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Abstrakt

Transmembranové kanaly a pienasece z CIC proteinové rodiny se vyskytuji napti¢ vSemi
zivymi organismy. Nachézeji se na cytoplasmatickych a lysosomalnich membranach
bun¢k, kde se podili na udrzovani homeostdzy iontd. NaruSeni jejich funkce vede
k vaznym zdravotnim komplikacim. Pro vyvoj efektivni 1écby téchto onemocnéni je
potieba objasnit transportni mechanismus CIC proteint. Antiporter ClC-ecl 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 zakladé krystalové struktury se piepoklada, ze béhem transportu
se protein stfidavé otevird na obé strany membrany. Otevieni proteinu smérem ven je
umoznéno protonaci tii glutamatd, které se nachéazeji v transportni draze a jsou
pro transport ionti kli¢ové. Pro studium tohoto stavu byl navrzen QQQ mutant, ktery ma
tyto glutamaty nahrazeny za glutaminy. Dosud se studium transportniho mechanismu
CIC-ecl opiralo pfevazné o studie zalozené na rentgenové krystalografii. Krystalografie
poskytla statické obrazky, které neobsahovaly dostate¢né informace o dynamice proteinu.
Proto jsme pro studium transportniho mechanismu CIC-ec/ zvolili dynamickou
metodu — vodik-deuteriovou vyménu spojenou s hmotnostni spektrometrii. Soucasti
préce byla exprese proteint ClC-ec/ a jeho QQQ mutantu v bunikach E.coli, jejich isolace
pomoci detergentové solubilizace a purifikace pomoci afinitni a gelové permeacni
chromatografie. Dale bylo optimalizovano proteolytické Stépeni proteinu, za ucelem
zisku nejvysSiho mozného prostorového rozliseni a sekvencniho pokryti. Nakonec byly
provedeny samotné HDX-MS experimenty. V prvnim experimentu byly porovnany
konformace CIC-ec/ ajeho QQQ mutantu v pH skéle 4,4 az 7,4. Jelikoz ClC-ecl
pii pH 4,4 nebyl plné protonovan, dalsi experiment byl proveden pii nizSim 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.

Klicova slova: H/D vyména, hmotnostni spektrometrie, struktura proteinu, membranové

proteiny, proton-chloridovy antiporter



Abstract

Transmembrane channels and transporters of the CIC protein family are present across all
living organisms. They are found on the cytoplasmic and lysosomal membranes
of the cells, where they participate in maintaining ion homeostasis. When dysfuncional,
they lead to serious health complications. To develop treatment for these diseases, it is
essential to describe transport mechanism of CIC proteins. The antiporter ClC-ecl
from E.coli is used as a model protein for the entire C1C protein family. This homodimeric
protein, which transports one proton against two chloride ions, has a separate transport
path in each monomer. Based on the crystal structure, it is believed that during transport
the protein alternates between outward and inward-facing conformations. Conversion
to the outward-facing conformation of the protein is accompanied by the protonation
of three glutamates located in the transport path. To study these conditions, a QQQ mutant
was designed that has these glutamates replaced by glutamines. Until now, the study
of the transport mechanism of CIC-ec/ has mainly relied on studies based on X-ray
crystallography. Crystallography provided static images, which did not contain sufficient
information about protein dynamics. Therefore, to study transport mechanism of CIC-ec/,
we chose a dynamic method — hydrogen-deuterium exchange mass spectrometry. In this
thesis, ClC-ec/ and its QQQ mutant were over-expressed in bacteria, isolated
via detergent solubilization and purified by affinity chromatography and gel filtration.
Next, the proteolytic step of the analysis was optimized to obtain sufficient spatial
resolution and sequence coverage. Finally, the HDX-MS experiments were performed.
In the first experiment, the conformations of C1C-ec/ and its QQQ mutant were compared
in the pH range 4.4 to 7.4. Since ClC-ec! was not fully protonated at pH 4.4, another
experiment was performed at an even lower pH — 3.0. The last HDX-MS experiment
followed changes in conformation during stepwise protonation within the pH range

of 3.0-4.5 and compared them with pH 6.5.
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1 Uvod

1.1 Proteiny — membranové proteiny

Proteiny jsou makromolekuly, pfitomné v ptirod€, sesklddané ze stavebnich jednotek
zvanych aminokyseliny.! V organismech se podili na velkém mnozstvi fyziologickych
procest, a proto neni piekvapenim, ze vice nez 50 % bunééné suSiny organismil tvoii
prave proteiny. Hraji dilezitou roli v bunécné signalizaci, hormonalni regulaci, transportu
latek, obran¢ organismu, svalové kontrakci, a nelze opomenout jejich enzymatickou

funkei.

Proteiny Ize délit na jednoduché a sloZené, které obsahuji i neproteinovou slozku.!
Dal$im kritériem déleni mize byt lokalizace v organismu, na zaklad¢ kterého rozliSujeme
proteiny intracelularni a extracelularni. Mizeme je odliSovat i podle jejich tvaru
na fibrilarni, globularni a integralni membranové proteiny. Globuldrni proteiny jsou
rozpustné ve vod¢. Do této skupiny zafazujeme periferni membranové proteiny, které jsou
k povrchu membrany pfichyceny nevazebnou interakci. Naopak fibrilarni proteiny

rozpustné nejsou a jejich funkce je pfedevsim strukturni.

Integralni membréanové proteiny prostupuji biologickymi membranami.! Vétsinou
maji hydrofobni ¢ast vnotfenou do membrany a hydrofilni globuldrni ¢ast, kterd je
v pfimém kontaktu s okolnim vodnim prostiedim. Mezi integralni membranové proteiny
patii membranové receptory, dileZité pro komunikaci buriky s okolim a né€které proteiny
senzymovou funkci. Dale jsou sem fazeny transmembranové transportni
proteiny — kandly a pfenaSece. Jejich tlohou je transport molekul a ionta ptes biologické
membrany a tim udrZovani rovnovadhy vnitiniho prostiedi organisml. Transport
zprostfedkovany proteiny muize probihat pasivné — usnadnénou difuzi, kterd je
zajiStovana kandly. Aktivni transport probiha proti koncentratnimu gradientu
transportované latky, pficemz energii Ize ziskat bud’ chemickou reakci, napt. hydrolyzou
ATP nebo kotransportem, sou¢asnym pienosem jiné molekuly ve sméru koncentra¢niho
gradientu. Pokud jsou obé molekuly transportovany stejnym smérem jednd se o symport,

v piipad¢ transportu opaénym smérem hovoifime o antiportu.



1.2 CIC proteinova rodina

Transmembranové proteiny z rodiny CIC zahrnuji jak C1 /H" transportéry tak Cl~ kanaly?
podilejici se pfedev§im na udrzovani homeostdzy a také na mnoha dalSich procesech
v bunikach. Vyznacuji se transportem Cl™ ionti pies membranu. Chloridovy iont ptisobi
jako protiiont vi¢i Na" a K, a tim se podili na udrzovani elektroneutrality. Neméng
dulezita je role Cl™ iontll v osmoze, souvisejici s transepitelidlni sekreci a absorpci vody,
¢imz je regulovan objem bunék.’ Transportéry chloridi najdeme také v neuronech
a svalech, kde umoziuji elektrickou excitaci, prostfednictvim zmény néaboje biologické
membrany.*> Transportéry z CIC rodiny byly kromé& plasmatické membrany nalezeny
i na membranach endosomi a lysozomii, kde se jedna o 2C1I'/H" pfenasece, jeZ se taky

podileji na zmé&néach néboje.b

CIC proteiny vykazuji strukturné mnoho spole¢nych ryst. Jsou to homodimery,
jejichz podjednotky spolu silné interaguji. Kazdy monomer obsahuje samostatnou
transportni drdhu iontéi a k vazb& aniontu dochazi uprostied kazdé z podjednotek.’'
Eukaryotické CIC se od prokaryotickych odliSuji pfitomnosti dvojice C-terminalnich
CBS domén (cystationin B-synthasa).!'! CBS domény zastivaji rtizné funkce
ato predev§im regulani. Jednou z nich je regulace prestupu iontd kandlem,
napiiklad u kanalu C1C-0.'?> Dale hraji roli pti transportu CIC-5 do endosomi v rdmci

bunék a jsou mistem vazby jinych molekul, napi. ATP.!314

Dnes je znama Sirokd skala CIC genové rodiny transportéri a kanal. Prvnim
objevenym chloridovym kandlem byl CIC-0, ziskany z elektrického orgdnu moiského
parejnoka (Torpedo marmorata), ktery vyuziva elektricky Sok pro lov kofisti.'> Nasledng
byly identifikovany CIC geny napfi¢ vSemi organismy, vcéetné dvou isoforem
bakterialnich CIC v Escherichia coli,'® jednoho CIC transportniho proteinu v kvasince
Sacharomyces cerevisiae'’ a deviti savéich CIC genti. U savci jsou &tyfi z téchto proteint
kanaly umistnéné na cytoplasmatické membrané a pé&t funguje jako C1/H" transportéry

na intraceluldrnich membranach organel (Obr. 1, str. 12).!8
1.2.1  Savci CIC proteiny a onemocnéni s nimi spojené

Detailni studie sav¢ich CIC proteini odhalily nejen jejich funkci v organismech, ale také

mutace, které jsou pfi¢inou lidskych genetickych onemocnéni. Prvnim objevenym savéim
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proteinem z CIC rodiny byl CIC-1, ktery je exprimovan jen v kosternich svalech a podili
se na repolarizaci svalovych vldken pfi praci. Mutace v jeho genu zpisobuji dosud
nelécitelné onemocnéni myotonia congenita, které se vyznacuje svalovou ztuhlosti

IV W

zapii¢inénou opozdénou relaxaci svali. '

CIC-2 byl nalezen v mnoha tkanich v¢etné mozku, srdce, plic a traviciho traktu.
Jednou z jeho funkci je zprostiedkovani absorpce vody a soli na bazolateralni strané
enterocytt.?’ Dale se protein nachazi v n&kterych gliovych buiikich, kde se vaze
na molekulu GlialCAM. Vazba ovliviiuje otevirani kanalu a dysfunkce CIC-2 vede
k rozvoji neurologického onemocnéni, zvané¢ho leukodystrofie (porucha ristu a obnovy

bilé hmoty).?!

CIC-Ka a CIC-Kb jsou dva piibuzné¢ kanaly, které se vyznacuji odliSnou
selektivitou oproti ostatnim CIC kanaltim — Br™ > CI™ > I".?? Pro jejich funkci je nezbytna
B-podjednotka barttin, ktera je ko-exprimovana s CIC-K kanaly.”® V organismech jsou
v nefronech a stria vascularis vnitintho ucha. CIC-Kb se v Henleho kli¢ce podili
na reabsorpci CI- do krevniho feCisté jenz nasleduji Na®, které jsou reabsorbovany
pies Na'/K* pumpu. Tento proces umoziiuje také zpétnou reabsorpci vody.>* Poskozeni
CIC-Kb zplsobuje Bartteriv syndrom typu III, ktery se vyznacuje hypokalemii,
metabolickou alkal6zou a sekundarnim hyperaldosteronismem.?* Ve vnitinim uchu jsou
exprimovany oba CIC-Ka a CIC-Kb, které zde udrzuji vysokou koncentraci K™ a kladny
potencial endolymfy, dulezity pro sluch. Mutace v obou CIC-K kanalech vede k ztraté

sluchu.?®

Nejvice studovanym pienaseGem 2CI/1H' je CIC-5, ktery je exprimovan
naranych a pozdnich endosomech proximalnich tubuldrnich bunék v ledvinach
a apikdlnich endosomech epitelu sttev.”®?’ Jeho vyfazeni prostfednictvim mutaci
zpisobuje Dentovu chorobu. Jednd se o vzacné genetické onemocnéni vazané
na X-chromozoém postihujici ledviny a zplisobujici zejména proteinurii malych proteind,
ale také hyperkalciurii a ledvinové kameny. Pfesnou funkci CI1C-5 pfi endocytoze ranych
endosomu se zatim nepodafilo objasnit. Pavodné se piedpokladalo, ze transport Cl™
pfes membranu prostiednictvim CIC-5 je dulezity pro neutralizaci kladného naboje
protonti, které jsou dovnitf transportovany ATP4zou pro okyseleni endosomtl. Pozdéjsi

studie ukazaly, ze se ve skuteCnosti jedna o antiporter, ktery transportuje H"
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proti protonové ATPaze. Toto zjiSténi vedlo k piehodnoceni predeslych hypotéz o jeho

funkci v procesu endocytozy.

Soucasti membrany lysozomi je i 2C1/1H" ptenase¢ CIC-7, ktery jako jediny
pro svou funkci a stabilitu potfebuje B-podjednotku, Ostm1.® CIC-7 byl nalezen jednak
na lysosomalni membrané, ale také na zahybech nafasené membrany osteoklastu,
které jsou zodpovédné za resorpci kosti. Jedinci s mutaci tohoto antiporteru nebo jeho
B-podjednotky trpi osteopetrozou. Osteopetrdéza je dédiéné onemocnéni, zplisobené
neefektivnim odbourdvanim osteoklastl, kvili naruSenému okyseleni v resorpéni oblasti
osteoklastii. Dalsi nemoci spojené s mutaci v genu pro CIC-7 a poskozenim drahy

lysozomil jsou retinalni degenerace a neurodegenerace.

Role zbyvajicich tii proteinti, CIC-3, -4 a -6 v organismu je zatim nejasna. CIC-3
je spojovan s neurodegenerativnimi onemocnénimi.?® C1C-4 je dalsi 2C17/1H" antiporter
nachazejici se na endosomech svalii a mozku lidi.>> C1C-6 byl nalezen pouze v nervovém
systému, a to na membranach endosomi a lysozomii. Jeho nepfitomnost zpiisobuje leh¢i

formu lysozomalni choroby.*

Ptehled informaci o jednotlivych savéich proteinech shrnuje Obr. 1.

