́ıku, poté přeneseme magnetizaci na jádra duśıku, změř́ıme relaxačńı expe-

riment a poté přeneseme magnetizaci zpět na jádra vod́ıku, kde ji také deteku-

jeme. Tato metoda se nazývá inverzńı detekce. Teoretické navýšeńı citlivosti

experimentu odpov́ıdá poměru gama faktor̊u (∼ 10). Schéma sekvence je uve-

deno 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).

2.5.1 Podélná relaxace

Relaxačńı doba T1 se standardně měř́ı metodou ”inversion recovery”, při které

se nejprve rovnovážná magnetizace směřuj́ıćı do osy z skloṕı 180◦ pulzem

do směru −z a poté jedńım měř́ıćım 90◦ pulzem do transverzálńı roviny,
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Obr. 2: Sekvence pro přenos magnetizace.d = 1
4π JHN

, d0 je vývojová perioda.
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Obr. 3: Legenda

kde je detekována. V našich měřeńıch použ́ıváme modifikovanou sekvenci ve

které použ́ıváme dvou pr̊uchod̊u sekvenćı. Při prvńım pr̊uchodu zač́ıná mag-

netizace na plné intenzitě ve směru −z, při druhém pak ve směru +z. Po

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

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

r̊uznými směšovaćımi časy můžeme pak určit relaxačńı dobu T1 fitem vztahu:

I(t) = 2 I(0)exp(− t

T1

), (30)

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

Schéma použité sekvence je uvedeno na Obr. 4

Na začátku prob́ıhá přenos magnetizace pomoćı sekvence INEPT (viz

Obr. 2). Následuje vlastńı měřeńı relaxace, směšovaćı čas (celková doba trváńı

relaxačńıho bloku) se prodlužuje pomoćı počtu opakováńı smyčky (parametr

l1).

2.5.2 Př́ıčná relaxace

Př́ıčná relaxačńı doba T2 se měř́ı pomoćı spinového echa. Mějme v čase t = 0

magnetizaci ve směru osy x. Necháme-li magnetizaci volně precedovat, dojde

k jej́ımu rozfázováńı a tud́ıž k poklesu měřitelné magnetizace. Necháme-li však

magnetizaci volně precedovat pouze po dobu ∆ a aplikujeme-li poté 180◦ pulz,

dojde po opětovném uplynut́ı doby ∆ ke sfázováńı magnetizace a nár̊ustu inten-

zity signálu. Intenzita tohoto signálu záviśı na době ∆. Změřeńım série spekter
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Obr. 4: Relaxačńı blok pro T1. δ = 2 ms

.

Obr. 5: Relaxačńı blok pro T2. δ = 0.45ms,∆ = 2 ∗ δ. Převzato podle [1].
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s proměnnou dobou ∆ můžeme určit relaxačńı dobu T2 fitem signálových in-

tenzit vztahem (30). Použitá sekvence je uvedena na Obr. (5) Směšovaćı čas

(celková doba trváńı relaxačńıho bloku) se prodlužuje pomoćı počtu opakováńı

smyčky (parametr l1).

2.5.3 Mě̌reńı NOE

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

K měřeńı NOE jsme použili jednak sekvenci uvedenou na Obr.6a 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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2.6 Mason-Pfizer̊uv opič́ı virus

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

Retroviry se vyznačuj́ı t́ım, že nesou v kapsidě jednořetězcovou RNA, která je

zdrojem jejich genetické informace. Mason-Pfizer̊uv virus byl poprvé 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.

Část Gag kóduje polyprotein o velikosti 78 kDa, který je pak štěpen virovou

proteázou za vzniku šesti protein̊u (p10,pp16–18,p12,p27 a p4). Protein p10 je

podle analogické pozice v ostatńıch retrovirových genomech a podle toho, že

je myristoylován, nazván matrixový protein [5].

2.6.2 Morfologie retroviru

Obal retroviru je tvořen fosfolipidovou membránou, která pocháźı z hostitelské

buňky. Jsou v ńı zakotveny dva druhy transmembránových protein̊u (povr-

chový a transmembánový glykoprotein). Uvnitř virové částice se dále vysky-

tuje matrixový protein, který chráńı obsah jádra, a kapsidový protein, který

tvoř́ı jádro virálńı kapsidy. Uvnitř kapsidy se nacháźı nukleokapsidový pro-

tein v komplexu s RNA a virálńımi enzymy ( např. reverzńı transkriptázou a

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

2.6.3 Životńı cyklus retroviru

Transmembránové proteiny na povrchu viru jsou schopny specificky interago-

vat s receptory na povrchu hostitelské buňky. Obsah kapsidy je pomoćı dosud

přesně neznámých mechanismů transportován do cytoplazmy. RNA genom je

pak pomoćı reverzńı transkriptázy přepsán do formy DNA a integrován sle-

dem několika reakćı katalyzovaných virovou integrázou do genomu hostitelské
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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.

buňky. Genom viru se tak stává plnohodnotnou součást́ı genetické informace

hostitelské buňky. K transkripci docháźı pomoćı standartńıch buněčných me-

chanismů. Translace polyproteinu kódovaného část́ı Gag prob́ıhá na ribozo-

mech 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.

