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1.Uvod

Krystalizace biologickych makromolekul ptedstavuje jeden z nejefektivnéjsich
nastroji ve strukturni biologii ¢i fyzikalni biochemii. Je zaloZena na hledani
vhodnych podminek pro riist krystald a jejich ndsledné optimalizace. Toho je vyuzito
k vypéstovani monokrystalti o vhodné velikosti a kvalité¢ pro rentgenovou difrakéni
analyzu. Krystalizace se stala zdsadnim krokem k objasnéni struktur
makromolekularnich latek. Protoze jediné pochopeni struktury ndam muize ukazat, jak
dana molekula funguje.

V teoretické Casti prace je shrnut stru¢ny tvod, dale je popsan krystalizacni
proces a jednotlivé zakladni krystalizacni metody.

Experimentalni Cast prace spociva v praktické aplikaci zékladnich, ale i
pokrocilych krystaliza¢nich metod. Dale pak zhodnoceni vysledkii vcetné jejich
nasledného vyhodnoceni.

Halogenované uhlovodiky ptedstavuji latky, které zdvazné znecistuji zivotni
prostfedi. Nejenom v Ceské republice, ale po celém svété se vyskytuji halogeny
kontaminované oblasti. Halogenované slouCeniny ptedstavuji v Zivotnim prostiedi
fadu rizik a bezpochyby lze fici, Ze maji negativni dopad na mnohé ekosystémy. Do
skupiny halogenovanych organickych latek patfi latky nebezpecné, ale mnohdy i
karcinogenni. Pokud se tyto latky dostanou do volnych vod, tak jsou vysoce toxické
pro ryby a ostatni vodni organismy. Jejich toxicita siln¢ vzrista, obsahuji-li v fetézci
chlor, brom nebo jod. Tyto latky maji navic schopnost bioakumulace, tudiz se
kumuluji v zivotnim prosttedi a velice Spatné se odbourdvaji. Nasledné se Siii
potravnim fetézcem smérem vzhiru, tzn. od nizs§ich zivo¢icht smérem k predatortim.
Jejich vliv na kvalitu zivotniho prostfedi lze tedy oznacit za velmi vyznamny. Proto
je snaha tyto latky odbouravat jak z vody, tak i pady. Likvidace téchto latek je ale
velice nakladna, a proto se hledaji nové, efektivnéjsi, a predevsim levngjsi zptisoby
odbouravani. Proces odbouravani halogent se nazyva dehelogenace a klicovou roli
pfi ném hraji halogenalkandehalogenasy. Proto jejich krystalizace a nasledné

pochopeni struktury maze vést ke zkvalitnéni Zivotniho prostiedi.
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Cile bakalatskeé prace

Predlozena bakalaiska prace popisuje:
e Strucny historicky tvod do krystalografie jako jednoho z nejdulezitéjsich
obort strukturni chemie
e Podstatu krystaliza¢niho procesu
e Teoretické zpracovani zakladnich krystaliza¢nich metod s jejich vyhodami a

nevyhodami

Prakticka ¢ast prace je zaméfena na krystalizacni studie modelového proteinu
lysozymu a nové piipravené halogenalkandehalogenasy DpcA z Psychrobacter

cryohalolentis K5.
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2. Literarni prehled

2.1. Historie krystalizace

Historie krystalizace saha do obdobi asi pred 160 lety, kdy byl zaznamenan prvni
rast proteinovych krystald. Jako prvni pozoroval krystalizaci proteinti Hiinefeld v
roce 1840, kdyz se pokusil vykrystalizovat hemoglobin z zizaly (Leunissen, 2001).
Krystalické formy dosahl lisovanim kapky krve mezi dvéma krycimi sklicky. Jeho
pozorovani jasn¢ dokazuje, ze proteinové krystaly mohou byt pfipraveny fizenym
odpafovanim koncentrovaného proteinového roztoku. To znamend, Ze mohou byt
ziskany formou pomalé dehydratace (pomalého vysouSeni). Tento proces je
zakladem vétSiny krystalizacnich technik, které dnes vyuzivame.

V nasledujicich letech se védci pokousejici o krystalizaci proteinti zaméfili na
hemoglobin z rtznych druhd zvifat. Bohuzel, az do roku 1850 vSechny znamé
krystaly hemoglobinu vyrostly vice ¢i méné nadhodné. Nebyl navrhnut Zadny obecny
postup pro rust krystald.

Prvni Clovek, ktery vymyslel uspé$né a reprodukovatelné metody pro rist
hemoglobinovych krystalti, byl Fiinke. Ten nasledné publikoval i sérii ¢lanka o ristu
krystalti (Leunissen, 2001).