Protein B-podjednotka Onemocnéni
g dc1a Myotonia congenita
E_cc2 leukodystrofie
:‘E g CIC-Ka Barttin ztrata sluchu
E CIC-Kb Barttin Barttertv f,yndrom typu lll,
a ztrata sluchu
> CIC-3 neurodegenerace
33 CIc-4
‘_‘gg CIC-5 Dentova choroba
25 CC6 lysozomalni choroba
S Clc-7 Ostm1 osteopetroza

Obrazek 1 — Rozdéleni savcich CIC proteint, informace o B-podjednotkach, potiebnych pro funkeci
a onemocneénich, které dysfunkce CIC proteinti zptisobuji.
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1.2.2 Bakterialni chloridovy antiporter CIC-ec1 z Escherichia coli

Modelovym proteinem pro studium celé proteinové rodiny je transportér CIC-ecl
z baktérie Escherichia coli, jehoz struktura byla objasnéna roku 2002.° Relevantnost
ClC-ecl jako modelu pro ostatni transportéry CIC proteinové rodiny byla dlouho
zpochybiiovéna, z divodu nizké sekvencni homologie CIC-ec/ a ostatnich proteinti této
rodiny. AZ pozd¢jsi studie ukazaly, Ze oblasti zodpovédné za transport iontli jsou
od bakterii po savce konzervovany, a tudiz lze tento transportér pouzit jako modelovy

protein pro studium transportniho mechanismu CIC.3!"32

CIC-ec/ ma molekulovou hmotnost pfiblizné 50 kDa a je lokalizovan
na plazmatické membrané baktérie E. coli. Prvni studie proteinu predpokladaly,

ze se jedna o kandl a kromé jeho homodimerni struktury odhalily i jeho iontovou
selektivni fadu: CI°, Br™ > NOs~ > I',F° >>H,PO4, glutamatat.' Pozd&jsi prace

viak ukézaly, Ze se jedna o striktni 2:1 CI/H" transportér.>

Struktura ClC-ec! se vyznacuje zdkladnimi rysy spolecnymi pro celou
CIC proteinovou rodinu. Jako jiz bylo zminéno, protein je tvofen dvéma stejnymi
podjednotkami.'® Podjednotky tvoii 18 alfa helix@i (ozn. A-R) (Obr. 2, str. 14) riiznych
délek, znichz 17 je alesponl ¢aste¢né vnotenych do membrany. Krystalova struktura
CIC-ecl odhalila pseudosymetrii uvniti monomerd, kde helixy A-I tvoii stejny motiv jako
helixy J-R, ale jejich orientace vzhledem k membrané je invertovana.” Mezi témito
doménami je umistnénd iontova transportni draha. Uprostied transportni drahy je zazeni
tvorici selektivni filtr. V zazené ¢asti najdeme tfi mista pro vazbu iontl (Sin, Scen, Sex).
Centralni a interni misto je obsazeno chloridovym aniontem, pfi¢emz Cl™ v pozici Sin je
castecné desolvatovany a ¢astecné v kontaktu s intracelularni kapalinou. CI™ v pozici Scen
je vnofen do vnitra proteinu, kde interaguje s aminokyselinami tvoticimi selektivni filtr
(tzv. interni branu pro transport) — S107 a Y445. Mutaci ekvivalentnich rezidui u proteinti
z CIC proteinové rodiny bylo zji§téno, ze S107 pravdépodobné zodpovida za selektivitu?
a Y445 se podili na spiazeni transportu a vazbé chloridf.** Krystalova struktura CIC-ecI’

je zobrazena na Obr. 3, str. 15.
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Obrazek 2 — Schématické znazornéni topologie jedné podjednotky ClC-ec!. Jednotlivé helixy A-R jsou
zobrazeny jako valce, domény jsou odliSeny barevné. Na koncich helixd, podilejicich se na interakcich
s CI', jsou oznadeny parcialni naboje.’

Transportni mechanismus CIC-ec/ neni stale pln¢ objasnén. Studie ukazaly,
ze se vymyka klasickému mechanismu tzv. stfidavému pfistupu (z angl. alternate access).

Vazba obou substratli probihd simultanné. Chloridovy iont se vaze prvni, a to do mist Scen

a Sin, a tim zvyhodiiuje prenos H' na Glu(ex).*

Transport chloridovych iontd v ClC-ec/ probihd jiz zminénou iontovou
transportni drdhou. V zékladnim stavu je pozice Sex obsazena zbytkem aminokyseliny
Glu(ex)(E148), ktera blokuje priichod C17, a také svym zdpornym nabojem kompenzuje
kladné naboje na koncich helixi N a F, které by se jinak odpuzovaly. Cl™ takto uzavienou
transportni drdhou neprochazi (tzv. externi brana) a pro otevieni transportéru je nutna
zmeéna pozice postranniho fetézce Glu(ex). Ta miiZze byt navozena protonaci Glu(ex).
Tuto hypotézu se podatilo ovétit pomoci dvou mutantti E148Q (Obr. 5, str. 17) a E148A,
u nichz doSlo k zméné¢ orientace postranniho fetézce Glu(ex) smérem do extracelularniho
prostoru, zpriichodnéni CI™ transportni drdhy a k vazb& Cl™ i v misté Sex.>!? Naruseni
vnitini 1 vnéj$i brany mutaci rezidui Glu(ex) 1 Y445 zplsobi zna¢né zvySeni rychlosti
prachodu CI™ pfes membranu a takto pfipraveny mutant se oznacuje jako podobny kanélu

(z angl. channel-like).*
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Obrazek 3 — Struktura CIC-ec! — pohled z boku (A) a pohled shora (B). Jednotlivé podjednotky jsou
odlieny barevné, transportni drahy pro Cl™ ionty jsou znazornény modrou barvou, transportni drahy pro H*
jsou znazornény zlutou barvou. Cervené jsou zobrazeny glutamaty dileZité pro transport protont
(E148, E203 a E113) a oranzové jsou znazornény atomy Cl~ navazané ve vazebnych mistech.®3? Piipraveno
v Pymolu.’® (PDB ID: 10TS)

Transport chlorida je v ClC-ecl sptazen s pfenosem protonii pifes membranu.
Pfesny mechanismus transportu protonii dosud nebyl Gpln€é objasnén. Prvni hypotézy
ocekavaly, ze do transportu protond bude zapojen Glu(in)(E203), ktery je na rozdil
od Glu(ex), evolucné¢ konzervovadn jen u pienasect, transportu Cl” se nelcastni
au CIC kanalti je nahrazen valinem. Navrzend transportni draha zahrnovala pfenos
protonu z Glu(in) na Glu(ex) prostfednictvim molekul vody, které¢ se uvnitt proteinu

sefazuji za pomoci rezidui E202, E148 a A404. Na zadklad¢ pozice téchto rezidui
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v proteinu je patrné, Ze transportni draha H" se na intracelularni strané s C1™ transportni

drahou rozchazi.’”*° (Obr. 3, str. 15)

Nejnovejsi studie vSak zpochybiuji roli Glu(in) jako prenaSeCe protoni
na Glu(ex), jelikoz jeho mutace na alanin (mutant E203A) nebo glutamin (mutant E203Q)
nevede k zastaveni transportu H', ale jen ke sniZeni rychlosti transportu. Pomalej$i
transport je pravdépodobné zpisoben nizs$i efektivitou tvorby vodnich fetézca,
které se nejefektivnéji tvori, kdyz je Glu(in) protonovan. Do regulace vodnich fetézcti
se zapojuje také glutamat 113 (Obr. 4). Tyto poznatky o fetézcich vody a roli Glu(in)
v transportu H" byly ziskany studiem QQQ mutantu (E148Q, E203Q a E113Q)
(Obr. 5, str. 17).*° Mutant byl navrzen jako model pln& protonovaného stavu proteinu
na zéklad¢ poznatk publikovanych v roce 2015, které naznacily, Ze snizenim pH dochazi
k konformaénim zmé&ndm v blizkosti Glu(ex).*! Pozdé&ji byla tato prostorova struktura

ClIC-ecl oznaCena  za konformaci  proteinu  otevieného  smérem  ven

).42

(z angl. outward-facing confomation

Obrazek 4 — Znazornéni vodnich fetézci v proteinu CIC-ec/, navrhnutych na zakladé dat
z MD simulace (A). Pfiblizeni mista, kde vznika fetézec vody (B). Zelené jsou znazornény chloridové
ionty, fialové postranni fetézce rezidui, podilejicich se na transportu, v jejich zakladni pozici a oranzové
jsou zndzorn€ny v pozici po rotaci a tvorbé fetézcl vody. Molekuly vody jsou znazornény pomoci
cerveno-Sedych kulickovych modeld. Na obrazku C lze vidét hustotu vody (fialove) v pfiblizené casti
proteinu.*°
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Studium QQQ mutantu ukézalo, ze jeho konformace se liSi od prostorového
uspotadani CIC-ec! pfi neutralnim pH a zaroven se blizi konformaci C1C-ec/ v prostiedi
nizkého pH. Mutovany protein podle predpokladl transportuje ionty rychleji nez C1C-ec/
a také umoznil objev nové orientace postranniho fetézce Glu(ex) a to otoceni smérem
do hydrofobniho jadra proteinu (Obr. 5C) a pfispél k objasnéni role vodnich fetézcu
v transportu iontd. V QQQ mutantu se nachéazely fetézce vody propojujici Gln(ex)
s intracelularnim prostiedim. Vétsina z nich vedla kolem Q113 a to paraleln¢ s transportni

drahou C1~.4

Obrazek 5 — Konformace postranniho fetézce Glu(ex)(Eex) u ClC-ec/(A) a Gln(ex)(Qex) u mutantl
E148Q(B) a QQQ (E148Q/E203Q/E113Q) (C). Chloridové ionty jsou oznaceny zelené, Cervené jsou

oznadeny atomy kysliku a modie atomy dusiku na Glu(ex)/Gln(ex).*’ (upraveno).

Od objeveni ClC-ec/ antiporteru bylo pfedstaveno vice prepokladanych
mechanisml transportu, které byly postupné aktualizovany v zavislosti na nové
ziskanych poznatcich.*** Chavan et al. ve svém ¢lanku piedstavil nejnovéjsi
aktualizovany model s inkorporovanymi informacemi ze studia QQQ mutantu CIC-ec!.
Upraveny transportni mechanismus CIC-ec/ (Obr. 6, str. 18) zacind v zdkladnim stavu
proteinu ClC-ec/, kdy Glu(ex) se nachazi v pozici Sex a je deprotonovan. Pozice Scen
je obsazena Cl™ (stav A). Nasleduje vazba druhého CI™ zcytosolu buiikky a rotace
postranniho fetézce Glu(ex) smérem do extraceluldrniho prostoru (stav B). Poté je
protonovan Glu(ex) z extracelularniho prostoru, coz zpiisobi konformacni zménu
Glu(ex) (stav C) a dale zménu prostorového uspotradani celého proteinu (stav D). Tento

stav je reprezentovan QQQ mutantem a piedstavuje konformaci proteinu oteviené¢ho
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smérem do extracelularniho prostoru. V tomto stavu dochazi k rozsiteni na extracelularni
stran¢ atedy zpfistupnéni vazebného mista Sex pro vazbu CI° ¢i jeho uvolnéni
do extracelularniho prostoru. Postranni fetézec Glu(ex) je otocen do hydrofobni Casti
proteinu, kde se dostava do blizkosti Glu(in). Glu(in) je velice flexibilni a Casto méni
pozici postranniho fetézce. Vychyleni Glu(in) z pavodni pozice vede k otevieni proteinu
pro tvorbu vodnich fetézcii vedouci az po Glu(ex) (stav E). Dochézi k transportu protonu
z Glu(ex) do vnitra buiikky a k rotaci postranniho fetézce Glu(ex) zpét do transportni
dréhy, kde vytésni Cl™ ionty. Hnaci silou je zaporny naboj deprotonovaného Glu(ex)
(stav F). Pokud opét dojde k vazbé CI™ do mista Scen, Glu(ex) se posune do pozice Sex,
coz vede k piechodu proteinu zpatky na stav A.*° Transport miZe probihat obéma sméry,
i kdyz transport CI- dovnitf buiiky spiazeny s transportem H' do extracelularniho

prostoru je silné preferovan.*¢
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Obrazek 6 — Transportni mechanismus ClC-ec/. Jednotlivé stavy jsou oznaceny A-F. Modfe jsou vyznaceny
molekuly vody a zelené CI™ ionty. PferuSovanou ¢arou jsou znazornény ¢asti, o kterych nemame dostatek
poznatkd pro urCeni prostorové struktury — jednéd se o konformaci proteinu otevieného smérem dovnitf
(z angl. inward-facing conformation).*°
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1.3 Studium integralnich membranovych protein(

Detailni studium struktury a dynamiky integralnich membranovych proteinu vétSinou
vyzaduje jejich uvolnéni zmembrany.*” Aby piisolubilizaci nedoslo k naruseni
prostorové struktury proteinu a k nasledné ztraté jeho funkce, je nutno hydrofobni
prostiedi membrany nahradit umélym hydrofobnim prostiedim. Pro experimentalni tcely

bylo vyvinuto vice zptusobu solubilizace membranovych proteind.

Nejjednodussi a nejpouzivanéjsi umelé hydrofobni prostiedi 1ze vytvofit pomoci
detergenttl.*® Detergenty jsou latky, které ve své struktufe obsahuji hydrofobni
1 hydrofilni ¢ast, coz umoziuje interakci s hydrofobnimi ¢astmi proteinu, zanofenymi
v membran€ i s molekulami vody v roztoku. Pokud je detergent ve vodném roztoku
v dostate¢né koncentraci (tzv. kritickd micelarni koncentrace, CMC) vytvaii struktury
micel, které¢ jsou schopny nahradit biologickou membranu. Problémem detergentové
solubilizace je rozdilnost oproti biologickym membrandm. Jelikoz se nejedna o lipidické
molekuly, nelze sledovat interakce lipidii se strukturami studovaného proteinu. Protein
v detergentovém prostiedi také mize zaujmout odlisSnou konformaci, coz vede
k ovlivnéni jeho funkce ¢i stability. Detergenty jsou také cCasto nekompatibilni

s biofyzikalnimi metodami.

Piirozengjsi variantou umélé membrany jsou lipidové nanodisky.* Strukturné
jsou tvofeny skeletem z apolipoproteinového derivatu, ktery obklopuje lipidy tvofici
hydrofobni prostiedi. Slozeni lipidii a velikost nanodiskt lze regulovat a je to predmétem
optimalizace pro kazdy studovany protein. Roli zde hraji délka pouzitého
apolipoproteinu A1, volba typu lipidi a pomér mezi proteinovymi a lipidovymi sloZkami

smesi.

Dalsi moznosti jsou lipidové bicely, vytvafené v kontrolovanych podminkach
pomoci specifického poméru fosfolipidi s kratkym a dlouhym fetézcem.>® Strukturné
se jedna o malou lipidovou dvouvrstvu, ktera je na okrajich stabilizovana detergentem.
Pted inkorporaci proteini do nanodiskt ¢i bicel je vSak nutnd isolace proteinti pomoci

detergentu.