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. [5]):

• správné sbaleńı protein̊u kódovaných genem Gag

• transport zformované kapsidy k plazmatické membráně
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• 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, tyto jsou však neschopny správného transportu k buněčné

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

riony, které by opustily hostitelskou buňku.

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. V oblasti 47–51 se vyskytuje částečně

uspořádaná smyčka [7]. Bohužel struktura publikovaná v PDB datábázi autory

článku [7] neumožňuje podrobné srovnáńı struktur přirozeného a mutovaného

proteinu. V databázi uložený soubor neńı standartńı strukturou proteinu nebot’

obsahuje pouze informace o polohách atomů Cα. Jako součást širš́ıho projektu

bude proto vyřešena i struktura WT. Do odevzdáńı této diplomové práce nebu-

de však tato struktura k dispozici. Všechna srovnáńı se tedy odkazuj́ı k jediné

doposud publikované neúplné struktuře M-PMV MA [7].

Nepodařilo se nám nalézt publikaci pojednávaj́ıćı o dynamice retrovi-

rového matrixového proteinu. Tato diplomová práce je zřejmě prvńım počinem

v této oblasti.

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 dosáhnou i výměnou za tryptofan [9].
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Struktura R55F mutantu nebyla dosud publikována, byla však vyřešena

ing. V. Veverkou, PhD [8]. v rámci projektu jehož součást́ı je i tato diplo-

mová práce. Na prvńı pohled lze z Obr. 8 usoudit na dramatické změny ve

struktuře mutantu R55F. Vzájemná orientace helix̊u I a II v̊uči zbytku mole-

kuly je opačná. Prostorově lépe rozlǐsený je Obr. 17.

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

Rhee a Hunter provedli daľśı studie, které podrobněji mapovaly vliv bo-

dových mutaćı na funkci matrixového proteinu [5]. Daľśımi zaj́ımavými mu-

tacemi jsou: valin 18 za alanin (vznikaj́ı kapsidy neschopné transportu k

membráně) a náhrada threonin̊u 41 a 78 za isoleuciny (tvorba virion̊u ne-

schopných pučeńı).

V souvislosti s lokalizaćı mutace R55F existuje představa, že v úseku mezi

residuy 43–60 se nacháźı signálńı sekvence pro transport předběžně složených

protein̊u do cytoplasmy (cytoplasmic target-retention signal, CTRS). Změna

morfologického typu z D na C by tedy mohla být zp̊usobena mutaćı v části

proteinu, která je rozpoznávána buněčným transportńım mechanismem. Vy-

soce homologńı sekvence byla nalezena i u viru zp̊usobuj́ıćıho u myš́ı nádor
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prsu (mouse mammary tumor virus, MMTV), jehož kapsidy se podobně jako

M-PMV formuj́ı v cytoplazmě hostitelské buňky [10].

2.7.3 Srovnáńı s virem HIV

Podstatným rozd́ılem mezi morfologickými typy C a D je mı́sto formováńı vi-

rové kapsidy a následně mı́sto, ve kterém dojde k pučeńı nového virionu. Virus

HIV patř́ı k morfologickému typu C, protože u něj nelze navzájem rozlǐsit fáze

formováńı kapsidy a pučeńı, k oběma fáźım docháźı na membráně hostitelské

buňky. Tento fakt znesnadňuje pochopeńı celého procesu.

Naproti tomu M-PMV patř́ı k typu D, formováńı kapsidy se odehrává

odděleně v cytoplazmě hostitelské buňky. Kapsidy jsou pak transportovány

k membráně, kde docháźı k asociaci s membránou a pučeńı nové částice. Se-

parace těchto fáźı u typu D z něj čińı vhodný model pro studium a pochopeńı

proces̊u odehrávaj́ıćıch se v pozdńı fázi retrovirového životńıho cyklu.

Struktura matrixového proteinu (HIV-1 MA) byla vyřešena pomoćı NMR

spektroskopie [11, 12] i rentgenové krystalografie [13]. V krystalu existuje HIV-

1 MA jako trimer. Přirozená forma HIV-1 MA je myristoylována, myristoylová

skupina může být bud’ ukryta v kavitě, nebo exponována do okolńıho prostřed́ı.

Některé výsledky ukazuj́ı, že v roztoku existuj́ı v rovnováze monomer a trimer,

přičemž v př́ıpadě monomeru je myristylová skupina ukryta a v trimeru ex-

ponovaná [14]. Tento výsledek podporuje představu, že trimer HIV-1 MA je

základńı stavebńı jednotkou obálky retrovirové kapsidy a že myristoylová sku-

pina exponovaná do okolńıho prostřed́ı umožňuje pevnou asociaci matrixového

proteinu s membránou hostitelské buňky. Poté, co je polyprotein Gag rozštěpen

retrovirovou proteázou dojde u ukryt́ı myristoylové skupiny do kavity matri-

xového proteinu. Je známo, že proces zanořeńı nevyžaduje konformačńı změny

HIV-1 MA [7, 14].