V obdobi od roku 1850 do roku 1900 byly prozkouméany dalsi tfidy proteint,
konkrétné se jednalo o rostlinné proteiny, tzv. globuliny. V tomto obdobi byly
vyvinuty metody ke krystalizaci proteinti zaloZené na extrakci proteinll z roztoku soli
s naslednym pomalym ochlazovanim, dialyze z extraktu solného roztoku proteinu
proti destilované vod¢ a upraveé proteinovych roztokli alkoholem, acetonem nebo
¢terem. V téchto metodach se jiz najdou jakési zaklady dnesSnich krystalizacnich
metod. Hlavné pak pouziti srazecich Cinidel.

Témet ve stejnou dobu, kdy se veédei snazili o krystalizaci proteini ze semen
rostlin, se Hofmeister (Leunissen, 2001) pokusil krystalizovat slepi¢i vaje¢ny protein
albumin a také albumin z kofiského séra. Zvolil metodu zaloZenou na vylucovani
proteini z roztoku o vysoké koncentraci soli pii pomalé regulaci pH.

V roce 1925 Summer (Leunissen, 2001) vykrystalizoval ureazu, ktera je
povazovana za prvni vykrystalizovany enzym. A v pfiblizn¢ stejné dob¢ se dockal

krystalické podoby i prvni hormon, inzulin.
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Pro krystalizaci inzulinu bylo rozhodujici pfidani dvojmocnych zine¢natych iontd.

Po roce 1930 se zacala pouzivat pro charakterizaci krystalti proteind rentgenova
(X — ray) difrak¢ni analyza. O tento novy pfistup se zaslouzili predevsim Bernal,
Crowfoot a Perutz (McPherson, 2004). X — ray difrakce se v dneSni dobé ukazuje
jako nezbytna technika pouzivana v proteinové krystalografii kurCeni struktury
proteint z pfipravenych krystalt.

Zasadnim okamzikem v krystalizaci proteinii se stal rok 1980, kdy doslo k
rozvoji technologie rekombinantni DNA, ktera védctiim zajistila dostate¢né mnozstvi

jinak vzacnych proteinil, ¢ehoz se vyuziva i v soucasné dob¢.

2.2. Krystaliza¢ni proces

Krystalizace biologickych makromolekul je jednim z nejefektivnéjSich nastroji
ve strukturni biologii a fyzikalni biochemii. Poznani struktury makromolekularnich
latek je dilezitym predpokladem pro objasnéni strukturné-funkénich vztahti a
poskytuje podklady pro modifikace makromolekul pro potteby farmaceutického,
medicinského, zemédélského a mnoho dalSich primyslovych odvétvi (Kuta
Smatanova, 2008). Proces krystalizace se fadi mezi nejstarSi postupy pouzivané v
chemickém inZenyrstvi (Mullin, 2001). Krystalizace makromolekul, ktera zahrnuje
krystalizaci proteinti, nukleovych kyselin, ale také velkych makromolekularnich
komplexti, jako jsou viry a ribozomy, vychazi pfedev§im ze zkuSenosti krystalografil.
Neexistuje zadnd komplexni teorie fikajici jak pfesné pii krystalizaci proteint
postupovat, ackoliv pravé na tom velice zalezi. V dusledku toho je molekularni rist
krystali do zna¢né miry empiricky. Je zalozen na trpélivosti, vytrvalosti a intuici

(McPherson, 2004).

2.2.1. Vznik krystalt

Vznikem krystalt se rozumi fazova zména kapaliny resp. plynu na pevnou latku
(Kutd Smatanova, 2008). V nekterych pripadech dochazi ke krystalizaci velmi rychle
a vysledkem je velké mnozstvi krystali. Cilem ale je spiSe ziskani malého mnozstvi
vétsich jednotlivych krystalti, které jsou lépe pouzitelné pro pozdéjsi analyzy
(Chayen, 1997). Vysledkem krystalizace ale nemuseji byt vzdy vhodné krystaly.