Moznosti, jak se vyhnout pouziti klasickych detergentii, je pifimo solubilizovat

1

membranu pomoci kopolymeru styrenu a anhydridu kyseliny maleinové.’! Tyto

tzv. nativni SMALP (z angl. styrene maleic acid lipid particles) jsou seskladany
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ze SMA polymert a lipida ptivodni membrany. Velikost SMALP nanodiski je flexibilni

a prizpusobuje se velikosti proteinu, ktery se do nich inkorporuje.

Poslednim ptikladem jsou saposinové pikodisky. Skelet pikodiskl tvofi segment
proteinu saposinu, ktery 1ze snadno ptipravit heterologni expresi v baktériich a jak nazev
napovida, jsou mensi nez klasické nanodisky.”? Saposinové pikodisky se samovolné
skladaji v roztoku, ktery obsahuje saposin A, lipidy a membranovy protein solubilizovany
v detergentu. Jiny zptisob vytvoteni saposinovych pikodiskl je pfidani saposinu pifimo
k izolovanym membranam. V tomto ptipadé¢ je lipidické slozeni pikodisku
ekvivalentni slozeni plvodni biologické membrany. Nekteré lipidy vytvoreni
saposinovych pikodiskli podporuji, napfi. fosfatidylcholin a fosfatidylserin, naopak

fosfatidylethanolamin neni vhodny pro jejich ptipravu.

Vsechny vySe zminéné zpiisoby solubilizace membranovych proteinti jsou
graficky zndzornény na Obr. 7.
? ? detergent
8&‘ :

1 %ﬁﬁﬁ.m@
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Obrazek 7 — Schematické znazornéni riznych struktur pouzivanych pro solubilizaci integralnich
membranovych proteint.** (upraveno)

1.3.1 Metody studia struktury a biologického mechanismu membranovych proteind

Objasnéni struktury a dynamiky membranovych proteinil je nezbytny krok k pochopeni
jejich biologické funkce.>* Narugeni jejich biologického mechanismu, napf. vlivem
mutace klicového rezidua, Casto vede k poskozeni, které pro jedince predstavuje
zdravotni komplikace. Objasnéni mechanismu otevirda moznosti pro vyvoj léciv, cilenych

na konkrétni ¢ast mechanismu.
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Jednou z metod pouzivanych pro objasnéni struktury proteint je rentgenova
krystalografie (RTG krystalografie). Patii mezi metody s vysokym rozliSenim,
protoze poskytuje struktury proteinil s rozliSenim na tirovni atomt. Experiment vyzaduje
protein v podob¢ krystalu, jehoz ptiprava miize byt u dynamickych ¢i heterogennich
systémul obtizna. Krystal proteinu po vystaveni rentgenovému zafeni poskytuje mapy
elektronové hustoty, které reprezentuji strukturu krystalizovanych molekul.>®
Pro chloridovy antiporter byla krystalografie stéZejni studijni metodou, ptestoze byla
schopna zachytit protein pouze v jednom vazebném stavu, coz bylo dano pozadavky
na krystalizacni podminky. Pomoci rentgenové krystalografie byla objasnéna krystalova
struktura CIC-ec/ a jeho mutantii, coz vedlo k objeveni riiznych pozic Glu(ex) v ramci

jeho transportniho mechanismu. %4

Pro strukturni studie se pouziva také kryo-elektronova mikroskopie (Cryo-EM).
Jedna se o metodu zalozenou na zmraZeni ¢istého proteinu v roztoku pomoci kapalného
ethanu. Vznikne tenka vrstva amorfniho ledu, ktera je nésledné pouzita pro analyzu
zmrazeného proteinu pomoci transmisni elektronové mikroskopie pfi teploté kapalného
ethanu. Metoda ma Siroké pouziti pro studie velkych proteinovych komplexi ¢i celych
virovych &astic, nicméné jeji vyuziti pro nizkomolekularni proteiny je zatim obtizné.*
V poslednich letech doSlo k vyraznému pokroku metody zhlediska rozliSeni,
coz umoziuje posouvat velikostni limit metody k mensim proteintim.>’ Pomoci Cryo-EM
byly sledovany na pH zavislé konformacni zmény proteini z CIC proteinové rodiny,
které doprovazeji otevieni transportnich drah antiportert. Tato studie zroku 2024
zachytava ClC-ecl vedvou stavech — stav sotevienymi transportnimi drahami
a uzavienymi transportnimi drahami. Data ukazuji, Ze ob¢ transportni drahy se oteviraji

vzdy souCasné¢ a samotné otevieni je doprovazeno velkymi konformacnimi zménami

celych podjednotek.®

Rentgenova krystalografie i Cryo-EM poskytuji prevazné statické obrazky,
tedy neumoziuji vzdy kompletni sledovani dynamiky proteinti. Zména konformace je
vSak Casto podstatnou casti biologického mechanismu. Dynamiku proteinu lze 1épe
zachytit pomoci NMR spektroskopie,” kterd probiha v roztoku, a zdroveii umoziuje
sledovat membranové proteiny piimo v jejich ptirozenych lipidovych membranach.®
Pomoci NMR lze vidét pouze jadra s nenulovym spinem, proto je ptfed provedenim

experimentu nutné vzorek isotopové oznacit. Pfechody mezi energetickymi hladinami
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indukované magnetickym polem lze sledovat pii specifickych rezonan¢nich frekvencich
a na zéklad¢ ziskanych dat modelovat strukturu proteinu. Jelikoz je metoda schopna
rozli$it atomy stejného prvku na zakladé zmén lokalniho magnetického pole vlivem
stinéni okolitych atomu, ziskané struktury maji atomarni rozliSeni. Pomoci NMR Ize
ziskat struktury malych az stiedné velkych proteinti, coz je jednou z hlavnich limitaci
metody.®! Pro NMR studie CIC proteinti byly pouzita jadra 'F. Studie ClIC-ecl,
oznac¢en¢ho fluorotyrosinem, zachytila konformacni zmény indukované riznymi
koncentracemi Cl~ a H' iontd. Ty byly pozorovany na rozhrani podjednotek a v oblasti

transportni drahy C1~ iontt1.%?

Pro studium dynamiky proteinii jsou uZzitecné i metody s niz$im rozliSenim.
Sem lze tadit naptiklad vodik-deuteriovou vymeénu spojenou s hmotnostni spektrometrii
(HDX-MS).53¢* HDX-MS v porovnani s vy$e zminénymi metodami nedokéaze urdit
polohu jednotlivych atomil v struktufe. Naopak umoznuje sledovani dynamiky proteinii
v roztoku v rozlicnych podminkéch (pH, iontové sila, teplota atd.) a zaméfovat se
inaslozit¢ multiproteinové komplexy. Vzijemnd komplementarita statickych
a dynamickych i vysoce- a nizko-rozliSujicich metod je patrna tieba z interpretace
HDX-MS dat, kterd se Casto provadi pomoci dostupné krystalové struktury proteinti.
V kontextu studia membranovych proteint je vyhodou HDX-MS nizké spotfeba vzorku

a moznost pouZit proteiny v nizsich koncentracich, coz snizuje riziko agregace proteind.
1.3.2 Vodik-deuteriova vymeéna spojena s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS)

Vodik-deuteriova vyména spojend s hmotnostni spektrometrii je analytickd metoda,
pouzivand pro studium konformace a dynamiky proteinti v roztoku.% %7 HDX-MS sleduje
kinetiku vymény vodikd za deuteria po vlozZeni studovanych proteini do pufru
ptfipraveného v D;0. K vodik-deuteriové vymén€ dochazi na mistech pfistupnych
rozpoustédlu, pfi¢emz piistupnost mize byt ovlivnéna prostorovou strukturou proteinil
a zapojenim vodikti do vodikovych vazeb. Rychlost vymény je kromé prostorové

struktury siln€ ovliviiovdna i hodnotou pH prosttedi a teplotou.

V HDX-MS je sledovana vyména amidickych vodikd, protoze jejich rychlost
vymeény je diky existenci proteinové struktury zpomalena na Uroven umoziujici

analyzu.®> Aby k vyméné doslo musi byt amidovy vodik v kontaktu s rozpoustédlem.
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To je zabezpeCeno lokalnim otevienim struktury a naslednym sbalenim. Zminéné

fluktuace v konformaci ovliviiuji kinetiku vymény.*%%

) k D H k
Schéma procesu: P(H)g = p(H)Op\;;_/; P(D)op #C' P(D)y
cl ch op

kde kop —rychlostni konstanta otevieni, k¢ — rychlostni konstanta uzaviteni, kcn — rychlostni
konstanta chemické vymény (zavisla na teploté, pH pufru a aminokyselinové sekvenci),
P. — uzavieny stav proteinu, Po, — otevieny stav proteinu. %%

Na zékladé¢ schématu lze rychlostni konstantu pozorované vymeény (kupx) vyjadiit

nasledovné:

_ kop XKch

kupx = T then (1)

kde kop — rychlostni konstanta otevieni, k¢ — rychlostni konstanta uzavteni, kcn — rychlostni
konstanta chemické vymény (z4visla na teploté, pH pufru a aminokyselinové sekvenci).”
Pokud je rychlost uzavieni minimalné¢ o deset fadii pomalejsi nez rychlost deuterace,
amidy se deuteruji pted uzavienim a pozorovana deuterace bude dana rychlosti otevieni
amidu vzhledem k rozpoustédlu. Tento typ kinetiky byl pojmenovan EX1 kinetika.
Pokud je tomu opacné, pozorujeme tzv. EX2 kinetiku. K uzavieni dochazi rychleji,
nez dochazi k deuteraci, a proto neZ budeme deuteraci pozorovat, musi se struktura
vicekrat otevfit. Pro proteiny fidici se EX2 kinetikou bude celkova rychlost vymény déna
nejen rychlosti vymény vodikd za deuteria, ale taky pomérem rychlosti otevieni
auzavieni struktury. Studie ukazuji, ze vétSina proteinli v nativnim stavu vykazuje
EX2 kinetiku.”"’? V hmotnostni spektrometrii (MS) pozorujeme H/D vyménu kinetikou
EX2 jako zménu tvaru isotopové obalky, ktera se navic kontinualn€ posouva smérem
k vy8§im hodnotdm m/z (Obr. 8A, str. 24). Pro EX1 kinetiku je typicka bimodalni
distribuce. Prvni populace je nedeuterovana ¢ast vzorku, zatimco druha populace je
jiz vysoce deuterovana. S delSim Casem deuterace bude dochédzet k rGstu intenzity
deuterované populace a k poklesu intenzity nedeuterované populace (Obr. 8B, str. 24).
Nicméné spektra obsahujici Cistou EX1 kinetiku jsou pomérné vzicna a obvykle
pozorujeme smesné obalky EX1 a EX2 kinetiky (Obr. 8C, str. 24). Toto chovani je Casté

u membranovych proteint.”> 7>
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Obrazek 8 — Modelové MS spektra pro mozné kinetiky HDX. EX2 kinetika (A) a EX1 kinetika (B)
a kombinace EX1 a EX2 kinetiky (C).” (upraveno)

=

1.3.2.1 Faktory ovlivAujici rychlost vodik-deuteriové vymeény

Vedle piistupnosti solventu a zapojeni vodikovych mustka, jsou i dalsi faktory
ovliviiyjici rychlost vodik-deuteriové vymény. Zasadni je hodnota pH pufru, ve kterém
experiment provadime.’®”’ Vodik-deuteriovd vyména je katalyzovania jak kysele,

tak bazicky i pomoci vody.

Vliv jednotlivych mechanisml katalyzy na celkovou rychlostni konstantu

vymeény lze vyjadrit naslednou rovnici:
ken = kingu[H] + Kingon[OH™] + kyz0[H20] 2

pticemz kin,H, kint,oH @ k20 jsou vnitini rychlostni konstanty vymeény katalyzované kysele,
bazicky a vodou. Pfi bazicky katalyzované vyméné je vodik z amidového dusiku
odstranén pomoci OD™ aniontu a nasledn¢ dochdzi k reprotonaci pomoci molekul D,O
v roztoku (Obr. 9A, str. 25). Pfi katalyze kyselinou dochazi k vyméné dvéma rliznymi
mechanismy. Prvni zpiisob vymény sestava z protonace amidového dusiku deuteriem
z D30" anasledného presunu H z amidového dusiku na molekulu vody (Obr. 9B, str. 25).
Jinou moznosti je protonace kysliku amidu vedouci k zvySené kyselosti amidového
dusiku. Dochézi k deprotonaci amidového dusiku a nasledné protonaci pomoci D3;O*

(Obr. 9C, str. 25). Katalyza vodou je zanedbatelna.
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Obrazek 9 — Schémata mechanismi vodik-deuteriové vymény katalyzované bazicky (A) a kysele (B, C).”®

Zavislost rychlosti H/D vymény na pH je odli§na pro réizné aminokyseliny.”””