Myristoylace hraje i u viru HIV a ostatńıch virech morfologického typu

C d̊uležitou roli i z hlediska pr̊uběhu životńıho cyklu. Odstraněńı myristoylové
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skupiny z N konce proteinu má za následek produkci špatně sbalených kapsid

s poškozenou schopnost́ı vázat se k membráně.
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3 Experimentálńı část

3.1 Materiál a metody

3.1.1 Vzorky proteinu

Vzhledem k zaj́ımavému výsledku pán̊u Sunga a Rhee [9] byl připraven jednou

mutovaný vzorek matrixového proteinu M-PMV, ve kterém byla aminokyse-

lina arginin 55 nahrazena fenylalaninem (dále jen R55F). Arginin je záporně

nabitá aminokyselina, jej́ı molekulárńı hmotnost je 177,2 g mol−1, Fenylalanin

je nenabitý, jeho hmotnost čińı 165,2 gmol−1. Přǐrazeńı a struktura R55F byla

již hotova z předchoźı části projektu, pro studium relaxaćı byl tedy připraven

vzorek značený pouze duśıkem 15N.

Pro srovnáńı a z d̊uvod̊u uvedených v sekci 2.7 byl připraven vzorek

přirozené formy matrixového proteinu M-PMV (WT). Protože relaxačńı ex-

perimenty byly z časových d̊uvod̊u provedeny před přǐrazeńım rezonanćı a

určeńım struktury, měřili jsme relaxace na vzorku značeném 15N i 13C. Dvo-

jitě značený vzorek je nutný pro přǐrazovaćı experimenty, pro studium relaxaćı

amidických duśık̊u v kostře proteinu je však komplikaćı, bylo proto nutné mı́rně

modifikovat použité pulzńı sekvence přidáńım dekaplovaćıch uhĺıkových pulz̊u.

Schémata těchto sekvenćı jsou uvedeny v Sekci 2.5

Oba vzorky postrádaly myristoylovou skupinu na N konci. Role post-

translačńı myristoylace byla podrobněji popsána v sekci 2.7. Důležité je, že

odstraněńı myristoylové skupiny neovlivňuje strukturu ani funkci matrixového

proteinu při formováńı kapsidy.

Oba vzorky byly připraveny metodami běžnými v molekulárńı biolo-

gii. Genom polyproteinu Gag byl vnesen do komerčně dostupného vektoru

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

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

při metaloafinitńı chromatografii při čǐstěńı f̊uzńıho proteinu. Vlastńı MA byl

pak źıskán z fúzńıho proteinu specifickým štěpeńım M-PMV proteázou. Pro-
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tein byl dále čǐstěn a zakoncentrován na výslednou koncentraci asi 1 mM, která

je dostatečná pro NMR měřeńı. Př́ıprava vzorku byla provedena J. Lipovem

na odděleńı Biochemie a mikrobiologie Vysoké školy chemicko-technologické v

Praze ve spolupráci s Ústavem organické chemie a biochemie Akademie věd v

Praze.

Oba proteiny maj́ı shodnou hmotnost 10 kDa.

Pro měřeńı byly použity speciálńı kyvety firmy Shigemi, pr̊uměr 5 mm,

objem vzorku 300 µl.

3.1.2 Parametry sekvenćı

Spektra byla sńımána na spektrometru Avance 500 firmy Bruker se třemi ra-

diofrekvenčńımi kanály. Pro měřeńı proteinových vzork̊u byla použita sonda

TBI, s možnost́ı ozařovat 1H, 15N a 13C optimalizovaná pro detekci 1H. Pra-

covńı frekvence spektrometru byla 500,132 MHz pro jádra 1H, 125,765 MHz

pro 13C a 50,684 MHz pro 15N. Experimenty byly měřeny při teplotě 298 K.

Relaxačńı prodleva mezi jednotlivými pr̊uchody byla 0,8 s pro vzorek R55f a

1.5 s pro WT.

T1 R55F

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

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

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

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

• gradientńı pulz 0,8 ms, útlum 18 dB

• spektrálńı š́ı̌rka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)

• délka akvizice 0,1462772 s

• počet scan̊u 64

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

• doba d 2,74725 ms, velikost odpov́ıdaj́ıćı interakčńı konstanty JNH =

91 Hz
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• doba delta 1,108 ms

• doba δ 2 ms

• byly použity tyto směšovaćı časy: 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 měřeńı série 8 spekter s proměnným l1 byla asi 2 dny 16 hodin

T2 R55F

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

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

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

• gradientńı pulz 0,8 ms, útlum 18 dB

• spektrálńı š́ı̌rka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)

• délka akvizice 0,1462772 s

• počet scan̊u 64

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

• doba d 2,74725 ms, velikost odpov́ıdaj́ıćı interakčńı konstanty JNH =

91 Hz

• doba delta 1,108 ms

• doba δ 450 µs , ∆ = 2 ∗ δ

• byly použity tyto směšovaćı časy: 0.0144 s, 0.0288 s, 0.0577 s, 0.1152 s,

0.2304 s, 0.4608 s, 0.9216 s.