Muze dochdzet i k riznym defektim, které se nachdzeji zpravidla na povrchu
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krystalu (Byrappa and Ohachi, 1965). Mezi nejcastéjsi defekty krystalti patii
mechanickd pevnost, elektricka vodivost, fotovodivost, absorpce svétla a
luminiscence (Dhanaraj et al., 2010). Nekdy je tieba pro ziskani proteinovych
krystald nejvyssi kvality pokusy né€kolikrat opakovat (Rhodes, 2006). Tvorba
krystaliza¢nich jader spojend s naslednym rlstem krystalt je zavisla na seskupovani
molekul do pevné krystalizaéni mfizky. Tim dochazi ke snizeni pohyblivosti molekul
a rastu krystald. V krystalickém stavu dominuji nekovalentni chemické a fyzikalni
vazby. Tyto vazby drzi krystaly pohromadé. Jsou to energeticky pfiznivé
mezimolekularni interakce, které ftidi rist krystalu. Pokud chceme zvysit
pravdépodobnost vzniku a nasledného ristu krystall, je nezbytné zajistit co nejvetsi
pocet vétsiny stabilnich interakci mezi molekulami rozpusténé latky v pevném stavu.
(McPherson, 1990). Rychlost ristu a rdstovy mechanismus zavisi na struktuie
povrchu, ktery mize byt bud’ hladky, nebo drsny. V zavislosti na drsnosti povrchu
rozliSujeme tii rtstové mechanismy. Adhezni typ drsnych povrchti, 2D nukleacni
rust, spirdlovity rast pro hladké povrchy. Rust krystald je ve fyzikalni chemii
vyjadien fazovym diagramem. Tento typ grafu poukazuje na podminky, za kterych
muzou ruzné termodynamické faze dosdhnout rovnovahy (Byrappa and Ohachi,

1965). Fazovy diagram rustu krystald ukazuje Obr. €. 1.
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Obr. ¢. 1 Fazovy diagram rastu krystald
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2.2.2. Supersaturace

Krystalizace makromolekul vyzaduje vytvofeni stddia supersaturace
(ptesycené¢ho stavu). To je nerovnovazny stav dosazeny upravou nckterych
fyzikdlnich a chemickych podminek, v némz je urcit¢é mnozstvi molekul v
nadbyte¢ném limitu rozpustnosti. Rovnovéha je obnovovana tvorbou pevné faze
(krystalll), ¢cimz je nésledné dosazeno limitu nasyceni. K tvorbé ptesycenych roztokt
musi byt vlastnosti téchto roztokti upraveny tak, aby byla snizena schopnost média k

rozpousténi makromolekul (McPherson, 2004).

2.2.3. Nukleace

Nukleace je prvni krok skutecného rustu krystald, béhem néhoz se vytvaieji
jadra (Emmer, 2007). V prubéhu nukleace dochdzi ke vzadjemnému kontaktu vhodné
orientovanych molekul a po ptfekroceni limitu nasyceni se zacinaji tvofit stabilni
agregaty neboli krystalické zarodky (Kutd Smatanova, 2008). Nukleace je
nejkomplikovanéjsi krok, ktery predstavuje prvni stav fadzového piechodu, kdy
molekuly prechazeji ze =zcela neuspofadaného stavu do stavu cilového.
Pravdépodobné k tomu dochazi prostiednictvim tvorby castecné usporadanych
meziproduktll (parakrystalil). V tomto piipadé vznikaji malé proteinové agregaty,
nazyvané také kriticka jadra (McPherson, 2004). Béhem nukleace se proteinové
molekuly sdruzuji do stabilnich komplexi, jako jsou amorfni srazeniny (precipitaty)
nebo mikrokrystaly (Bollag et al., 1996). Pfi nukleaci dochazi ke sluc¢ovani molekul s
vhodnou orientaci a energii pomoci nekovalentnich vazeb. VyluCovanim castic z
roztoku dochazi ke snizovani energie o 3-6 kcal mol™. Pokud dojde ke slouceni
molekul, tak neni jest¢ jasné, ze vznikly krystal bude mit dostatecnou kvalitu pro
rentgenovou analyzu. Mira nukleace zdvisi na rozpustnosti dané latky. Z toho
vyplyva, Ze pokud ma protein v roztoku vysokou rozpustnost, mame i vyssi Sanci, Ze
budou pfitomny mikrokrystalickd jadra (Berry, 1995). Nukleace a tvorba
dojit samovolné diky podminkdm v pocatecni fazi, nebo muze byt vyvolana uméle.
Proto je studium nukleacnich forem nedilnou soucasti procesu rlstu krystald

(Dharanaj et al., 2010).
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2.2.4. Rust krystalt

Rist krystald je dynamicky proces, pii kterém dochazi k interakci vhodné
orientovanych molekul nebo iontli s povrchem zarodku a jejich uspotadani na tomto
povrchu. Rychlost rstu muze ovlivnit difizni a depoziéni stupen. Pokud je
depozi¢ni stupen nizky, je rdst pomaly, nebo zadny. Naopak vysoky depozi¢ni
stupeni zpusobuje rychly rast, ale nasledné krystaly obsahuji defekty. Idedlni krystaly
vznikaji z malého mnozstvi stabilnich krystalickych jader, kterd rostou volnou
rychlosti bez defekti. (Kuta Smatanova, 2008). Pomaly rust zajisti vétsi a 1épe
usporadané krystaly. Toho dosdhneme snizenim teploty a koncentrace proteinu
(Emmer, 2007). Krystaly rostou postupnym zapliiovanim ploch tvoficich krystal.
Tyto plochy jsou vétSinou (ne vzdy) rovinné. VSeobecné plati, ze kazda plocha
v riizném rozméru a sméru urcuje vysledny tvar krystalu (Garside et al., 2002). Rust
makromolekularnich krystali je 1épe charakterizovany proces nez nukleace a jeho
mechanismy jsou pomérné dobfe znamy. Proteinové krystaly rostou dvéma
zakladnimi mechanismy, jako je dislokace a riist podle dvojrozmémé nukleace.
Spolecnym rysem rlstu a nukleace je to, ze oba procesy jsou zavislé na presyceni
matecného roztoku. Pfesyceni je proménna, jeZ oba procesy tidi, urCuje jejich vznik,