Urcujici je velikost 1 elektronegativita postranniho fetézce aminokyselin tvoficich danou
peptidovou vazbu. Obecné se jako hodnota minimalni vymény udava pH 2,5. Pod touto
hodnotou pH dochazi ptevazné ke kysele katalyzované vyméné. Pii pH nad 2,5 ptevazuje
vyména katalyzovand bazicky. Zavislost rychlosti vymény na pH byla ziskana
experimentalng, pfipomina tvar pismena V s minimem v pH 2,5 (Obr. 10). Ze ziskané
zavislosti 1ze pak urcit, Ze zména pH o 1 jednotku znamena zménu rychlost H/D vymény

o fad (10%).
0.01
-0.5-
1.0-

-1.51

log K, (min")

2.0+

-2.5- >

-3.04 r A

Obrazek 10 — Zavislost logaritmu rychlostni konstanty chemické vymény vodiku za deuterium na hodnoté
pH roztoku.” (upraveno)
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Dalsim z faktort ovliviiujicich rychlost vodik-deuteriové vymény je teplota.
Teplota ovliviiuje disociaci D20, a tedy i koncentraci D3O" a OD™ v roztoku, coz ma vliv
narychlost vymény. Obecné¢ se udava, ze kazdda zména o 10 °C vede zhruba
k trojnasobné zméné rychlosti.””*° Disocia¢ni konstanta D>O je ovlivnénd i zménou tlaku.
Efekt zmény tlaku na rychlost vymény je vSak minimalni.®' Popsan byl i efekt iontové
sily ¢i pfidavku organického rozpoustédla na rychlostni konstantu chemické vymeény
ken.””%? Vsechny tyto parametry se vSak udrzuji b&hem pokusu konstantni, aby byl

sledovéan pouze vliv struktury proteinu a jeho interakci s ligandy.
1.3.2.2 Experiment vodik-deuteriové vymeény spojené s hmotnostni spektrometrii

Experiment HDX-MS sestava z n¢kolika krokti. Prvnim je znaceni proteinti deuteriem,
kdy studovany protein v H>O pufru fedime identickym pufrem pfipravenym v D>O.
Nejcastéji se pouziva desetindsobné fedéni, 1 kdyz rtizné studie vyuzivaly vyssiho
nebo i niz§iho fediciho poméru.®* Krok znaceni vyzaduje pec¢livé naplanovéani ¢asovych
bodti a podminek, pii kterych budeme experiment provadét. Casové body musi byt
vhodné zvolené tak, aby pokryvaly co nejSirsi Skalu a umoznily zachyceni velmi rychlé
vymény nestrukturovanych &asti i vymény silné chranénych amidovych vodiki.*
Po oznaceni proteinu deuteriem nasleduje zastaveni vymény okyselenim vzorku

na pH 2,5 a snizenim teploty na 0 °C.%

Kromé vzorkl, zna¢enych po dobu pedem stanovenych casovych intervalti, jsou
soucasti experimentu nedeuterované a plné¢ deuterované kontroly. Nedeuterovana
kontrola slouzi jako reference pocatecniho stavu proteinu, je zohlediiovdna pfi vypoctu
deuterace a slouzi k identifikaci peptidii. Pfipravuje se stejné jako ostatni vzorky,
kromé piidavku D,O pufru, misto néhoz se ptida H>O puft stejného slozeni.®¢ Maximélné
deuterovany vzorek je dilezity pro sledovani miry zpétné vymény. Maximalni deuteraci
lze dosdahnout inkubaci proteinu delsi dobu pii nizkém pH v pfitomnosti denaturacnich
¢inidel a naslednym znacenim deuteriem. Jiny zplsob pfipravy maximalné
deuterovaného vzorku je St€peni proteinu vhodné zvolenou proteasou, nasledné vysuSeni
a resuspendace v deuteriovém pufru. Nakonec vyménu zastavime stejné jako u ostatnich

vzork. 847

Pro analyzu vzorki se nasledné vyuzivd hmotnostni spektrometrie.’” Pouzivaji

< 88

se dva pfistupy — ,,bottom-up* ® a , top-down* ¥ V piistupu ,,top-down* jsou oznacené
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proteiny po ionizaci elektrosprejem fragmentovany pomoci techniky elektronového
zachytu/transportu (ECD/ETD). Pfi této fragmentacni technice, na rozdil od napt. kolizné
indukované disociace (CID), nedochazi k migraci deuterii, a tim ke ztrat¢ informace
o znaceni. Mnozstvi inkorporovanych deuterii je pak spocteno z hmotnostnich posunti
fragmentovych iontd.® Nejvice pouzivany je vsak piistup ,,bottom-up* (Obr. 11),
kdy jsou vzorky po zastaveni vodik-deuteriové vyméeny Stépené proteasami na peptidy,
separovany pomoci kapalinové chromatografie a ndsledné jsou analyzovany hmotnostni

spektrometrii, nejéastéji s elektrosprejovou ionizaci.®

zastaveni
vymény

H /
H/D vyména
D
Stépeni
proteasou

t

) znaceni
+D,0

t
analyza dat

f\,\ﬂ
' : &\‘ﬁ &
-‘

N
[

2 V%

inkorporace deuteria

t

t

FEE T

m/z

Obrazek 11 — Schéma analyzy vzorki vodik-deuteriové vymény pomoci piistupu ,bottom-up*.”

(upraveno).

Jednim ze zasadnich krokd pfistupu ,bottom-up“ je proteolytické Sté€peni
proteint. Pro vzorky vodik-deuteriové vymény se pouzivaji kyselé proteasy. Jejich
optimum je v kyselém pH, kdy je vyména vodikd za deuteria nejpomalejsi.”! Nejb&znéji
pouzivanym enzymem je nespecificki proteasa pepsin.”’ Dale se pouzivaji i dalsi
proteasy, napf. nepenthesin — proteasa se $irokou specifitou’® nebo semispecificka kysela
prolyl endopeptidasa z Aspergilus niger.°* Zvoleni vhodné proteasy pro S$tépeni
sledovaného proteinu je klicové pro dosaZzeni co nejvyssiho sekvencniho pokryti, ale také
lep$iho prostorového rozliSeni. U nékterych proteinid se vyplaci pouZziti kombinace vice

proteas.”’ Vysokou efektivitu $tépeni lze dosdhnout pouZitim proteasy imobilizované
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na koloné¢. Proteasové kolony umoziuji Sté€peni za velmi kratkou dobu (desitky sekund),
diky vysokému poméru proteasa:substrat. Zkradceni Casu St€peni umoziuje zvySeni
teploty proteolyzy bez vyrazného narlGstu zpétné vymeény, atim zlepSeni efektivity

$tépeni.”>6

Chromatograficky krok sestava ze systému dvou kolon. Prvni kratsi kolona slouzi
k zachyceni a odsoleni peptidil ziskanych Stépenim znacenych proteinti. Druha kolona je
delsi a slouzi k separaci peptidi.’’ K separaci dochazi na kolonach s reverzni fazi,
nejcastéji s C18 nosiCem. V piipadé membranovych proteinit s vysokym obsahem
hydrofobnich &asti se zafazuji kolony s krat$im alkylovym fetézcem.’” P¥i separaci je
nutné dodrzet podminky, pti kterych je vodik-deuteriova vymeéna minimalni. Pottebné pH
lze dosdhnout pouzitim béznych mobilnich fazi (napf. voda:acetonitril s kyselinou
mravendi) a teplota je regulovana vloZenim kolony napf. do ledové 14zng.%” Dalsim
opatfenim pro minimalizaci zp&tné vymény je zkraceni gradientu.”® Kratky gradient
anizka teplota vyrazné snizuji efektivitu separace. ZlepSeni separace pfinesl vyvoj
UPLC systémt (kapalinova chromatografie pifi ultravysokém tlaku), které vyuzivaji
kolony s malymi casticemi, a diky tomu poskytuji dobré rozliSeni i pfi podminkéch

minimaélni vodik-deuteriové vymény.”

Peptidy z kapalinové chromatografie putuji do hmotnostniho spektrometru.
Nejcastéji se pouziva ionizace elektrosprejem, ktera je lehce propojitelna s kapalinovou
chromatografii.?” Nastaveni ionizace pro analyzy HDX vzorki se odliduje od béznych
metod — sniZuji se napéti na Cockach iontové drahy a také se vyuZiva nizsi teplota
vyhtivané kapilary, aby se zabranilo piilisné aktivaci iontd.'”’ Z analyzatorii se nejvice
uplatnuji kvadrupdl spojeny s analyzatorem doby letu (Q-TOF) a analyzatory zaloZzené
na elektrostatické pasti — orbitrap. Oba typy analyzatorli poskytuji dostatecné vysoké
rozliSeni, aby byla dobfe patrna isotopova obélka i1 delSich peptidi a bylo tak moZné
spolehlivé odecitat iroveni deuterace.'®! Pro lepsi rozliseni lze zatadit analyzator iontové
mobility, kterd peptidy dé€li na zakladé¢ tvaru a dokaZe oddélit i signaly o identickém m/z,

které by jinak byly nerozlisitelné.'%?

Pro analyzu naméfenych dat HDX-MS experimentli byla vyvinuta fada program,
obecné schéma postupu je viak pro vechny programy stejné.’¢ V prvnim kroku je
vytvoren list peptidii. Pouzivame k tomu nedeuterované kontroly, které jsou analyzovany

pomoci MS/MS a naésledné je pro identifikaci peptidi pouzit prohledévaci algoritmus,
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napt. MASCOT!®, Takto identifikované peptidy jsou lokalizovany v LC-MS analyze
nedeuterovaného vzorku, jsou dohledany vSechny nabojové stavy a zapsan retencni cas.
Ziskany seznam peptidi je pak programem pouzit pro pfirazeni peptidi z deuterovanych
vzorkll. Stanoveni urovné¢ deuterace konkrétnich peptidd se déla vzhledem

k nedeuterované kontrole podle vztahu:
%D = 100 x “E2ND 3)

kde %D je procento deuterace, Mpp je primérma molekulovd hmotnost castecné
deuterovaného peptidu, Mnp je prumérna molekulova hmotnost nedeuterovaného peptidu
a N je pocet vyménitelnych amidovych vodiki.?’

Data je mozné také korigovat na ztratu deuterace pomoci pln¢ deuterované kontroly.
V tomto ptipadé jsou procenta deuterace vypoctena podle rovnice:

Mpp—MnNp
0, — X ————
corr %D = 100 FyP—— 4)

kde corr %D je procento deuterace po korekci na zpétnou vymeénu, Mpp je pramérna
molekulova hmotnost ¢astecné deuterovaného peptidu, Mnp je primérna molekulova
hmotnost nedeuterovaného peptidu a Mrp primérna molekulovda hmotnost plné

deuterovaného peptidu.’’

Data jsou vizualizovana nejcastéji pomoci grafii zavislosti deuterace peptidu
na ¢ase vymény (tzv. ,,uptake ploty*) nebo lze HDX data zobrazit na jiz zname struktuie
proteinu.®® Déle lze pouZit vizualizaéni programy (napf. MSTools) pro zobrazeni
vysledku pomoci teplotnich map (z angl. ,heat map*).! Pro porovnani dvou stavii

proteinu se pouZivaji napf. diferenéni teplotni mapy.'%*
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Cile prace

« exprese a purifikace H'/CI™ antiporteru ClC-ec! z E.coli a jeho QQQ mutantu
(E148Q/E203Q/E113Q)

* optimalizace proteolytického stépeni CIC-ec! pomoci imobilizovanych proteas

za podminek HDX-MS

* porovnani konformace ClC-ec/ a QQQ mutantu pii riznych pH pouzitim

HDX-MS

* sledovani vlivu velmi nizkého pH na konformaci CIC-ec/ pouzitim HDX-MS
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3 Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie

1,2-bis(dimethylamino)ethan (TEMED)
Acetonitril (LC-MS cistota)

Agar

Akrylamid

Ampicilin

Anhydrotetracyklin hydrochlorid
Coomassie brilliant blue R-250

D->O

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4)

Dithiothreitol (DTT)

DNAsa

Dodecylsulfat sodny (SDS)

Ethanol

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)
Glycerol

Glycin

Hepes

Hydrogenfosfore¢nan draselny (K:HPO4)
Hydrogenfosforec¢nan sodny (NaHPO4)
Imidazol

Kvasinkovy extrakt

Kyselina citronova

Kyselina fosfore¢na (H3POs)
Kyselina mravenc¢i (LC-MS Ccistota)
Kyselina octova

Laemmli Sample Buffer

Leupeptin

Lysosym

Methanol (LC-MS cistota)
N,N-dimethylformamid (DMF)
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Biorad, USA

Merck, USA

Oxoid, USA

ROTH, Némecko
Sigma Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
VWR, USA

VWR, USA
Lachner, CR
Molekula, Francie
Thermo Scientific, USA
J. T. Baker, USA
VWR, USA

Serva, Némecko
VWR, USA

Sigma Aldrich, USA
ROTH, Némecko
Lachner, CR

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
VWR, USA

ROTH, Némecko
Fluka, Svycarsko
Merck, USA

Penta, CR

Biorad, USA

Sigma Aldrich, USA
ROTH, Némecko
VWR, USA

Sigma Aldrich, USA



n-decyl-B-D-maltopyranosid
Peroxodisiran amonny (APS)

Propanol (LC-MS Ccistota)

Proteasa rLysC
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Trypton

Voda (LC-MS C¢istota)

3.2 Pou?ité pristroje a pomucky

Analytické vahy ML104/01

Automatické pipety

Centrifuga 5415R

Centrifuga 5920R

Centrifuga Avanti J-301

Kolona ENrich™ SEC 650 10x300, 24 ml
Kolona Luna Omega POLAR C18,

1,6 um, 100 A, 1x100mm

Koncentrator Concentrator plus
Laminarni box MSC 12

Mini-PROTEAN Tetra systém

NGS chromatograficky systém

pH metr Orion 2 Star

Profinity IMAC kolona (Ni) 1 ml
Profinity IMAC kolona (Ni) 5 ml
Proteolytické kolona nepenthesin 2
Proteolyticka kolona pepsin

Proteolytické kolona pepsin-nepenthesin 2
Ptedkolona Security guard ULTRA Fully Porous
Polar C18, 2,1 pm

Mini-Rotator Bio RS-24

Sonika¢ni sonda UP200S

Spektrofotometr DS-11 FX PLUS
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Anatrace, USA
Biorad, USA
Merck, USA
Promega, USA
VWR, USA
Oxoid, USA
Merck, USA

Mettler Toledo, Svycarsko
Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA
Biorad, USA

Phenomenex, USA
Eppendorf, Némecko
Jouan, USA

Biorad, USA

Biorad, USA

Thermo Scientific, USA
Biorad, USA

Biorad, USA
pfipravena v laboratofi
pfipravena v laboratofi

pfipravena v laboratofi

Phenomenex, USA
Biosan, LotySsko
Hielscher, Némecko

Denovix, USA



Termomixer

TimsTOF Pro PASEF

Ttepacka Multitron Pro

UPLC chromatograficky systém Agilent 1290
Vivaspin 10k

Zeba Spin 7Tk MWCO

3.3 Pouzité roztoky, média a pufry
Pouzita média:
Fosfatovy pufr

170mM KH>PO4

720mM KzHPO4
pH 7,5

Luria Broth (LB) medium
10 g/1 trypton
5 g/l kvasinkovy extrakt
10 g/l NaCl

20 g/l agar (u kapalného média nebyl ptidan)

pH 7,4

Terrific Broth (TB) medium
13,3 g/l trypton
26,6 g/l kvasinkovy extrakt
0,44% glycerol
pH 7,5

Roztoky pouzité pro purifikaci:

Eluéni pufr
20mM Tris
100mM NacCl
10mM n-decyl-p-D-maltopyranosid
400mM imidazol
pH 7,5
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Eppendorf, Némecko
Bruker Daltonics, Némecko
Infors HT, Svycarsko
Agilent technologies, USA
Sartorius, Némecko

Thermo Scientific, USA



Promyvaci pufr
20mM Tris
100mM NaCl
10mM n-decyl-B-D-maltopyranosid
pH 7,5

Pufr pro gelovou permeacni chromatografii (GC pufr)
20mM Hepes
100mM NaCl
1,8mM n-decyl-f-D-maltopyranosid
pH 7,5

Resuspendacni pufr
20mM Tris
100mM NaCl
pH 7,5

Roztoky pro SDS elektroforézu:

Barvici roztok pro SDS gely
45% methanol
10% kyselina octova

2,5 g/l Coomassie brilliant blue

Odbarvovaci roztok pro SDS gely
35% ethanol

10% kyselina octova

Proteinovy standard pro SDS

Pierce™ Prestained Protein MW Marker

Tris-glycinovy pufr pro SDS
25mM Tris
192mM glycin
35mM SDS
pH 8,3
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Vzorkovy pufr pro SDS
4x fedény Laemmli Sample Buffer (Biorad)
400mM DTT

Pufry pro HDX — Mcllvainovy pufry!%:

Tabulka 1 — Hodnoty pH jednotlivych Mcllvainovych pufrii pouzitych pro HDX, mnoZzstvi pouzitych
zasobnich roztokt v pul (0,2M Na,HPOys, 0,1M citrat) a koncentrace H3PO4 v zastavovacich pufrech.

pH vymény  0,2M NaxHPOg4 [pl]  0,1M citrat [pl] Zastavovaci pufr c(H3PO4)
4.4 441 559 18mM
5,4 558 443 30mM
6,4 693 308 30mM
7,4 909 92 50mM
3,0 206 795 25mM
4,5 454 546 45mM
6,0 632 369 60mM
3,0 206 795 25mM
3,5 304 697 30mM
4,0 386 615 35mM
4,5 454 546 40mM
6,5 710 290 60mM

Mcllvainovy pufry byly pfipraveny v H20 a D;O.
K 1 ml Mcllvainovych pufri bylo pfidano:

4 ml HO/D,0

100mM NaCl

1,8mM n-decyl-B-D-maltopyranosid

Roztoky pro LC-MS analyzu:

Mobilni faze pro online $tépeni proteinli
0,4% kyselina mravenci

pH 2,5
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Mobilni faze A pro gradientovou eluci peptidi
2% ACN

0,4% kyselina mravenci

Mobilni faze B pro gradientovou eluci peptidi
95% ACN

0,4% kyselina mravenci

Roztok pro oplach piedkolony a analytické kolony
70% methanol
20% propanol

1% kyselina mravenci

3.4 Pouzité plasmidy a bakteridlni bunky

Plasmid pASK75 — CIC-ec/— WT
Plasmid pASK75 — ClC-ecl — QQQ mutant
Plasmidy byly poskytnuty prof. Merrit Maduke ze Standford University.

Kompetentni buiiky E. coli BL-21 (DE3) (New England BioLabs Inc.)
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3.5 Metody

3.5.1 Pfiprava misek agaru LB médii

Sterilni LB médium s pfidanym agarem bylo rozpusténo v mikrovinné troubg.
Po ochlazeni ptiblizn¢ na 50 °C byl do média piidan ampicilin do findlni koncentrace
0,1 mg/ml. Ptipravené¢ médium bylo rozlito na Petriho misky a po ztuhnuti byl agar suSen

pti 37 °C dnem vzhuru. Cely postup byl proveden v laminarnim boxu MSC12 (Jouan).
3.5.2 Transformace plasmidu CIC-ec1 a jeho QQQ mutantu

Pro transformaci byl pouzit 100ul alikvot bunék E. coli BL-21(DE3) k nimz byl ptidan
1 ul vektoru (pASK75 — CIC-ecl — WT (100 ng/ul), pASK75 — CIC-ecl — QQQ mutant
(75 ng/ul)). Buiiky byly inkubovany 30 minut na ledu, pak byly vloZeny na 45 sekund
do 1azné (42 °C) a poté zpatky na led. K buiikdm bylo pfidano 600 pl sterilnitho LB média
a buiiky byly hodinu inkubovany na termomixeru (Eppendorf) pti 37 °C a 250 RPM.
Po inkubaci byly bunky centrifugovany na 3500xg pifi 4 °C po dobu 5 minut
(centrifuga 5920R (Eppendorf)) Ze supernatantu bylo odebrano 600 pul a ve zbytku byla
resuspendovana peleta. Obsah zkumavky byl pipetou pfenesen na pfipravenou agarovou
misku s antibiotikem a nasledné byl rovhomérné rozetfen hokejkou. Takto pfipravena
miska byla inkubovana dnem vzhlru pii 37 °C po dobu 12-18 hodin. Soubézné byla
pripravena i negativni kontrola. Postup ptipravy kontroly byl totozny s vyjimkou ptidani
plasmidu, ktery u kontroly pfidan nebyl. BEhem transformace buné¢k se pracovalo sterilné

v laminarnim boxu MSC12 (Jouan).
3.5.3 Priprava noc¢ni kultury

Do 25 ml sterilntho LB média byl pfidan ampicilin do finalni koncentrace 0,1 mg/ml
a pomoci sterilni $picky do né&j byla pienesena 1 kolonie z Petriho misky. Vse bylo
provedeno nad kahanem. Buiiky byly inkubovany na tiepacce Infors HT Multitron Pro

(BioTrade) ptes noc (12-18 h) pii 37 °C a 200 RPM.
3.5.4 Exprese CIC-ec1 a jeho QQQ mutantu v burikach E. coli

Do kazdé ze ctyt litrovych Erlenmayerovych banék bylo pfidano 900 ml TB meédia,
které bylo nasledné¢ sterilizovano. Dale bylo do kazdé z ban¢€k ptidano 100 ml sterilniho

fosfatového pufru, 1000 pl roztoku ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml. Inokulace byla
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provedena 1 ml roztoku bunék znocni kultury (1000xfedéni). VSe bylo provedeno
nad kahanem. Erlenmeyerovy banky byly umistnény na tfepacku Infors HT Multitron Pro
(Biotrade) a byly inkubovany pii 37 °C a 220 RPM. Pribézné byla méfena opticka
denzita pti 600 nm na spektrofotometru DS-11 FX PLUS (DeNovix), dokud nedoséhla
hodnoty 0,6-1,2. Nasledn¢ byl pfiddin 1 ml roztoku induktoru anhydrotetracyklinu
o koncentraci 0,2 mg/ml a buniky byly inkubovany dalsi 3 hodiny. Po inkubaci byly bunky
centrifugovany 20 minut pfi 4 °C a 3000%g na centrifuze Avanti J-30I (Beckman Coulter).
Ziskana peleta byla uskladnéna pti —80 °C.

3.5.5 Purifikace CIC-ec1 a jeho QQQ mutantu
3.5.5.1 Solubilizace CIC-ec1 a jeho QQQ mutantu

Peleta byla resuspendovéna v resuspenda¢nim pufru (10 ml na 1 g pelety) a pfenesena
do zkumavek. Zkumavky byly vlozeny na led a do kazdé zkumavky bylo ptiddno 20 mg
lysosymu, 1 ul DNAsy o koncentraci 1 U/ul a 100 pl roztoku inhibitorti proteas PMSF
a leupeptinu o koncentraci 0,1 mg/ml. Bunky byly rozbity pomoci sonikac¢ni sondy
UP200S (Hielscher) (6x1 minuta na ledu, pauza 1 minuta, amplituda 70 %, opakovaci
cyklus 50 %). Po sonikaci byl ptidan n-decyl-p-D-maltopyranosid do finalni koncentrace
50 mM a obsah zkumavek byl michan dvé hodiny pii pokojové teploté na rotatoru
Mini-Rotator Bio RS-24 (Biosan). Nakonec byly buiiky centrifugovany 45 min pii 4 °C,
25000xg v centrifuze Avanti J-301 (Beckman Coulter).

3.5.5.2 Afinitni chromatografie

Pro provedeni afinitni chromatografie byla pouZzita kolona Profinity IMAC Column (Ni)
5 ml (Biorad) a NGS chromatograficky systém (Biorad). Kolona byla promyta 25 ml
promyvaciho pufru, ndsledné byl nanesen supernatant z predchoziho kroku. Po naneseni
supernatantu byla kolona promyta promyvacim pufrem do ustaleni zakladni linie. Protein
byl eluovan gradientovou eluci od 0 % do 100 % elu¢niho pufru (rostouci koncentrace

imidazolu 0-400mM). Pratok byl nastaven na 1,6 ml/min.

3.5.5.3 Diskontinualni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti

dodecylsulfatu sodného (SDS elektroforéza)

Ptitomnost ClC-ec//QQQ mutantu ClC-ec/ ve frakcich z afinitni chromatografie byla

ovéfena SDS elektroforézou. Vzorky pro SDS elektroforézu byly pfipraveny smichdnim
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12 ul vzorku a 4 pul SDS vzorkového pufru. Vzorky se nesmi zahtivat nebot’ to vede
k nespecifické agregaci a neodpovidajicim mobilitam pii elektroforetické separaci. Dale
byl ptipraven 12% separac¢ni SDS gel s vrstvou 5% zaostfovaciho SDS gelu a nasledné
byly naneseny vzorky jednotlivych frakci. Pro elektroforézu byla pouzita aparatura
Mini-PROTEAN Tetra systém (Biorad), a tris-glycinovy SDS puft. Napéti bylo nastaveno
na 200 V. Pro barveni gelu byla pouzita barvici lazen a nésledné byly gely odbarveny

odbarvovacim roztokem.
3.5.5.4 Stépeni histidinové kotvy

Koncentrace CIC-ec/ byla vypoctena pomoci Az (kterd byla meéfena
na spektrofotometru DS-11 FX PLUS (DeNovix)) a extinkéniho koeficientu CIC-ecl.
Roztok rLysC o koncentraci 1 ul/pug byl 5x fedén 50mM kyselinou octovou a byl ptidan
k purifikovanému proteinu (2,5 pl fedéného roztoku rLysC na 1 mg proteinu). Smés byla

inkubovana 30 minut pfi pokojové teplote.
3.5.5.5 Gelova permeacni chromatografie

Po odstépenti histidinové kotvy byl protein koncentrovan na objem pfiblizn€ 2 ml pomoci
koncentratoru Vivaspin 10k (Sartorius) na centrifuze 5920R (Eppendorf) (6000xg, 4 °C)
po 10-minutovych cyklech. Mezi kazdym cyklem byl roztok proteinu promichan,
aby nedochazelo k precipitaci. Protein byl dale purifikovan pomoci gelové permeacéni
chromatografie. Kolona ENrich™ SEC 650 10x300, 24 ml (Biorad) byla pfipojena
do chromatografického systému NGC Chromatography system (Biorad). Nasledné byla
kolona promyta 100 ml GC pufru, byl proveden nasttik pies 2 ml smycku a eluce pomoci
GC pufru. Pritok byl nastaven na 1 ml/min. SloZeni ziskanych frakci bylo zjisténo

pomoci SDS elektroforézy viz. 3.5.5.3, str. 38.
3.5.5.6 Reverzni afinitni chromatografie a gelova permeacni chromatografie

Jelikoz Sté€peni histidinové kotvy neni stoprocentni, je nutno protein s neodstépenou
histidinovou kotvou odstranit reverzni afinitni chromatografii. Kolona Profinity IMAC
Column (Ni) 1 ml (Biorad) byla promyta 20 ml GC pufru. Nasledné byly na kolonu
naneseny frakce zgelové permeacni chromatografie, které obsahovaly protein
odpovidajici  ClC-ec1/QQQ CIC-ecl. Prochromatografii byl pouzit NGC

chromatograficky systém (Biorad), priitok byl nastaven na 1,6 ml/min. Prvni frakce
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zreverzni afinitni chromatografie, které obsahovaly protein ClC-ec//QQQ ClC-ecl
bez histidinové kotvy, byly koncentrovany pomoci Vivaspin 10k (Sartorius)
na centrifuze 5920R (Eppendorf) (6000xg, 4 °C) na objem 2 ml. Nasledn¢ byla
provedena gelova permeacni chromatografie (podle 3.5.5.5, str. 39) a SDS elektroforéza
ziskanych frakei (podle 3.5.5.3, str. 38). Frakce obsahujici CIC-ec/ byly zmrazeny
po 100ul alikvotech v tekutém dusiku a uskladnény pfi teploté —80 °C.

3.5.6 Vyména pufrll pomoci gelové permeacni chromatografie

Pro vyménu pufri byly pouzity odsolovaci kolony Zeba Spin 7k MWCO (Thermo
Scientific). V prvnim kroku byla centrifugacné odstranéna ptvodni tekutina
(centrifuga 5415R (Eppendorf), 1 min, 1500xg, 4 °C). Nasledn¢ byla kolona promyta
5%x300 pl pufru, do kterého protein pievadime. Po kazdém piidavku byla kolona
centrifugovdna na centrifuze 5415R (Eppendorf) po dobu 1 min, ptfi 1500xg a 4 °C.
Po promyti byla kolona vloZena do nové mikrozkumavky a bylo na ni naneseno 100 pl
vzorku. Nasledné¢ byla kolona centrifugovana pii 1500xg, 4 °C a po dobu 2 minut

(centrifuga 5415R (Eppendorf)).
3.5.7 Vodik-deuteriova vyména

Prvni dva experimenty vodik-deuteriové vymeény byly provadény pro vSechny zvolené
pH a ¢asy vymény identicky. Proteiny ve vhodnych pufrech byly zfedény na koncentraci
1,4 g/l. Nasledné bylo k 5 pl proteinu o koncentraci 1,4 g/l ptidano 45 pl deuteriového
pufru stejného pH, vzorek byl promichén na vortexu a nasledné, v pfedem urcenych
Casech, byla vyména zastavena 50 pl zastavovaciho pufru vhodné koncentrace H3PO4
(viz. tabulka 1, str. 35). Vzorek byl promichdn na vortexu a zmrazen v tekutém dusiku.
Pro experiment porovnavajici konformace proteinu CIC-ec/ a jeho QQQ mutantu byly
pouzity pH 4.,4; 5,4; 6,4 a 7,4 a Casy vymény 20 s, 200 s, 2000 s a 20000 s (200s a 2000s
znaceni bylo provedeno v triplikatu). Nasledn¢ byl proveden pokus sledujici zmény
konformace CIC-ec! vlivem velmi nizkého pH. Pro tento HDX experiment byly pouzity
pH 3,0; 4,5 a 6,0 a ¢asy vymény 10 s, 100 s, 316 s, 1000 s, 3162 s, 10000 s, 31623 s
(10s, 316s, 3162s a 31623s znaceni bylo provedeno v triplikatu).