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

NOE R55F

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

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

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

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

• gradientńı pulz 0,8 ms, útlum 18 dB

• spektrálńı š́ı̌rka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)
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• délka akvizice 0,1462772 s

• počet scan̊u 80

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

• doba d 2,74725 ms, velikost odpov́ıdaj́ıćı interakčńı konstanty JNH =

91 Hz

• délka ozařovaćı periody cpd 8 s

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

T1 WT

• vod́ıkový 90◦ pulz 9 µs ; útlum 6 dB

• duśıkový 90◦ pulz 17 µs ; útlum -2 dB

• tvarovaný selektivńı vod́ıkový pulz 0,6 ms, útlum 15,6 dB, gaussovský tvar

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

• gradientńı pulz 0,8 ms, útlum 16 dB

• 90◦ tvrdý uhĺıkový pulz 46 µs , útlum 0 dB

• spektrálńı š́ı̌rka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)

• délka akvizice 0,0731636 s

• počet scan̊u 64

• digitalizace 1024 bod̊u (F2), 256 bod̊u (F1)

• doba d 2,74725 ms, velikost odpov́ıdaj́ıćı interakčńı konstanty JNH =

91 Hz

• doba delta 1,108 ms

• doba δ 2 ms

• byly použity tyto směšovaćı časy: 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 měřeńı série 8 spekter s proměnným l1 byla asi 2 dny

T2 WT

• vod́ıkový 90◦ pulz 9 µs ; útlum 6 dB

• duśıkový 90◦ pulz 17 µs ; útlum -2 dB
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• tvarovaný selektivńı vod́ıkový pulz 0,6 ms, útlum 15,6 dB, gaussovský tvar

• “flipback” na magnetizaci vody 2,7 ms, útlum 36 dB, tvar iburp

• gradientńı pulz 0,8 ms, útlum 16 dB

• 90◦ tvrdý uhĺıkový pulz 23 µs , útlum 0 dB

• spektrálńı š́ı̌rka 7002,801 Hz (F2), 1520 Hz (F1)

• délka akvizice 0,0731636 s

• počet scan̊u 64

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

• doba d 2,74725 ms, velikost odpov́ıdaj́ıćı interakčńı konstanty JNH =

91 Hz

• doba delta 1,108 ms

• doba δ 450 µs , ∆ = 2 ∗ δ

• byly použity tyto směšovaćı časy: 0.014442 s, 0.028885 s, 0.043327 s,

0.086654 s, 0.115569 s, 0.173309 s, 0.288848 s, 0.462157 s.

• délka měřeńı série série 8 spekter s proměnným l1 byla asi 1 den 21 hodin

3.1.3 Zpracováńı spekter

Spektra byla ztransformována Fourierovou transformaćı v obou doménách pro-

gramem NMRPipe [15]. Apodizace: cosine-bell, doplněńı nulami: počet bod̊u

byl doplněn na dvojnásobek, poté oř́ıznut na mocninu 2. Korekce baseline: po-

lynom 4 řádu, byla použita lineárńı predikce v obou doménách. Spektra byla

manuálně zfázována. Pro integraci spekter byl použit program NMRview [16],

který umožňuje volbu integračńı oblasti ve tvaru elipsy.

3.1.4 Určeńı relaxačńıch dob a parametr̊u Lipari-Szabóova modelu

Relaxačńı doby byly určeny pomoćı fitovaćı rutiny v prostřed́ı MATLAB (autor

Jan Lang) fitem vztahu (30). Chyby relaxačńıch dob byly určeny Monte-Carlo

simulacemi. Ke každé exponenciále byla vygenerováno 20 nových sad dat je-

jichž body jsou od experimentálńıch vzdáleny nejvýše o směrodatnou odchylku.

Z nich byl pak spočten pr̊uměr a jeho odchylka. Ukázka fitu relaxačńı doby T1
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Obr. 9: Ukázka H-N korelace, spektrum vzorku R55F, měřeńı T1, nejkraťśı směšovaćı

čas.
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Obr. 10: Ukázka H-N korelace, spektrum vzorku WT, měřeńı T1, nejkraťśı směšovaćı

čas.
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Obr. 11: Ukázka fitu relaxačńı doby T1, vzorek R55F, residuum 23.

je uvedena v Obr.(11). Chyby fit̊u vycházej́ı mı́rně lepš́ı než skutečné chyby

určeńı relaxačńıch dob dané systematickými chybami.

Parametry Lipari-Szabóova modelu byly určeny programem (autor Zdeněk

Tošner) v prostřed́ı MATLAB. Vstupem programu jsou relaxačńı doby T1, T2,

NOE navýšeńı. Pro každé residum máme tedy 3 experimentálńı parametry.

Dále zadáváme počet a velikost magnetických poĺı, ve kterých byla prove-

dena měřeńı a počet vod́ık̊u vázaných k danému duśıku. Program minimalizu-

je funkci danou vztahem (28), přičemž hodnotu spektrálńı hustoty korelačńı

funkce spočte pomoćı rovnic (25,26).