rozsah a kinetiku (McPherson, 2004).

2.2.5. Ukonceni (terminace) ristu

Vhodné vzorky krystali pro rentgenovou analyzu se nejcastéji vypéstuji
pomalym rlstem s naslednym zvétSovanim svych rozmért. V druhém piipad¢ vznika
velké mnozstvi drobnych mikrokrystali nebo naopak velké multikrystalické
agregaty, jako naptiklad dendrity (Gtvary podobné sn¢hovym vlockam) ¢i sferulity
(tenké jehlickovité utvary). V ptipade, ze vzorek neni schopen krystalizace, je
vysledny produkt v podobé nekrystalickych geli ¢i amorfnich pudr. Pokud nedojde
k zadné zméng, tak roztok ziistane Ciry (Kutd Smatanova, 2008). K ukonceni rastu
zpravidla dochazi z divodu, ze dvojfazovy roztok se piiblizi hranici rozpustnosti
proteinu, které je dosazeno mnozstvim molekul vylou¢enych do krystalické

struktury. Diky nové rovnovaze se zastavuje kumulace ¢astic (Berry, 1995).
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2.3. Faktory ovliviyjici krystalizaci

Krystalizaci makromolekul, tudiz i proteinti, ovliviiuje mnoho faktort.. Tyto
rychlost ¢i  kvalita vysledného produktu. Krystalizaéni podminky jsou
optimalizovany pomoci ruznych technik, které umoziuji pouzit mnoho
kombina¢nich parametrt ziskanych na zékladé predchozich zkusSenosti (Cox et al.,
2007).

Existuje mnoho faktor ovliviiujicich spravné provedeni krystalizaéniho
experimentu. Vznik krystald ovliviiuji mnohé termodynamické i kinetické faktory.
Rozpustnost latky patifi mezi faktory termodynamické, nukleace a nasledny rast
krystalii jsou faktory kinetické (Kutd Smatanova, 2008). Rhodes (2006) tfadi mezi
dulezit¢ faktory velikost a Cistotu makromolekuly. Necisty vzorek nebude
krystalizovat nebo bude mit za nasledek vznik nekvalitnich krystald. Li (2008) uvadi,
ze dalsi klicovy parametr pro uspésnou krystalizaci je rozpustnost proteind. Kuta
Smatanova (2008) klade diraz na heterogenitu vzorku, kterda mize zabranit uspesné
krystalizaci. McPherson (2009) zase piiklada velkou vahu spravnému zvoleni
srazeciho Cinidla. Ta by se dala rozdélit do nekolika hlavnich tfid. Jsou jimi soli,
organicka rozpoustédla, polymery s dlouhym fetézcem, nizkomolekularni polymery

a net¢kavé organické slouceniny.

2.4. Proteinova krystalografie

Zakladnim pojmem v proteinové krystalografii je pojem makromolekuly. Timto
nazvem oznacujeme vSechny polymerni latky obsahujici aminokyseliny,
ribonukleotidy, deoxyribonukleotidy, cukry riznych druhti, mastné kyseliny a dalsi.
Tyto molekuly jsou propojeny do sekvenci komplikovanymi cykly chemickych
reakci v bufice, za vzniku makromolekul, jako jsou proteiny, nukleové kyseliny
(RNA a DNA), polysacharidy a lipidy. Zakladnim cilem biologické krystalogeneze je
studium a pfiprava krystald vhodnych pro rentgenovou difrakéni analyzu. K tomuto
ucelu se pouziva mnozstvi chemickych a molekularné-biologickych nastroji (Kuta

Smatanova, 2008).
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2.4.1. Krystaly

Krystaly jsou fyzicky pevné homogenni latky. Mnohé z nich maji transparentné
tipytivy vzhled a dobte definovanou geometrickou strukturu s pravidelnymi stranami
a hranami. Vykazuji vysoky stupeni vnitiniho trojrozmérného uspotadani (Chirgadze,
2001). Krystaly jsou chemicky dobfe definované. Idealni krystal mize byt zobrazen
jako nekone¢né a dokonalé pole, v kterém jsou stavebni bloky (asymetrické
jednotky) usporadany podle definované symetrie do elementarnich bunék, které se
opakuji v trojrozmérnych ptekladech. Skute¢né ,.experimentalni krystaly maji
konecné dimenze, jejich periodicita neni nikdy dokonald vzhledem k odlisnym

druhtim poruch a dislokaci (Kutd Smatanova, 2008).