Na zéklad€ ziskanych dat byl navrzen pokus sledujici postupnou protonaci
CIC-ec! pfi nizkych hodnotach pH. V tomto experimentu byla sledovdna konformace
proteinu pti pH 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 a 6,5 a Casech vymény 20 s, 63 s, 200 s, 633 s, 2000 s,
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6325 s, 20000 s, 63000 s (20s, 633s a 20000s znaceni bylo provedeno v triplikatu).
Proteiny pouzité pro tento pokus mély koncentraci 0,8 g/l a pro H/D vyménu bylo pouzité
pétinasobné fedéni do D>O pufru (k 10 ul proteinu o koncentraci 0,8 g/l bylo ptidano
40 pl deuteriového pufru). Ostatni kroky se shodovaly s predeslymi experimenty.

Dale byly ptfipraveny nedeuterované a maximalné deuterované kontroly. Piiprava
nedeuterovanych kontrol probihala stejné¢ jako u ostatnich vzorka s rozdilem v kroku
pfidani deuteriového pufru, kdy byl pfidan vodni pufr. Maximalné deuterované kontrola
byla ptipravend jako nedeuterovana kontrola s pouzitim dvojnasobného mnozstvi
proteinu (10 ul 1,4 g/l roztoku (pro posledni experiment 20 ul 0,8 g/1)). Ta byla nasledné
Stépena na koloné s ko-imobilizovanou proteasou (nepenthesinem 2-pepsinem)
a vysuSena v koncentratoru Concentrator plus (Eppendorf). VysuSeny protein byl
rozpustén v 10 pl pufru (pro kazdy z experimentii byl pouzit pufr s nejvyssi hodnotou pH,
z diivodu rychlejsi H/D vymény) a bylo pfidano 90 ul deuteriového pufru stejného pH.
Vzorky byly promichény na vortexu a ponechany ptes noc pii pokojové teploté. Po no¢ni
inkubaci byla vyména zastavena, vzorky byly promichany pomoci vortexu a zmrazeny

v tekutém dusiku.

3.5.8 Analyza vzorkd vodik-deuteriové vymény

3.5.8.1 Optimalizace proteolytického stépeni

Pro optimalizaci Sté€peni byly pfipraveny vzorky stejnym postupem jako nedeuterované
vzorky (viz. 3.5.7, str. 40). Proteiny byly Stépeny na koloné s imobilizovanym pepsinem
pfi dvou riiznych teplotach 0 °C a 20 °C. Na zéklad¢ ziskanych informaci o vhodné&jsi
teploté Stépeni byly testovany dals§i dvé proteolytické kolony — imobilizovany
nepenthesin 2 a ko-imobilizovany nepenthesin 2-pepsin pfi 20 °C. VSechny pouzité
kolony byly pfipraveny v laboratofi. Jako mobilni faze pro online §tépeni byla pouzita
0,4% kyselina mravenci ve vodé pH 2,5 a priitok byl nastaven na 100 pl/min pfi pouziti
imobilizovaného pepsinu a 200 pl/min pii ostatnich pouzitych kolonach. Nastaveni
pritokti vychazi z dlouhodobé optimalizace provedené v laboratoti a v naprosté vétSiné

pfipadll je nemé smysl ménit.

Ziskané peptidy byly online odsoleny na ptedkoloné (Security guard ULTRA
Fully Porous Polar C18, 2,1 um (Phenomenex)) a separovany pomoci chromatografie

nareverzni fazi (kolona Luna Omega POLAR CI18, 1,6 um, 100 A, 1x100mm

41



(Phenomenex)) s pouzitim chromatografického syst¢ému UPLC Agilent 1290 (Agilent
technologies). Pro eluci peptidii byl pouzit gradient voda-acetonitril (pouzity gradient
uveden v tabulce 2), pratok byl nastaven na 40 pl/min a hodnota pH mobilni faze
bylo 2,5. Pfedkolona a analytickd kolona byly nasledné omyvany po dobu 4 minut
pomoci roztoku pro oplach kolon. Chromatograficky systém byl pfimo spojen
s hmotnostnim spektrometrem timsTOF Pro PASEF (Bruker Daltonics), ktery operoval

v data-dependentnim modu. Nastaveni pfistroje bylo provedeno Skolitelem.

Tabulka 2 — Gradient roztoku B pouzity pro eluci peptidi =z analytické kolony pii separaci
pfed MS analyzou. Mobilni faze A — 2% ACN, 0,4% kyselina mravenc¢i; mobilni faze B - 95% ACN,
0,4% kyselina mraven¢i. Prutok byl nastaven na 40 pl/min a pH mobilni faze bylo 2,5.

¢as [min] %B
0 10

2 10

8 45

8,1 99

16 99
16,1 10
20 10

Ziskana data byla zpracovdna pomoci programu DataAnalysis® a néasledné
prohledana programem MASCOT!® proti databazi obsahujici sekvence vsech forem
ClC-ecl, kyselych proteas a cRAP.fasta (https://www.thegpm.org/crap/). Parametry
prohledavani: bez modifikaci, chyba méfeni — 10 ppm v MS a 0,05 Da v MS/MS;
bez enzymové specifity ataxonomického omezeni; minimalni délka peptidu
5 aminokyselin; minimalni skore 20; vytvofeni a prohledani tzv. maskovaci (decoy)
databaze a ponechani identifikaci splnujicich kritérium <1 % faleSnych identifikaci,
tzv. FDR (false discovery rate). Ziskané vysledky byly exportovany ve formé souboru
*.csv. Pro vizualizaci sekvencniho pokryti byla vytvofena mapa Stépeni programem
DigDig, ktery byl vyvinut v laboratofi. Stejny program byl pouzit pro stanoveni
parametrii Stépeni (pocet ziskanych peptidl, primérnd délka peptidl, sekvenéni pokryti,

redundance — pocet peptidll pokryvajicich danou aminokyselinu v pfislusném peptidu).

MS/MS data byla prohledéana i proti databazi Uniprot s taxonomickym omezenim

na proteiny E.coli za ulelem identifikace moznych kontaminaci pochézejicich
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z produkcniho systému. Ostatni parametry prohledani byly zvoleny tak jako je popsano

v minulém odstavci.
3.5.8.2 LC-MS analyza HDX vzork( a zpracovani dat

Kazdy vzorek vodik-deuteriové vymény byl pied nastfikem do chromatografického
systému UPLC Agilent 1290 (Agilent technologies) rychle rozmrazen. Po nastfiku byly
vzorky podrobeny proteolytickému Stépeni na koloné¢ ko-imobilizovaného
nepenthesinu 2-pepsinu pii teploté 20 °C. Jako mobilni faze byla pouzita 0,4% kyselina
mravenci ve vodé, pH 2,5 a pratok byl nastaven na 200 pl/min. Ziskané peptidy byly
odsoleny a separovany stejnym postupem, jako v kapitole 3.5.8.1, str. 41. Nizkym pH
a teplotou separace byly zachovany podminky zastaveni H/D vymény pro minimalizaci
zpétné vymeény. Kapalinova chromatografie byla piimo pfipojena na hmotnostni
spektrometr timsTOF Pro PASEF (Bruker Daltonics), ktery pracoval v MS modu.

Nastaveni pfistroje bylo provedeno skolitelem.

Ziskana data byla exportovana pomoci programu DataAnalysis” a analyzovana
programem Deutex. V prvnim kroku byl vytvofen list peptidi. Peptidy, které byly
vysledkem prohledani dat pomoci programu MASCOT!® byly v programu Deutex
nasledné pfirazeny k signaliim identifikovanym pii LC-MS analyze nedeuterovaného
vzorku. Vysledkem byl list peptidii, ke kterym byl doplnén rozsah zaznamenanych
nabojovych stavil a rozsah skenti v nichz byly pozorovany v LC-MS analyze. Tento list
byl nasledné pouzit k analyze deuterovanych vzorkd pomoci stejného programu. Ziskané
hodnoty deuterace byly vizualizovany pomoci deutera¢nich grafti (z angl. ,,uptake plot®),
které jsou vytvoreny pomoci programu Deutex. Dale byl k vizualizaci dat pouzit program
MSTools,'™ v némz byly ptipraveny teplotni mapy a diferenéni teplotni mapy. Data byla
zobrazena 1 na zndmé krystalové struktuie proteinu (PDB ID: 10TS), pomoci programu

PyMol.*®
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4 Vysledky

4.1 Purifikace CIC proteinl

V prvnim kroku byly pfipraveny oba proteiny pro HDX experimenty. Proteiny
exprimované v bunkdch E.coli byly uspésné¢ purifikovany v dostatecné Ccistote
viz. Obr. 12. Pro dalSi experimenty byly pouzity frakce 8-10 (na elektroforéze
v dréhach 1-3). Vytézek z purifikace v piipadé CIC-ec/ byl 8 mg, u QQQ mutantu byl
vytézek 6 mg (ze 4 | TB média).
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Obrazek 12 — Chromatogram z posledni gelové permeacni chromatografie CIC-ec/ QQQ mutantu (kolona
ENrichTM SEC 650 10x300, 24 ml (Biorad), pratok 1 ml/min, 20 °C, mobilni faze: 20mM Hepes,
100mM NaCl, 1,8mM n-decyl-B-D-maltopyranosid, pH 7,5) a SDS elektroforéza vybranych frakei.
Do prvni drahy byl nanesen standard, v drahach 1 az 10 jsou postupné frakce 8 az 17. CIC-ec/ QQQ mutant
se nachdzi mezi pasy 35 a 50 kDa.

4.2 Optimalizace proteolytického Stépeni

Volba vhodnych podminek Stépeni a proteasy je zasadni pro ziskani dostate¢ného
sekvencniho pokryti a redundance, a proto pfed MS analyzou HDX vzorek CIC-ec! byla
provedena optimalizace proteolytického Stépeni. Vysledky zobrazuje Obr. 13, str. 45.
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s"“"’”““ﬂl‘i:‘“’”‘"G“"““‘"‘I‘Z"Z“”"s”L“"““‘°“‘5§é““““““2‘§3 iP-0°C iP-20°C
Pocet peptidl 97 261
= Priimérna délka peptidi 13,24 11,77
E Sekvencni pokryti 71,04 % 90,70 %
- Skoére redundance 3,82 7,16
= coiN2-P-20°C
Pocet peptid 332 377
Primérna délka peptidl 11,52 12,56
Sekven¢ni pokryti 93,45 % 96,41 %
Skére redundance 8,65 10,38

Obrazek 13 — Mapa sekvencéniho pokryti ziskaného st€penim CIC-ec/ pomoci proteasovych kolon pepsinu
pri 0 °C (iP-0 °C) (modre) a 20 °C (iP-20 °C) (zelené),

a nepenthesinu 2-pepsinu pfi 20 °C (coiN2-20 °C) (¢ervené). Nad sekvenci jsou uvedena mista mutaci
v QQQ mutantu CIC-ec/. V tabulce jsou ciselné¢ vyjadfeny hodnoty vybranych parametrd Sté€peni
pro jednotlivé podminky $tépeni. Skore redundance — pocet peptidi pokryvajicich danou aminokyselinu
v prislusném peptidu.
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Srovnani Stépeni pii teplot¢ 0 °C a 20 °C pomoci pepsinové kolony ukazalo,
ze sekvencni pokryti i redundance byly vyssi pii teplote 20 °C (sekvencni pokryti
90,70 % a redundance 7,16) nez pfi teploté 0 °C (sekvencni pokryti 71,04 % a redundance
3,82) (Obr. 13, str. 45 a Obr. 14A). Z testovanych proteasovych kolon §tépila pti 20 °C
nejefektivnéji kolona ko-imobilizovaného nepenthesinu 2-pepsinu (sekvenéni pokryti
96,41 % a redundance 10,38) a nejméné efektivné kolona pepsinu (sekvenéni pokryti

90,70 %, redundance 7,16) (viz. Obr. 13, str. 45, Obr. 14B).
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Obrazek 14 — Graf redundance pro S§tépeni CIC-ec/ pomoci pepsinu pii dvou raznych teplotich
0 °C (modra krivka) a 20 °C (zelena krivka) (A) apro §tépeni ClC-ec! pii 20 °C pomoci pepsinu
(zelena krivka), a ko-imobilizovaného nepenthesinu 2-pepsinu (¢ervena
k¥ivka) (B).

Déle byly pomoci LC-MS/MS dat stanoveny kontaminace. Vysledky prohledéani
dat proti vSem E.coli sekvencim z databdze Uniprot odhalily ve vzorku né€kolik

minoritnich kontaminaci pochazejicich z produkéniho systému. Mezi nejpocetnéjsi

patfily ribozomalni proteiny 50S a 30S, elonga¢ni faktory Tul a Tu2, ribdzafosfat

46



pyrokinasa, hlavni vnéj$i membranovy lipoprotein Lpp, vnéjsi membranovy protein A

a maly protein teplotniho Soku IbpB.
4.3 Vodik-deuteriova vyména spojena s hmotnostni spektrometrii

Vystupem MS analyzy vzorkl vodik-deuteriové vymény byly grafy zavislosti deuterace
na Case. HDX experimenty byly provadény pii riznych pH, aby byl simulovan rizny
stupenn protonace. Jelikoz pH vyrazné ovliviiuje rychlost vymeény, byla po méfeni
provedena korekce ziskanych dat (normalizace na jednu hodnotu pH). Diky ni lze
porovnat vysledky skrz jednotlivd pH a sledovat vliv pH na konformaci proteinu
(Obr. 15). Pro korekci byl pouzit vzorec ¢as(pHuyssi) = €as(pHnizsi)x 107°241PH v pipads,
Ze vybrany segment proteinu pii zmén¢ pH nepodléha strukturni zméné, budou deuteracni

kiivky po korekci na sebe nasedat (Obr. 15B).
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Obrazek 15 — Grafy zavislosti deuterace na ¢ase pro vybrany peptid (20-25) a dvé riizna pH, ¢islo v zavorce
zobrazuje nabojovy stav peptidu. Pouzité ¢asy vymény byly 20 s, 63 5,200 s, 633 s, 2000 s, 6325 s, 20000 s.
Na obrazku A je deuteracni graf pro dvé rizné hodnoty pH pied provedenim korekce a na obrazku B je ten
samy graf po korekeci.