Vzorek WT je dvojitě značený. Pro jeho fitováńı bylo proto nutné do-

plnit rovnice pro relaxačńı časy (25),(26) o člen popisuj́ıćı relaxaci duśıku

zp̊usobenou dipól–dipólovou interakćı se dvěma soused́ıćımi uhĺıky. Velikost

tohoto př́ıspěvku čińı přibližně 20 % velikosti př́ıspěvku dipól–dipólové inter-

akce N–H.
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Pro výpočet byly použity tyto parametry:

• délka vazby N-H: 0,102 nm [17]

• velikost anizotropie chemického posuvu: 165 ppm [18]

• délka vazby C–N: 0,150 nm. [18]

Výstupem programu po úspěšném doběhnut́ı minimalizačńı procedury je:

• 2N+1 parametr̊u: globálńı korelačńı čas τM , a pro každé residudum lokálńı

korelačńı čas τe a zobecněný parametr uspořádanosti S2

• pomoćı nafitovaných parametr̊u zpětně spočtené hodnoty relaxačńıch

rychlost́ı R1 a R2 a jejich porovnáńı s experimentálńımi hodnotami

• metodou Monte-Carlo spočtené chyby parametr̊u τM ,τe a S2.

Kompletńı výpočet parametr̊u vzorku R55F (jako počátečńı nástřely byly

zadány přednafitované hodnoty) trval i s výpočtem chyb (20 iteraćı) 16 ho-

din.

3.2 Výsledky a Diskuse

3.2.1 Vzorek R55F

Na vzorku R55F byly změřeny doby T1 a T2 i NOE navýšeńı pro jádra ami-

dických duśık̊u kostry proteinu. Schémata sekvenćı jsou uvedena v sekci 2.5,

detailńı parametry pro jednotlivá měřeńı pak v sekci 3.1.2. Źıskané hodnoty

jsou spolu s chybami uvedeny v Obr. (12,13 a 15).

Hodnoty T1 dosahuj́ı pro krajńı residua hodnot až 0, 9s. Středńı část pro-

teinu je relativně rigidńı. Pr̊uměrná T1 se zde pohybuje okolo 0,5 s. Chyby

určeńı T1 se pohybuj́ı mezi 5 až 10 %

Residuum 47 se vymyká uniformńımu chováńı zbytku středńı části řetězce,

jeho nafitovaná T1 je 0,73 s. Srovnáńım se sekundárńı strukturou bylo zjǐstěno

(viz. Obr 14), že toto residuum se nalézá v oblasti smyčky mezi helixy II a III

(viz.2.7.1).

Hodnoty relaxačńıch dob T2 (Obr. 13) vykazuj́ı podobné chováńı jako T1.

Na konćıch molekuly dosahuj́ı hodnoty T2 až 0,32 s. Srovnáńım s Obr. 1 lze
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Obr. 12: Výsledné T1 pro vzorek R55F.
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Obr. 13: Výsledné hodnoty př́ıčné relaxačńı doby pro vzorek R55F.

zjistit, že se nalézáme mimo oblast extrémńıho zúžeńı. Středńı část molekuly

lze charakterizovat hodnotou T2 0,1 s. Opět, podobně jako u T1, se oblasti

smyčky mezi druhým a třet́ım helixem vyskytuj́ı dvě rezidua (47 a 51) se

zvýšenou pohyblivost́ı. Jejich T2 dosahuj́ı hodnot 0,23 s a 0,28 s.

Pro relaxačńı doby T1 u residúı byly naměřeny (31, 36, 66, 78) extrémně

ńızké hodnoty. Tyto nebyly využity při výpočtech pohybových parametr̊u,

protože se s největš́ı pravděpodobnost́ı jedná o experimentálńı artefakt. Z po-

rovnáńı se sekundárńı strukturou plyne, že uvedená residua se vyskytuj́ı uv-

nitř helikálńıch část́ı proteinu, ve kterých se pohyblivost jednotlivých rezidúı

nemůže př́ılǐs lǐsit.

Pro nevyužit́ı residua 78 máme ještě jeden d̊uvod,protože jeho T1 byla

extrémně ńızká a ve spektrech T2 se jeho krosṕık v̊ubec nevyskytuje. Ke konci

měřeńı mohlo doj́ıt ke změně konformace vzorku vlivem endopeptidázové akti-

vity retrovirové proteázy. Celková doba měřeńı vzorku R55F byla asi dva týdny
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Obr. 14: Schéma sekundárńı struktury vzorku R55F [8].
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a na konci měřeńı již vzorek zcela změnil konformaci. Data z opakovaných

měřeńı prováděných v druhém týdnu tak nemohla být relevantně použita k

vyhodnoceńı relaxačńıch dob.
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Obr. 15: Výsledné hodnoty NOE navýšeńı pro vzorek R55F.