2.4.2. Makromolekularni krystaly

Makromolekularni krystaly se od krystalit malych molekul lisi tim, Ze jsou spise
mensi s horSimi mechanickymi vlastnostmi a vysokym obsahem rozpoustédla, které
tvori 20-80% jejich objemu. Tyto krystaly jsou velice kiehké a citlivé k vn&jSim
podminkam. Pro tento divod musi byt makromolekularni krystaly uchovany v
prostiedi, ve kterém vznikly. Dehydratace vede k praskani a destrukci krystala (Kuta
Smatanova, 2008).

2.4.3. Makromolekularni databaze

Krystaly biologickych makromolekul a podminky jejich vzniku jsou uvedeny
v biologické makromolekularni krystaliza¢ni databazi (BMCD) (Gilliland, 1998).
Tato databaze obsahuje krystaliza¢ni data a podminky, které byly shromdzdény z
literatury. VSechny krystalografické informace o konkrétnich makromolekulach
véetn¢ X-ray difrakénich dat a statistickych informaci jsou dostupné v on-line
databazi Protein DataBank (RCSB PDB) (Bermann et al., 2000). RCSB PDB

poskytuje rtizné nastroje a zdroje pro studovani struktur biologickych makromolekul.
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2.5. X-ray krystalografie

Rentgenova (X-ray) krystalografie je unikatni technika pouzivana pro studium
struktury proteini a makromolekularnich komplext na zaklad¢ jejich atomarniho
slozeni (Kutd Smatanova, 2008).

Rentgenova krystalografie vyuziva skutecnosti, ze paprsky rentgenového zareni
jsou pii  pruchodu proteinovym krystalem rozptylené nebo difraktované
predvidatelnym zptisobem. K difrakci dochazi, kdyz rentgenové paprsky narazi na
elektrony. Proto velikost a povaha rozptylu zavisi na poctu elektrond, které jsou
pfitomny v atomu, a ddle na organizaci atomii v prostoru. Generované difrakéni
vzory se pouzivaji k vytvoreni trojrozmérného obrazu mapy elektronové hustoty
dané molekuly, na kterém je postaven konstrukéni model proteinu (Twyman, 2004).
X-ray krystalografie poskytuje strukturdlni detaily potfebné pro objasnéni funkce
proteint jako i enzymovych mechanismii nebo vazeb ligandd. Hlavni nevyhodou
krystalografie je podminka existence krystali pouzitelnych pro X-ray analyzu
(Bollag et al., 1996).

Jedna se o dilezity nastroj pro mnoho védcl a zaroven neodmyslitelnou soucast
mnoha védeckych a pramyslovych odvétvi. Konkrétné se jedna o matematiku,

fyziku, chemii, biologii nebo medicinu (Woolfson, 1997).

2.6. Test pred krystalizaci

,Prekrystalizaéni® test (PCT) se pouzivd na determinovani (urceni) vhodné
koncentrace proteinového roztoku pro krystalizacni experimenty. Koncentrace
proteinu je vyznamna krystalizacni proménna. Pfili§ koncentrované roztoky mohou
mit za nasledek vznik amorfni srazeniny, zatimco u pfili§ ziedénych roztokt
nedochézi k zddnym zménam a ziistavaji pouze ¢iré¢ kapky. Srazenina (precipitat) a
Cista kapka jsou typické obrazové vysledky pro ¢inidlo (precipitant), které neni
schopno podporovat krystalizaci. PCT test poskytne pohled bud’ na odpovidajici
koncentraci vzorku, nebo ukazuje, ze by méla byt provedena dalsi diagnosticka

testovani (Kuta Smatanova, 2008).
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Moznosti diagnostického testovani:
e Muze byt provedena denaturacni gelovd SDS-PAGE elektroforéza pro
zmeéteni Cistoty vzorku
e Miuze byt provedena nativni gelova elektroforéza pro zméfeni
stejnorodosti vzorku
e K zjisténi homogenity vzorku se dale mlze pouzit metoda zaloZena na

dynamickém rozptylu svétla nebo analyticka gelova chromatografie

2.7. Krystaliza¢ni metody

Krystalografie je hlavni zpisob ur¢ovani struktury biologickych makromolekul.
Krystalogeneze zahrnuje krystalizaéni metody, které se pouzivaji k péstovani
proteinovych krystali (Ducruis and Giegé, 1999). Je mnoho metod pouzivanych ke
krystalizaci biomakromolekul, vSechny z nich maji za cil pfindSet feSeni

makromolekul do stadia supersaturace (Bergfors, 1999).