4.3.1 Porovnani konformace ClC-ec1 a jeho QQQ mutantu

V prvnim HDX experimentu byly srovnany konformace CIC-ec/ a jeho QQQ mutantu
pri riznych pH. Rozdily zobrazuji grafy zavislosti deuterace na case (Obr. 16, str. 48).
Vrozsahu aminokyselin  26-36  byly pozorovany odliSnosti  ve struktufe
mezi sledovanymi proteiny. Z hlediska pH pozorujeme u QQQ mutantu CIC-ec/ mensi
rozdil v prostorové struktuie mezi pH 4,4/5,4 a pH 6,4/7,4 a u CIC-ec/ se rozdily objevily
az v nejdelsim asovém bod¢ (20000 s). V oblasti 96-116 byly konformace obou proteinu
témet totozné, jelikoz kiivky ClC-ec/ ajeho QQQ mutantu se prekryvaji. V tomto
segmentu byl pozorovan imaly vliv pH na prostorové uspoiaddni obou proteint.

V segmentu 132-161 se nachédzi glutamat 148, jenz je uQQQ mutantu mutovan
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na glutamin. Graf ukazuje jen minimalni rozdily mezi konformacemi proteinti ¢i riiznymi
pH pouzitého pufru. V oblasti 200-212, kterd u QQQ mutantu obsahuje mutaci E203Q,
byly pozorovany zmény struktury vlivem zmény pH jak u ClC-ecl, tak i u jeho QQQ
mutantu, a také rozdily mezi samotnymi proteiny. Oblast 294-305 je u obou proteini
nepfistupnd rozpoustédlu a oblast 399-411 se Castecné deuteruje u QQQ mutantu.
U ClC-ecl je tato oblast prakticky nepfistupna pro H/D vyménu, coz znaci rozdil

v konformaci mezi sledovanymi proteiny.
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Obrazek 16 — Grafy zavislosti deuterace na case pro vybrané reprezentativni peptidy CIC-ec/ a jeho
QQQ mutantu pti ¢tyfech riznych hodnotach pH (A). Pouzité Casy vymeény byly 20 s, 200 s, 2000 s
220000 s (200s a 2000s znaceni bylo provedeno v triplikatu). V grafech byla provedena korekce
zohlednujici rozdilnou rychlost vymény pfi rizném pH. Pozice peptidi jsou zvyraznény na struktuie
CIC-ecl (B). Barvy segmentl odpovidaji barvé aminokyselinového rozmezi v hlavi¢ce grafii. Struktury
byly barveny v programu PyMol*® (PDB ID:10TS).
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Mezi CIC-ecl pii pH 4,4 a QQQ mutantem pii pH 7,4 byly pozorovany malé
rozdily v konformaci (Obr. 17A,B). Porovnanim prostorového uspofadani CIC-ecl
a QQQ mutantu pii jednotlivych pH se ukdzalo, ze rozdily v konformaci se snizuji
s klesajicim pH. Shodna prostorova struktura CIC-ec/ a jeho QQQ mutantu nebyla
pozorovana u zadného z testovanych pH (Obr. 17C).
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Obrazek 17 — Celkova deuterace proteinu ClC-ec/ pii pH 4,4 a 20000s (A) a QQQ mutantu ClC-ec/
piipH 7,4 a20s (B) zobrazena na struktufe ClC-ec/. Diferencni teplotni mapa zobrazujici rozdily
v deuteraci mezi QQQ mutantem ClC-ec/ a ClC-ecI(WT) pti vSech studovanych pH a casech (C).
Struktury byly barveny v programu PyMol*® (PDB ID:10TS).

4.3.2 Vliv velmi nizkého pH na konformaci CIC-ec1

JelikoZ pti pH 4,4 nebyl pozorovan plné€ protonovany stav CIC-ec!, dal§im krokem bylo
sledovani strukturnich zmeén pii niz§Sim pH (3,0). Na Obr. 18, str. 50 jsou prezentovany

grafy zévislosti deuterace na Case pro vybrané peptidy z druhého HDX experimentu.

49



U vSech grafti, kromé 338-347, 1ze pozorovat vyrazné zmény v konformaci pii pH 3,0
v porovnani s pH 4,5 a 6,0. Deuterace nékterych peptidi ClC-ec/ byla mirné vyssi
jiz pti pH 4,5 (napt. 132-149 a 398-411). U ostatnich, na obrazku zobrazenych peptidd,
nebyly pozorovéany rozdily v konformaci mezi pH 4,5 a 6,0. Peptid 338-347 nebyl

deuterovan pfti zddném z testovanych pH.
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Obrazek 18 — Grafy zavislosti deuterace na case pro vybrané reprezentativni peptidy ClC-ec/ pii tiech
riznych hodnotach pH (A). Pouzité ¢asy vymeény byly 10's, 100 s, 316 s, 1000 s, 3162 s, 10000 s, 31623 s
(10s, 316s, 3162s a 31623s znaceni bylo provedeno v triplikatu). V grafech byla provedena korekce
zohlednujici rozdilnou rychlost H/D vymény pfi rizném pH. Pozice peptidl jsou zvyraznény na struktuie
CIC-ecl (B). Barvy segmentl odpovidaji barvé aminokyselinového rozmezi v hlavi¢ce grafii. Struktury
byly barveny v programu PyMol*® (PDB ID:10TS).
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Vyrazny rozdil v konformaci CIC-ec! pii prechodu na pH 3,0 z pH 4,5 ilustruje
1 diferencni teplotni mapa na Obr. 19A. Kde je stejné jako v deuteracnich grafech vidét,
ze rozdil v deuteraci ClC-ec! pti pH 4,5 a 6,0 je vyrazné mensi nez pti piechodu z pH 3,0
na 4,5. Zobrazeni rozdili deuterace mezi pH 3,0 a 6,0 na struktufe ClC-ec/ (Obr. 19B)

ukazuje, ze k deprotekci dochazi pfedevsim v transportnich dradhach CIC-ecl.

A rozdil %D
pH 4,5-pH 6,0 pH3,0-pH4,5  pH3,0-pH 6,0
- w =y - = w - -
(=] - [=] [=] (=] - [=] o
= (=] o [7] (=] =4 o w
g @ w g 7] (7]

I
I
I
I‘ SO0L

50

100

150

200

250

300

350

| |
-70 rozdil %D +70

400

450

i 8
e

Obrazek 19 — Diferencni teplotni mapa zobrazujici rozdily v deuteraci mezi konformacemi CIC-ec!
ptipH 3,0; 4,5a 6,0 pfi ekvivalentnich Casech (A) s pfihlédnutim k rozdilné rychlosti H/D vymeény
pii rizném pH. Cas uvedeny v mapé nalezi vy$§imu pH. Rozdily v deuteraci CIC-ec mezi pH 3,0 a pH 6,0
jsou zobrazeny na struktufe C1C-ec/ (B). Struktury byly barveny v programu PyMol*® (PDB ID:10TS).

4.3.3 Vliv postupné protonace CIC-ecl na jeho konformaci v rozsahu velmi nizkych pH

V tretim HDX experimentu byly pozorovany zmény konformace zptisobené postupnou
protonaci pii velmi nizkych hodnotach pH, liSicich se vzdy o pul jednotky pH,
atovrozsahu pH3,0-4,5 a dale pfi pH 6,5 — pro porovnani se strukturou
neprotonovaného proteinu. Ziskané grafy zavislosti deuterace na ¢ase (Obr. 20, str. 52)

ukazaly, ze v oblasti 19-25 je deuterace vyrazn¢ niz$i pti pH 6,5 oproti vSem ostatnim

testovanym pH. Peptid 40-48 nebyl viibec deuterovan. V oblastech 117-128 a 294-304
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dochazi k malym zméndm konformace jiz pti pH 3,5 a k vyraznym zméndm pii pH 3,0.
Maly vliv pH na prostorové uspofadani byl pozorovéan v oblasti 200-208, kde nejveétsi
rozdil byl pfiiptechodu z pH 6,5 na pH 4,5. U peptidu 435-449 byly zachyceny
konformacéni zmény mezi pH 6,5 a 4,5, dalsi malé zmény pii snizeni pH na 3,5 a nasledné

vyrazné zmény pii okyseleni na pH 3,0.
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Obrazek 20 — Grafy zavislosti deuterace na Case pro vybrané reprezentativni peptidy CIC-ec! pii péti
riznych hodnotach pH — 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 a 6,5 (A). Pouzité ¢asy vymény byly 20 s, 63 s, 200 s, 633 s,
2000 s, 6325 s, 20000 s, 63000 s (20s, 633s a 20000s znaceni bylo provedeno v triplikatu). V grafech byla
provedena korekce zohlednujici rozdilnou rychlost vymeény pii rizném pH. Pozice peptidii jsou zvyraznény
na struktufe ClC-ec/ (B). Barvy segmentl odpovidaji barvé aminokyselinového rozmezi v hlavicce grafi.
Struktury byly barveny v programu PyMol*® (PDB ID:10TS).
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Diferen¢ni teplotni mapa potvrdila, ze CIC-ec/ 1 na trovni celé sekvence
(Obr. 21A, str. 53) podstupuje nejvétsi konformacni zmeény mezi pH 3,0 a 3,5. Mensi
rozdily pak byly zaznamenany mezi pH 3,5 a 4,0. Prostorové struktury ClC-ecl
pfi pH 4,0 a 4,5 se liSily jen minimalné a zména pH z 4,5 na 6,5 byla opét doprovazena
veétsimi konformacnimi zménami. Rozdily v deuteraci mezi sousednimi pH zobrazené
na strukturach (Obr. 21B-E, str. 54) ukazaly, ze postupnym snizovanim pH dochézi
nejprve k vyssi deuteraci helixti transportnich drah a nasledné i dalSich helixt, které jsou

od transportnich drah vzdalené.
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-30 rozdil %D +30

Obrazek 21 — Diferencni teplotni mapa zobrazujici rozdily v deuteraci mezi konformacemi CIC-ec!
pri pH 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 a 6,5 pfi ekvivalentnich Casech s pfihlédnutim k rozdilné rychlosti H/D vymény
pii rizném pH. Cas uvedeny v mapé néalezi vzdy vyssimu pH. Rozdily v deuteraci mezi konformacemi
CIC-ecl pii pH 3,0 a 3,5 (B); pH 3,5 a 4,0 (C), pH 4,0 a 4,5 (D), pH 4,5 a 6,5 (E) v nejdelSich ¢asovych
bodech jsou zobrazeny na struktuie C1C-ec!. Struktury byly barveny v programu PyMol*® (PDB ID:10TS).
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5 Diskuze

Kanaly a pfenasece CIC proteinové rodiny se vyskytuji napfi¢ vSemi organismy
vcetné Cloveka. Podili se na esencialnich procesech a jejich poSkozeni vede u savci
k riznym onemocnénim.> Pro efektivni 1é¢bu je nutné dikladné znit nejen jejich
strukturu ¢i lokalizaci v buiice, ale také mechanismy jakymi funguji. Experimentalni data
ukazala, ze ¢asti CIC proteint, které se podili na transportu, jsou napfi¢ celou proteinovou
rodinou konzervovany.>!*> Diky tomu lze jako modelovy protein pouzit H*/CI™ antiporter
ClIC-ecl z E.coli, jehoz krystalova struktura je zndma uz vic nez 20 let.” Mechanismus
transportu iontl pies ClC-ec/ byl dosud studovan pievazné pomoci proteinové
krystalografie. Tato metoda poskytla ¢astecné informace o transportnim mechanismu
CIC-ecl, nicméné neumoznila sledovani konformace tohoto proteinu pii vyssi
koncentraci H', jelikoz krystalizace pii nizkém pH zatim nebyla usp&sna.!®** Proto jsme
v této praci pro studium dynamiky ClC-ec/ a jeho QQQ mutantu zvolili
vodik-deuteriovou vymeénu spojenou s hmotnostni spektrometrii, kterd sice neposkytuje
struktury s vysokym rozliSenim, ale dokaze monitorovat zmény konformace proteinu
v roztoku pii §iroké skéle podminek véetné nizkého pH.*>** Uroveti deuterace poskytuje
informaci o pristupnosti rozpoustédla k patefi proteinu (peptidovému fetézci) a zapojeni
vodikovych miistkli pro jednotlivé &asti proteinu. Césti proteinu, které nejsou pfistupné
rozpoustédlu nebo jsou siln€ zapojeny do vodikovych mistkl, vykazuji velmi nizkou
deuteraci. V kontextu membranovych proteini se jednd o napf. membranové useky,
které jsou vnofeny do membrany, resp. pii naSich experimentech jsou obaleny
detergentem.®® V piipadé proteinu CIC-ec! se jednalo napi. o oblast proteinu
294-305 (Obr. 16, str. 48), kde nedochéazelo k deuteraci pfi Zadném z provedenych

experimentl.

Prvnim krokem diplomové prace byla piiprava proteini. Pro expresi CIC-ecl
byly pouzity kompetentni bunky E. coli BL-21(DE3) a plasmidy
pASK75 — ClC-ecl — WT/QQQ, které byly navrzeny v spolupracujici laboratofi
profesorky M. Maduke ze Stanfordské Univerzity v USA. Po expresi provedené
ve 41 TB média nésledovala vicekrokova purifikace. Prvnim krokem purifikace
byla afinitni chromatografie, kterd umoznila odstranéni vétSiny proteind od ClC-ec!.
Nasledovalo §tépeni histidinové kotvy CIC-ecl, kterd by v ptipad¢ ponechéani na proteinu

mohla ovlivnit jeho konformaci, a tim vysledky strukturnich studii. DalS$im krokem byla
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gelovd permeacni chromatografie, pomoci které byl odstranén imidazol ze vzorku.
Jelikoz Stépeni kotvy neprobihd se stoprocentni G¢innosti byla zafazena reverzni afinitni
chromatografie, ktera umoznila oddéleni Cl1C-ec! proteini, u nichz se histidinovou kotvu
nepodafilo odstépit. Poslednim krokem byla gelova permeacni chromatografie,
ktera vedla k pfevedeni proteinu do pufru o spravném slozeni a odstranéni dalSich
kontaminaci. Kontrolni elektroforéza po poslednim purifikacnim kroku potvrdila, ze oba
proteiny byly ziskany v dostate¢né Cistot¢ (Obr. 12, str. 44). Vytézek proteinu
CIC-ecl byl 8 mg a QQQ mutantu CIC-ec/ 6 mg. Kontaminace bakterialnimi proteiny
z exprese by bylo mozné odstranit dalSimi purifikacnimi kroky, naptiklad iontové
vyménou chromatografii. Nicméné v kazdém dalSim purifika¢nim kroku, by dochéazelo
ke snizeni vytézku a vhledem k tomu, Ze manipulace s membranovymi proteiny je
naro¢na a kontaminace byly jen minoritni, rozhodli jsme se dal$i purifikacni kroky

nezafadit.

