Abstrakt

Transmembranové kanaly a ptenaSeCe z CIC proteinové rodiny se vyskytuji napfic¢ vSemi
zivymi organismy. Nachazeji se na cytoplasmatickych a lysosomalnich membranach bunék,
kde se podili na udrzovadni homeostdzy iontd. NarusSeni jejich funkce vede k vadznym
zdravotnim komplikacim. Pro vyvoj efektivni 1écby téchto onemocnéni je potfeba objasnit
transportni mechanismus CIC proteinti. Antiporter CIC-ec/ z E.coli je modelovym proteinem
celé CIC proteinové rodiny. Tento homodimerni protein, ktery transportuje proton proti dvéma
chloridovym iontlim, ma transportni drahu v kazdé z podjednotek. Na zéklad¢ krystalové
struktury se prepokladd, Ze béhem transportu se protein stfidavé otevird na obé strany
membrany. Otevieni proteinu smérem ven je umoznéno protonaci tii glutamatl, které se
nachdzeji v transportni dréze a jsou pro transport iontl klicové. Pro studium tohoto stavu byl
navrzen QQQ mutant, ktery ma tyto glutamaty nahrazeny za glutaminy. Dosud se studium
transportniho mechanismu ClC-ec/ opiralo pfevazné o studie zalozené na rentgenové
krystalografii. Krystalografie poskytla statické obrazky, které neobsahovaly dostatecné
informace o dynamice proteinu. Proto jsme pro studium transportniho mechanismu CIC-ec/
zvolili dynamickou metodu — vodik-deuteriovou vyménu spojenou s hmotnostni spektrometrii.
Soucasti prace byla exprese proteinii ClC-ec/ a jeho QQQ mutantu v bunkach E.coli, jejich
isolace pomoci detergentové solubilizace a purifikace pomoci afinitni a gelové permeacni
chromatografie. Dale bylo optimalizovano proteolytické Stépeni proteinu, za Gcelem zisku
nejvysSiho mozného prostorového rozliseni a sekvencniho pokryti. Nakonec byly provedeny
samotné HDX-MS experimenty. V prvnim experimentu byly porovnany konformace CIC-ec/
a jeho QQQ mutantu v pH skale 4,4 az 7,4. JelikoZ CIC-ec! pti pH 4,4 nebyl plné€ protonovan,
dalsi experiment byl proveden pfi niz§im pH — 3,0. Posledni HDX-MS experiment sleduje

zmény konformace vlivem postupné protonace v rozsahu pH 3,0-4,5 a srovnava je s pH 6,5.
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