V dnesni dobé jsou tyto techniky rozdéleny do tiech hlavnich trid:
e Konvencni (standardni, zékladni)
e Pokrocilé

e Alternativni

2.8. Zéakladni krystaliza¢ni metody

V soucasné dob¢ se nejvice pouzivaji metody zalozené na odpatovani (,,batch®),
diftizi vodnich par (,,vapor diffusion®), dialyze (,,dialysis*) a metoda krystalizace pod
kapkou oleje (,,microbatch under 0il*) (McPherson, 2009).

2.8.1. Davkova krystalizace (,,Batch Crystallization*)

»Batch® krystalizace je nejstar§i a nejjednodussi metoda pro krystalizaci
proteinll. Princip metody je takovy, ze srazeci ¢inidlo je smichdno s proteinovym
roztokem a okamzit€¢ poté dochazi ke stavu vysokého presyceni (supersaturace).
Pokud budeme mit §tésti, tak krystaly porostou postupné z piesycené¢ho roztoku bez

dalsiho pticinéni (Drenth and Mesters, 2010).
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Pro rtst krystalt je dilezité, aby byl pocatecni roztok v labilni zéné a byla
zajisténa spravna teplota pro nukleaci (Myerson, 2002). V ptipadé, ze jsou pro
nukleaci a rlst krystali odlisné podminky, je uzitecné provést jednotlivou
optimalizaci téchto procest. To miize byt provedeno pomoci ockovani (,,seeding®).
Pfi této technice jsou krystaly pfevedeny znukleacni zony do oblasti, ktera
podporuje pouze rist. Existuji dvé varianty ockovani: 1. Makroockovani
(,,Macroseeding®), kde dochazi k prevedeni jednoho krystalu do kapky, 2.
Mikroockovani (,,Microseeding®), kdy roztok obsahuje vétsi mnozstvi malych
krystalti (Messerschmidt, 2007).

Mezi védci je ,,batch™ krystalizace jednou z nejoblibenéjSich metod. Tento
experiment se mize snadno provést v kapilare, malé nadobce (Petriho miska) nebo
v krystaliza¢ni desticce. Pro spéch této metody je dilezité, aby byl kontrolovan
prubéh krystalizace a krystalizacni podminky, které podporuji nasledny rast krystalt
(Kuta Smatanova, 2008). Fazovy diagram ristu krystali metodou ,,batch® ukazuje
Obr. ¢. 2.

Myerson (2002) mezi vyhody ,,batch krystalizace fadi:

e Rychlost
e Jednoduchost

e Ovladani teploty béhem experimentu

Kuta Smatanova (2008) jako hlavni nevyhodu uvadi, zZe v experimentu testujeme

pouze uzky prostor srazedla.
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Obr. ¢. 2 Féazovy diagram riistu krystaltl pti pouziti metody ,,batch*
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2.8.2. Metody zalozené na difuzi par rozpoustédla

Metody zalozené na difizi par rozpoustédla jsou ¢asto pouzivané diky své
jednoduchosti provedeni. Na zacatku krystalizacniho experimentu je kapicka s
roztokem proteinu a srazeciho cinidla umisténa do vzduchotésné komurky
rezervoaru. Rozdil mezi tlakem vodnich par v kapce a rezervoaru je béhem celého
experimentu hnaci silou vyrovnavaciho procesu. Slozky roztoku musi byt zvoleny
tak, aby mély nizsi tlak vody, nez je tlak v kapce. Obvykly zpisob, jak toho docilit,
je jednoduché umisténi nefedéného krystaliza¢niho ¢inidla do rezervoaru. Voda se
poté odpaii z kapky a srazi se na povrchu rezervoaru az do doby nez se tlak vodnich
par vyrovna. V zavislosti na chemickych podminkach roztoku mize toto vyrovnani
trvat hodiny (soli) nebo tydny (PEG). Netékavé chemikalie jako naptiklad PEG,
proteiny nebo soli zlstavaji v kapic¢ce (Bergfors, 1999).

McPherson (2009) uvadi, ze difuzi bylo vykrystalizovano vice makromolekul
nez vSemi ostatnimi metodami dohromady. Fazovy diagram rtstu krystala difuzi par
rozpoustédla je ukazuje Obr. €. 3.