Spektra, ze kterých byly źıskány hodnoty NOE navýšeńı, maj́ı velmi

špatný poměr signál–šum. Je to dáno zp̊usobem měřeńı, při kterém nelze využ́ıt

metody INEPT k přenosu magnetizace z citlivých vod́ık̊u na duśıky, nebot’

nás právě zaj́ımá kolik magnetizace přejde na duśıky vlivem dipól-dipólové

interakce po zapnut́ı ozařováńı vod́ık̊u 1H. Z teorie plyne, že výsledná NOE

pro jádra duśıku by měla ležet v intervalu 〈−3, 93; 0, 783〉 [3]. Z hodnot uve-

dených v grafu (15) je patrné, že většina rezidúı se se svými hodnotami po-

hybuje na horńı hranici teoretického intervalu. Velikosti překročeńı teoreticky

př́ıpustných hodnot (zejména residua 22 a 89) dávaj́ı odhad chyby s jakou jsou

NOE navýšeńı určena. Źıskané hodnoty maj́ı tedy pouze kvalitativńı význam.

Pro fit Lipari-Szabóova modelu byly hodnoty NOE použity s čtvrtinovou

váhou proti T1. Váha T2 byla polovičńı, protože chyby určeńı T2 jsou přibližně

dvojnásobné proti chybám T1.
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Hodnoty zobecněných parametr̊u uspořádáńı jsou uvedeny v Obr. (16).

Okraje proteinu jsou poněkud flexibilněǰśı, S2 dosahuj́ı hodnot přibližně 0,4.

Středńı část molekuly je vysoce rigidńı, S2 ∼ 0,9. To odpov́ıdá stanovené

terciálńı struktuře skládaj́ıćı se z vysoce uspořádaných α-helix̊u, které jsou

spojeny méně uspořádanými smyčkami, (viz. Obr.8).

Zaj́ımavá jsou tři residua (47, 51 a 54), která se vyskytuj́ı v těsné bĺızkosti

mutace (55). V oblasti mezi residuy 43–53 se nalézá méně uspořádaná oblast
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Obr. 16: Zobecněný parametr uspořádanosti Lipari-Szabóova modelu pro vzorek

R55F

spojuj́ıćı helixy II a III. Změna konformace v této oblasti (viz. Obr. 17) mole-

kuly je pravděpodobně př́ıčinu zásadńı odlǐsnosti struktur WT a R55F. V této

oblasti se dále nacháźı předpokládaná signálńı sekvence (CTRS) pro změnu

lokalizace skládáńı retrovirové kapsidy. Zvýšená pohyblivost residua 47 je tedy

ve shodě s očekávaným chováńım mutantu R55F.
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Obr. 17: Srovnáńı struktur R55F a WT

Značná pohyblivost okrajových residúı naznačuje, že protein se ve vzorku

vyskytuje ve formě monomeru. Metodami NMR spektroskopie však nemůže

být vyloučeno, že malá část z celkového počtu molekul proteinu se vyskytuje

v oligomerńı struktuře.

Globálńı korelačńı čas celé molekuly je 8,5 ns.

Lokálńı korelačńı časy uvedené v Obr.(18) maj́ı velmi omezenou vy-

pov́ıdaćı hodnotu. Chyby určené z fitu jsou velké protože pro velká S2 (S2 <

0.7) je druhý člen Lipari-Szabóových spektrálńıch hustot pro τe ∼ 100 ps za-

nedbatelný. Vzhledem k malému počtu experimentálńıch parametr̊u použ́ıvá

pak fitovaćı procedura lokálńı korelačńı čas τe jako volný parametr k umělému

sńıžeńı celkové chyby fitu volnou nereálných τe. Lipari-Szabó̊uv neńı modelem

ideálńım. Lepš́ı by bylo použ́ıt modely specifické pro daný typ pohybu (např.

”
wobbling in a cone”). Tyto modely však obsahuj́ı v́ıce parametr̊u a vyžadovaly

by větš́ı počet experimentálńıch údaj̊u. Naměřeńı podrobných relačńıch dat je

však extrémně náročné na experimentálńı čas, kvalitu a koncentraci vzorku.
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Obr. 18: Lokálńı korelačńı časy Lipari-Szabóova modelu pro residua s S2 < 0.7.
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3.2.2 Vzorek WT

Pro vzorek WT byly změřeny pouze série spekter pro určeńı relaxačńıch dob

T1 a T2. Určeńı NOE navýšeńı bylo vynecháno pro obecně špatnou kvali-

tu naměřených dat a z toho plynoućı malou vypov́ıdaćı hodnotu. Spektra

vzorku WT maj́ı horš́ı kvalitu oproti spektr̊um R55F. Měřeńı byla kompli-

kována větš́ım množstv́ım interakćı př́ıtomných ve dvojitě značeném vzorku a

také obt́ıžněǰśı optimalizaćı nastaveńı sekvence na délku např́ıklad duśıkových

pulz̊u. Větš́ı š́ı̌rka signál̊u znesnadňuje volbu vhodných integračńıch oblast́ı a u

signál̊u, jejichž chemické posuny se navzájem jen málo lǐśı nelze často provést

odpov́ıdaj́ıćı separaci, která by umožnila přesněǰśı určeńı objemů a posléze i re-

laxačńıch dob. V obdob́ı sepisováńı této diskuse nebylo známo přǐrazeńı všech

rezonanćı, některé úseky nebyly přǐrazeny s jistotou. Tato residua byla ze zob-

razených dat i z diskuse vyjmuta. Celkem bylo přǐrazeno 88 residúı, změřeno

bylo 70 residúı a v grafech je vyneseno 54 z nich.
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Obr. 19: Výsledné T1 pro vzorek WT.
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Změřené hodnoty relaxačńı doby T1 jsou uvedeny v Obr. 19. Na konci

molekuly se vyskytuj́ı flexibilněǰśı residua, jejich T1 dosahuj́ı hodnot 0.9 s. Ve

středńı části je pr̊uměrná hodnota T1 asi 0.6 s.
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Obr. 20: Výsledné T2 pro vzorek WT.