U zde vyuzitého ,bottom-up* pfistupu vodik-deuteriové vymény spojené
s hmotnostni spektrometrii, pfedchazi analyze Stépeni proteinti. Vhodny zptisob $tépeni
proteini zabezpecCuje dostateCné prostorové rozliSeni a kompletni sekvencni pokryti.
Dilezitymi ukazateli jsou redundance a délka produkovanych peptidi.’! Proto byla
pfed HDX experimenty provedena optimalizace proteolytického Stépeni ClC-ec!.
Stépeni bylo provedeno na proteolytické kolong, jelikoZ piedeslé experimenty ukazaly,
ze to je rychlejsi a efektivnéjsi zplsob nez Stépeni v roztoku. Rychlost Stépeni je
dalezitym faktorem, protoze pfiiliS dlouhé zpracovani vzorkd vede ke ztraté deuterace,
z diivodu zpétné vymény za protium.”>*® Ze stejného diivodu se pro $tépeni proteini
v HDX experimentech pouzivaji kyselé proteasy, Sté€pici pifi kyselém pH, kdy je
H/D vyména nejpomalejsi.””?! Dalsim faktorem, ovliviiujicim rychlost zpétné vymény,
je teplota, kdy s rostouci teplotou roste i rychlost vymény.””# Pro HDX-MS experimenty
CIC-ecl a jeho QQQ mutantu byly testovany dvé teploty a tii proteasové kolony. Nejprve
byly porovnany dvé riizné teploty Stépeni: 0 °C a 20 °C. Pro toto srovnani byl pouzit
imobilizovany pepsin. Stépeni pfi teploté 0 °C vedlo k nizkému sekvenénimu pokryti
71,04 % (Obr. 13, str. 45) i k vyrazné nizs$i redundanci 3,82 (Obr. 14A, str. 46)
v porovnani s teplotou 20 °C (sekvencni pokryti: 90,70 %, redundance: 7,16). Vyssi
efektivita Stépeni pi1 20 °C mlze byt zpusobena vyssi fluiditou detergentu, a tim 1 lepsi
piistupnosti proteasy k proteinu. Proto pro dal$i experimenty byla zvolena teplota 20 °C,

pfi niz benefit vyssi efektivity St€peni pievySoval negativum vétsi zpétné vymeny
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zpusobené vysSi teplotou Stépeni (experimentalné zjisténé ztraty deuterace piiblizné
2-5 %). Tuto ztratu lze jednoduSe kompenzovat pouzitim plné deuterovanych kontrol.
Tyto vzorky ptedstavuji maximalni dosazitelnou deuteraci, a je jim pii zpracovani dat
ptirazena hodnota deuterace 100%. Kromé Stépeni CIC-ec/ imobilizovanym pepsinem,
byly testovany dalsi dvé proteasové kolony pii teplot¢ 20 °C — imobilizovany
nepenthesin 2 a ko-imobilizovany nepenthesin 2-pepsin. Nejvyssi dosazené sekvencéni
pokryti bylo 96,41 % a redundance 10,38 pii St€peni ClC-ec/ pomoci
ko-imobilizovaného nepenthesinu 2 a pepsinu (Obr. 13, str. 45 a Obr. 14B, str. 46).
Tyto podminky byly pouzity pro Stépeni vSech dalsich vzorkt HDX vymeény.

Jelikoz CIC-ecl transportuje H", ma hodnota pH v jeho okoli zna¢ny vliv na jeho
konformaci. Protonace postrannich fetézci rezidui proteinu je kli¢ova pro transport iontii

% Pro pochopeni transportniho

a prechod proteinu mezi jednotlivymi stavmi.*!
mechanismu proteinu byly sledovany zmény struktury proteinu v zdvislosti na zméné pH.
Hodnota pH vSak neovliviiuje jenom konformaci proteinu, ale také rychlost vymény
(Obr. 10, str. 25). ZvySenim pH o jednotku se H/D vyména urychli desetkrat,
proto pii kazdém experimentu bylo nutné provést korekci na odlisnou rychlost vymény
(Obr. 15, str. 47).7%7° Vhledem k této korekci byly zvoleny &asové body vymény tak,
aby po provedeni korekce bylo mozné deuteraci v jednotlivych ¢asovych bodech ptimo
srovnavat. Po provedeni korekce se v pifipadé€ shody prostorového uspotadani proteinu
kiivky jednotlivych pH v deuteracnich grafech piekryvaly. V ptipad€, Ze deuteracni
kfivky proriznd pH na sebe nenavazuji, sledujeme zménu konformace proteinu

v konkrétnim segmentu proteinu.

Krystalova struktura CIC-ec/ ukazala, ze jeho helixy jsou uspofadané

do invertovanych topologickych opakovani.’

Tento motiv byl nalezen u jinych
transportnich proteind, které béhem svého transportniho mechanismu méni konformaci
mezi stavem otevienym ven a otevienym dovnitf. Na zdklad¢ strukturni podobnosti byla
vyslovena hypotéza, ze i CIC-ec! bude transportovat ionty podobnym mechanismem.!'%
Ptedeslé studie pomoci mutaci naznacily, Ze stav, pii které je protein otevien smérem ven,
je indukovan protonaci.>!® Tuto konformaci se védci pokouseli zachytit pomoci
krystalografie, ale krystalizace CIC-ec/ pfi nizkém pH nebyla GspéSné. Z toho divodu
pro studium tohoto prostorového uspotradani byl navrzen QQQ mutant (E148Q, E203Q

a E113Q) reprezentujici stav, v némz jsou tii klicové glutamaty, které se podili
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na transportu, protonovany.*® V prvni ¢sti strukturnich studii pomoci HDX-MS, bylo
sledovano prostorové uspotradani ClC-ec/ a jeho QQQ mutantu pii Ctyfech rtiznych
pH 4,4; 5,4; 6,4 a 7,4. Postupni snizovani pH o jednotku umoznilo sledovani postupné
protonace obou proteinli a srovnani jejich konformaci pfi rdznych pH. Experimentalné
bylo ovéteno, ze QQQ mutant ClC-ec! pii pH 7,4 se svou prostorovou strukturou
v mnoha oblastech skutecné piiblizuje CIC-ec/ pti pH 4,4 (Obr. 16, str. 48
a Obr. 17A,B, str. 49). Toto zjisténi potvrzuje, ze QQQ mutant ClC-ec! pii pH 7,4 je
skute¢n¢ dobrym modelem protonovaného stavu proteinu, coz je v souladu s predeslymi
studiemi.*’ Porovnani strukturnich zmén proteind pii jednotlivych pH pomoci diferenéni
teplotni mapy (Obr. 17C, str. 49) ukazuje, Ze snizenim pH se rozdily v konformaci
zmensuji, ale nevytraci se uplné ani pii pH 4,4. Tento experiment ovéfil, Ze mutace
tii glutamatd (QQQ mutace) v transportni draze nereflektuje plné¢ protonovany stav
ani pfi pH 4,4. Pro dosazeni plné protonovaného stavu je nutné protonovat i jiné ¢asti
proteinu mimo transportni drahu. Proto jsme se rozhodli provést experiment pfi nizsich
hodnotach pH a sledovat protonaci celého, nyni jiz jen nemutovaného chloridového

kanalu, v zavislosti na riznych pH.

V nésledujicim experimentu byla konformace ClC-ec! pfi velmi nizkém pH — 3,0
srovnana s prostorovym uspofadanim proteinu pii pH 4,5 a 6,0. Pti ptechodu z pH 6,0
na 4,5 byly pozorovany jen malé¢ zmény v prostorovém uspotfadani a to 1 pii nejdelSich
Casovych bodech vymény. Piechod na pH 3,0 doprovazely vyraznéj$i konformaéni
zmeény ve vice oblastech (Obr. 18, str. 50, Obr. 19, str. 51). Nartst deuterace pti pH 3,0
vporovnani spH 4,5 a 6,0 je zfetelny na grafech zavislosti deuterace na Ccase
(Obr. 18, str. 50). Tento experiment potvrzuje, ze ClC-ecl/ piipH4,5 skutecné
nedosahuje plné protonace, a zZe zména prostorové struktury CIC-ecl, indukovana
protonaci, probihd ve dvou krocich. Porovnani konformace pti pH 3,0 a 6,0 zobrazené
na struktufe pomoci diferen¢niho barveni ukéazalo, které helixy jsou zménou
prostorového uspotfadani nejvice exponovany rozpoustédlu (Obr. 19B, str. 51). Jedna
se zejména o oblast transportnich drah, kde byly pozorovany nejvétsi rozdily v deuteraci.
Tedy snizenim pH na hodnotu 3,0 dochazi k jejich otevieni a tvorbé fetézcli vody podél
celych transportnich drah. Retézce vody se pravdépodobné podili na transportu ionti
pies protein, coz bylo zminéno v predeslych studiich.*® Avsak tato data ukazuji,
ze k otevieni nedochazi jednom na jedné stran¢ proteinu, ale skrz cely protein.

Toto zjiSténi naznacuje, Ze protein pravdépodobné nealteruje mezi stavem otevienym ven

58



a otevienym dovnit¥, jak se predpokladalo.'” Abychom vylougili, Ze takto nizké pH
poskozuje protein v pribé¢hu HDX experimentu, byla provedena kontrola jeho integrity
po poslednim ¢asovém bodu. ClIC-ec! byl na zavér opét vystaven deuteraci po dobu 20 s
a jelikoz deuterace odpovidala pocatecnimu 20s znaceni, bylo mozné konstatovat,

ze nedochazi k naruseni struktury ClC-ec/ nebo jeho fragmentaci.

V poslednim HDX-MS experimentu jsme se zaméfili na sledovani zmén
konformace CIC-ec/ vlivem postupné protonace, v rozsahu nizkych pH. Experiment byl
proveden pii pH 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 a 6,5, ptiCemz protein pii pH 6,5 reprezentuje stav
s nizkou koncentraci H'. Deutera¢ni grafy na Obr. 20, str. 52 potvrdily velké zmény
pti pH 3.0, jako bylo pozorovano uz v experimentu popsaném v piredchozim odstavci.
Dale byly pozorovany zmény i pii pH 3,5 i kdyZ v mensi mife nez u pH 3,0. U nékterych
segmentl byly pozorovany malé zmény a zvySeni pristupnosti rozpoustédla
uz i pti pH 4,0/4,5 (napt. 19-25 ¢i 200-208), obdobné jako v pfedchozim experimentu.
Rozdily v konformaci proteinu mezi jednotlivymi pH na urovni celé sekvence potvrdily,
ze k nejvétsim zménam dochazi mezi pH 3,0 a 3,5 (Obr. 21A, str. 53). Z ostatnich
pH pfechodii byly pozorovany ¢aste¢né zmény prostorového uspofadani mezi pH 3,5
a 4,0, a to zejména pii delSich ¢asech vymény. Konformace ClC-ec! pti pH 4,0 a 4,5 byla
témef stejna, rozdily v deuteraci byly minimalni. Zobrazeni rozdili deuterace na struktuie
ClC-ecl ukazuje, Ze pii pH 4,5 je Cast transportni drahy vice pfistupna rozpoustédlu
oproti pH 6,5 (Obr. 21E, str. 54). Pti pfechodu z pH 4,0 na 3,5 dochézi k vyssi deuteraci
transportnich drah i k malé deuteraci n€kterych vzdalenéjSich helixti (Obr. 21C, str. 54).
Piechod na pH 3,0 je spojen s velkymi zménami prostorového uspofadani ve vice
oblastech proteinu (Obr. 21B, str. 54). Tento experiment potvrzuje vysledky pfedesliého
HDX experimentu, ze protonaci proteinu dochazi k rozsahlym konformaénim zméndm
vedoucim k otevieni transportnich drah a k tvorbé fetézcii vody podél celého proteinu.

K této zméné dochazi ¢aste¢né mezi pH 3,5 a 4,0, ale pfevazné az pii okyseleni na pH 3,0.

Studium transportniho mechanismu CIC-ec/ pomoci HDX-MS popsané v této
praci poskytlo bliz§i pohled na strukturni zmény, kterymi protein béhem transportu
prochazi. Ptfedpokladané stfidavé otevirani na ob¢ strany membrany se jevi
jako nepravdivé, jelikoZ experimenty ukézaly, Ze pozorované globalni konformacni

zmény vedou k otevieni celé transportni drahy skrz protein a tvorbé vodnich fetézci.
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K této tranzici dochazi Castecné uz pii snizeni pH na hodnotu 4,5. Nejvétsi zmény

konformace jsou pozorovany az mezi pH 3,5 a 3,0.
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6 Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na expresi a purifikaci H'/CI™ antiporteru ClC-ec!

z E. coli. Ptipravend byla pfirozena forma a varianta s mutacemi v kli¢ovych

transportnich aminokyselinach (tzv. QQQ mutant). Obé formy byly studovany pomoci

vodik-deuteriové vymény spojené s hmotnosti spektrometrii (HDX-MS). Ziskané

vysledky shrnuji nasledujici body:

oba proteiny byly pfipraveny v dostatecné Cistoté s vytézkem 8 mg (ClC-ecl)
a 6 mg (QQQ CIC-ecl) z4 1 TB média

byla  provedena  optimalizace  proteolytického  Stépeni  CLC-ecl,
pficemz nejlepSiho vysledku bylo dosazeno pomoci kolony ko-imobilizovaného
nepenthesinu  2-pepsinu  pfi  20°C  (sekvenéni  pokryti: 96,41 %,
redundance: 10,38)

QQQ mutant ClC-ec/ je dobrym modelem protonovaného stavu ClC-ecl,
nicmén¢ nenahrazuje stav plné protonace

CIC-ec! prochazi nejvétsimi konformacnimi zménami pod pH 3,5, kdy dochézi

k otevieni transportnich drah proteinu a tvorbé vodnich fetézcii skrz cely protein
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