Metody zalozené na diftizi par se provadéji v sedici, visici nebo sendvicové

kapce (Messerschmidt, 2007).
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Obr. ¢. 3 Fazovy diagram krystalizace zalozené na difuzi par
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2.8.2.1. Metoda sedici kapky
(,,Sitting Drop Vapor Diffusion®)

Metoda sedici kapky je oblibend metoda pro krystalizaci makromolekul. Princip
difuze vodnich par je jednoduchy. Kapicka obsahujici smés vzorku a srazeciho
¢inidla je umisténa ve stojanku v rezervodru naplnéném srazecim Cinidlem. Obvykle
ma kapicka proteinu a srazeciho ¢inidla nizsi koncentraci, nez je koncentrace Cinidla
v rezervoaru. Po dosazeni rovnovahy opousti vodni para kapicku, vzorek prochazi
stadiem zvySovani relativni supersaturace (ptesyceni). Jak ve vzorku, tak v Cinidle se
zvySuje koncentrace a voda opousti kapicku do rezervoaru. Rovnovahy je dosazeno,
kdyz koncentrace ¢inidla v kapicce je pfiblizné stejna jako v rezervoaru.

Pro tuto metodu je mozno pouzit razné druhy krystalizacnich desticek. Mezi
nejpouzivangjsi se fadi Cryschem Plate, Linbro Plates s Micro-Bridges, Glass sitting
Drop Rods. Desticky mivaji zpravidla fadky oznaCeny pomoci pismen a sloupce
pomoci ¢islic. To usnadiiuje orientaci v desticce (Hampton Research, 2001). Schéma

krystaliza¢ni jamky v desticce je zobrazeno na Obr. €. 4.

kryci skliCko

tuk

kapka
proteinu a srazedla

Obr. €. 4 Schéma krystalizacni jamky v desticce pro sedici kapky

Hampton Research (2001) uvadi tyto vyhody metody sedici kapky:
e Je nakladové vyhodna
e Neni Casoveé naro¢na
e Casto je jednodussi pii pouziti detergentt a hydrofobnich &inidel
e Kapicky jsou umistény ve stabilni sedici poloze

e Je kompatibilni s gely
23.



Bergfors (2009) zase mezi dal$i vyhody fadi schopnost vyuziti Siroké skaly
objemt roztoku. Od 100 pl do 1000 pl. Dale jsou sedici kapky mechanicky
stabilné&jsi nez kapky visici a jsou vice odolné ke zménam teploty.

Drenth and Mesters (2010) uvadi, ze pokud ma proteinovy roztok nizké
povrchové napéti, tak ma tendenci se rozprostirat po krycim sklicku. S tim souvisi

obtizné odstranéni krystalu z kryciho sklicka.

2.8.2.2. Metoda visici kapky
(,,Hanging Drop Vapor Diffusion®)

Metoda visici kapky je jednou znejpopularnéjsich metod pro krystalizaci
proteint. Princip metody spociva v pipetovani malé kapky proteinového roztoku a
srazeciho c¢inidla na sklenéné kryci sklicko. To je nasledné pieklopeno nad
krystaliza¢ni jamku s roztokem srazeciho ¢inidla a pomoci silikonu utésnéno. Roztok
v rezervoaru obsahuje srazeci Cinidlo, které ma niz$i koncentraci, nez je jeho
koncentrace v kapce (Carter, 1989).
krystaly o vhodné kvalité pro rentgenovou difrakéni analyzu. Zahrnuje optimalizaci
mnoha chemickych a fyzikalnich parametri. Tato metoda kombinuje difuzi par
s pouzitim sraZeciho Cinidla k pfivedeni proteinového roztoku do stadia nasyceni
v kontrolovanych podminkach (Bollag et al., 1996).

Princip difuze vodnich par je jednoduchy. Kapka obsahujici vzorek proteinu a
srazeci Cinidlo je umisténa proti rezervoaru s Cinidlem. Jak voda opousti kapku,
vzorek prochazi stddiem vzristajici relativni supersaturace, a tim se ve vzorku i
¢inidle zvySuje koncentrace. Vyrovnani je dosazeno, kdyz koncentrace Cinidla v
kapce je priblizné¢ stejna jako v rezervoaru (Hampton Research, 2001). Krystaliza¢ni
desticky by mély byt umistény v polystyrenové krabici (Styrofoam box). To
minimalizuje lokalni kolisani teploty, ktera mtze vést ke kondenzaci na povrchu
krycich sklicek. Metoda visici kapky je k tomu vice nachylnad nez metoda sedici

kapky a ,,microbatch* (Doublié, 2007).
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Hampton Research (2001) doporucuje pro krystalizaci visici kapkou specialni
VDX krystalizacni desticku. Schéma krystaliza¢ni jamky v desti¢ce je zobrazeno na

Obr. ¢&. 5.

kapka kryci skliCko
proteinu a srazedla

\ tuk

Cvoda

Obr. €. 5 Schéma krystalizani jamky v desti¢ce pro visici kapky

Podle Kuté Smatanové (2008) jsou vyhody metody visici kapky nasledujici:
o Efektivita
e Snadny pfistup ke krystalim

e Lze provést nekolik kapek (experimentl) s jednim rezervoarem

Luft and DeTitta (1992) uvadi, ze mezi dal$i vyhody se mlze zaradit pouziti
velmi malého mnozstvi vzorku, které je potfeba na experiment. K spravnému

provedeni jednoho experimentu by stacilo i méné nez 2 pl.