Relaxačńı doby T2 jsou uvedeny v Obr.20. Na konćıch molekuly je možno

pozorovat pohyblivá residua s T2 přibližně 0.3 s. Ve středńı části pozorujeme

T2 asi 0.08 s.

Hodnoty pro residua 37 (T1), 55, 57, 59 (vše T2) byly porovnány se

sekundárńı strukturou publikovanou v [7]. Residuum 37 je součást́ı α-helixu II,

jeho pohyblivost se nemůže výrazně odlǐsovat od pohyblivosti okolńıch residúı.

Residua 55, 57 a 59 se nalézaj́ı na začátku helixu III, je pravděpodobné, že

jejich hodnoty jsou experimentálńı artefakty.

Při fitováńı parametr̊u Lipari-Szabóova modelu u vzorku WT jsme se

setkali s několika obt́ıžemi.

Experimentálně změřené časy T2 jsou systematicky kratš́ı, než doby

spočtené zpětně z nafitovaných dat. To poukazuje na možnou př́ıtomnost che-
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Obr. 21: Rychlosti chemické výměny pro vzorek WT.

mické výměny, nebot’ v T2 je obsažena informace o spektrálńıch hustotách

korelačńı funkce na nulové frekvenci (viz.18). Byl proto proveden výpočet pa-

rametr̊u Lipari-Szabóova modelu pouze z experimentálně daných dob T1. Z

nich byly spočteny časy T2 odpov́ıdaj́ıćı čas̊um T1. V převrácených hodnotách

relaxačńıch dob, které odpov́ıdaj́ı relaxačńım rychlostem lze napsat vztah:

R2 = Rfit
2 + ∆R2, (31)

kde R2 je experimentálně změřená hodnota, Rfit
2 je hodnota spočtená pomoćı

experimentálńı R1. V Obr.21 znázorněné ∆R2 odpov́ıdaj́ı rozd́ılu mezi R2

a Rfit
2 . ∆R2 by mohl být tzv. výměnný člen nesoućı informaci a rychlosti

chemické výměny, kterou je dané residuum postiženo. Známá tvorba trimer̊u

matrixového proteinu viru HIV podporuje tuto představu. Na druhou stranu

př́ıspěvek chemické výměny by měl být výrazněǰśı pro residua na konćıch mole-

kuly, která zprostředkovávaj́ı vazbu mezi jednotkami. Takto uniformńı ∆R2 též
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může být zp̊usobeno systematickou chybou zp̊usobenou např́ıklad nepřesnost́ı

nebo nehomogenitou 180◦ pulz̊u v CPMG sekvenci použité pro měřeńı T2.

Pozorovaná mı́ra ∆R2 u residua 42 se zdá být nad úrovńı systematické

chyby, toto residuum se nacháźı na počátku neuspořádané oblasti mezi residuy

42–54, která je hlavńı př́ıčinou strukturńı odlǐsnosti protein̊u R55F WT.

Vzhledem k tomu že pro vzorek WT postrádáme experimentálně určené

hodnoty NOE navýšeńı, bylo hledáńı minima soustavy rovnic Lipari-Szabóova

modelu poněkud problematické. Pro krátké časy přejde druhý člen v (28) na

tvar (1 − S2) τ . Pokud prvńı člen nefituje dostatečně dobře experimentálně

změřenou hodnotu R1 minimalizačńı procedura zvýš́ı uměle váhu druhého

členu použit́ım nereálné hodnoty τe. Celý fit je pak tlačen k př́ılǐs ńızkým

hodnotám S2 a vysokému globálńımu korelačńımu času τm. Kv̊uli nedostatku

experimentálńıch dat bylo jedinou možnost́ı řešeńı tohoto problému zafixovat

hodnoty τe pro některá residua (10–90) a sńıžit tak počet fitovaných parametr̊u.

Spočtené parametry jsou uvedeny na Obr. 22.

Hodnoty zobecněného parametru uspořádáńı ve středńı části proteinu uka-

zuj́ı, že struktura je vysoce rigidńı. Pr̊uměrný S2 v této oblasti je zhruba 0,9.

Kvalita dat je však výrazně horš́ı oproti R55F a tak nelze vyvozovat žádné

podrobněǰśı závěry o pohyblivostech jednotlivých residúı.

Výsledná nafitovaná hodnota globálńıho korelačńıho času τm byla 9,0 ns.

Z dat naměřených doposud na vzorku WT nebylo možné provést po-

drobněǰśı analýzu dynamického chováńı kostry proteinu. Z relaxačńıch pa-

rametr̊u byly použitelné v podstatě pouze relaxačńı doby T1. V daľśım po-

kračováńı projektu budou tato měřeńı opakována za účelem źıskáńı spekter s

lepš́ım poměrem signál–šum.

3.2.3 Srovnáńı vzork̊u WT a R55F

Hlavńı relaxačńı parametry a spočtené zobecněné parametry uspořádáńı pro

vzorky R55F a WT jsou porovnány v Tabulce 1. Zobecněné parametry

uspořádáńı jsou ještě jednou přehledně vyneseny v Obr. (23).
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Obr. 22: Zobecněný parametr uspořádáńı pro vzorek WT.

Tab. 1: Srovnáńı výsledk̊u pro vzorky R55F a WT

vzorek T1 okraje T1 střed p. T2 okraje T2 střed p. S2 okraje S2 střed 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: Porovnáńı spočtených zobecněných parametr̊u uspořádáńı pro vzorky R55F

a WT

Z uvedených parametr̊u je možné ř́ıci, že dynamické chováńı obou vzork̊u

je velice podobné. Helikálńı části protein̊u jsou rigidńı. U vzorku R55F je

zvýšená pohyblivost v oblasti CTRS, kde se zároveň nacháźı oblast mutace.

Tato pohyblivěǰśı residua nebyla v nemutovaném WT pozorována.

Globálńı korelačńı časy vycházej́ı 8,5 ns pro R55F a 9,0 ns pro WT. Z

Debeyovy teorie plyne, že globálńı korelačńı čas je úměrný třet́ı mocnině cha-

rakteristického rozměru molekuly. Z toho plyne, molekuly R55F a WT se ve

velikosti prakticky nelǐśı, což odpov́ıdá očekáváńı.
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4 Závěr

• Byly změřeny NMR relaxačńı parametry (15N : T1, T2 a NOE) dvou

vzork̊u matrixového proteinu Mason-Pfizerova opič́ıho viru: jednou mu-

tovaný vzorek, ve kterém byl arginin na pozici 55 nahrazen fenylalaninem

a přirozená nemutovaná forma. Ke stanoveńı dynamických parametr̊u byl

použit Lipari-Szabó̊uv př́ıstup.

• T1 vzorku R55F se na konćıch molekuly jsou přibližně 0,9 s, středńı část

molekuly je poměrně uniformńı, T1 dosahuj́ı hodnot 0,5 s. T2 jsou v rozmeźı

0,3 s na konci a 0,1 s ve středńı části. Zobecněné parametry uspořádáńı

jsou na okraj́ıch molekuly rovny 0,4, což odpov́ıdá pohyblivých residúım,

střed molekuly je rigidńı S2 mezi 0,8 a 0,9. Globálńı korelačńı čas molekuly

je 8,5 ns. V oblasti 42–55 byla pozorována tři pohyblivěǰśı residua. jejich

výskyt je ve shodě s předpokládanou lokalizaćı signálu pro změnu zp̊usobu

skládáńı kapsidy. Tento signál je zřejmě nefunkčńı u mutantu R55F, ne-

bot’ tento formuje kapsidy na membráně hostitelské buňky na rozd́ıl od

přirozené formy, která tak čińı uvnitř cytoplazmy.

• T1 vzorku WT se na konćıch molekuly jsou přibližně 0,8 s, středńı část

molekuly je poměrně rigidńı, T1 se pohybuj́ı okolo 0,6 s. T2 jsou v roz-

meźı 0,3 s na konci a 0,08 s ve středńı části. Zobecněné parametry

uspořádáńı jsou na okraj́ıch molekuly rovny 0,4, což odpov́ıdá pohyb-

livých residúım, střed molekuly je rigidńı S2 mezi 0,7 a 0,95. Globálńı

korelačńı čas molekuly je 9,0 ns. Pozorovaný rozd́ıl mezi experimentálně

změřenými T2 a T2 zpětně spočtenými z T1 ukazuje na možnost chemické

výměny. Př́ıtomnost chemické výměny podporuje představu, že matrixový

protein tvoř́ı v přirozené formě trimery.

• Z porovnáńı zobecněných parametr̊u uspořádáńı vycháźı vzorek nemuto-

vaného proteinu WT jako mı́rně rigidněǰśı. Globálńı korelačńı časy obou

molekul jsou v podstatě stejné, což odpov́ıdá očekáváńı, že mutace neměńı

výrazně velikost molekuly. Výskyt tř́ı pohyblivých residúı v mutovaném
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vzorku je ve shodě s předpokládanou lokalizaćı signálu pro změnu zp̊usobu

skládáńı kapsidy. Tento signál je zřejmě nefunkčńı u mutantu R55F, ne-

bot’ tento formuje kapsidy na membráně hostitelské buňky na rozd́ıl od

přirozené formy, která tak čińı uvnitř cytoplazmy.

• Lepš́ı hodnoceńı bude možné po dokončeńı strukturńıch studíı nemutované

formy matrixového proteinu.
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B Tabulka výsledk̊u pro vzorek R55F (pokračováńı).



52
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