Mezi nevyhody tadi Luft and DeTitta (1992) tyto skutecnosti:
e Casova naroCnost
e pfiprava silikonovanych desticek
e dtkladné ¢isténi krycich sklicek

e nutnd optimalizace fyzikalnich a chemickych parametri
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2.8.2.3. Metoda sendvicové kapky
(,,Sandwich Drop Vapor Diffusion*)

Metoda sendvicové kapky vyuziva smichani roztoku proteinu a sraZeciho ¢inidla
a jejich nasledné umisténi do stfedu mensiho 18 mm kryciho sklicka. Kapka je pak
prekryta vétSim 22 mm krycim sklickem, které tvoii kryt rezervoaru. Dochazi tedy
k utésnéni kapky mezi krycimi sklicky. K provedeni této techniky jsou vytvorené
specialni Q krystalizacni desticky (Kutd Smatanova, 2008). Schéma krystalizacni

jamky v desticce je zobrazeno na Obr €. 6.

kapka kryci sklicka
proteinu a srazedla

"
>

voda

tuk

Obr. €. 6 Schéma krystalizacni jamky v desti¢ce pro sendvicové kapky

Kuta Smatanova (2008) uvadi, Ze mezi hlavni vyhody této metody patti vyborné
optické vlastnosti pro mikroskopovou prohlidku. Naopak nevyhody spocivaji ve

zdlouhavé ptipraveé a nutnosti pracovat s vétSimi objemy kapek.

2.8.3. Dialyza (,,Dialysis®)

Krystalizace dialyzou je jednoducha variace klasické metody zalozené na diftizi
vodnich par. V dialyzacni metod¢ je oddelen vzorek od srazeciho ¢inidla pomoci
polopropustné membrany, kterd umoznuje prichod malym molekulam, jako jsou
ionty, pufry, soli, ale zabranuje prichodu velkych makromolekul. Polopropustna

membrana oddéluje vnitini roztok s proteinem od vnéjsiho, ktery obsahuje srazeci
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¢inidlo. Kinetika vyrovnani zavisi na molekulové hmotnosti, sraZzecim Ccinidle,
poméru objemi, koncentraci jednotlivych komponentd uvnitt i vin¢ mikrodialyza¢ni
komirky a typu pouzit¢ membrany (Kutd Smatanova, 2008).

Pti krystalizaci dialyzou zustava koncentrace makromolekuly konstantni, jako je
tomu u metody ,,batch®. Slozeni roztoku je zménéno difuzi nizkomolekularnich latek
skrze polopropustnou membranu. Proudéni molekul skrze membranu vytvari
koncentracni gradient. Dialyza je pouzivana pro krystalizaci latek s nizkou iontovou
silou a za pritomnosti t€kavych cinidel, jako jsou napt. alkoholy (Messerschmidt,

2007). Fazovy diagram rastu krystaltl dialyzou ukazuje Obr. €. 7.

>

kfivka

/ srazeni

kfivka
rozpustnosti

koncentrace proteinu

Gi

>

koncentrace srazeciho ¢inidla

Obr. €. 7 Fazovy diagram rustu krystaltl dialyzou

Stejné jako u jinych metod existuje pro provedeni dialyzy velké mnozstvi variaci.
Pro stfedni obsah proteinového roztoku (vice nez 0,1 ml) mlze byt pouzit dialyzacni
knoflik. Dialyza¢ni membrana je ptipevnéna ke knofliku pomoci pryzového krouzku.
Pred pouzitim by méla byt membrana oplachnuta vodou a vyvarena 10 minut ve vodé
(Drenth and Mesters, 2010). Schéma dialyza¢ni metody je zobrazeno na Obr. ¢.8.
Kinetika rovnovahy zavisi na:

e propustnosti dialyzacni membrany

e pouzitém srazecim cCinidle

e poméru objemu

¢ koncentraci slozek uvniti a vn¢ mikrodialyza¢ni bunky

e geometrii bunky.
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Albert Messerschmidt (2007) uvadi jako hlavni vyhodu dialyzy jednoduchou

vymeénu srazeciho ¢inidla.

kryci sklicko

dialyzaéni membrana

roztok proteinu

dialyzac¢ni komurka
(knoflik)

Obr. €. 8 Schéma dialyza¢ni metody

2.8.3.1. Varianty dialyzy

Makrodialyza — Vzorek je vlozen do dialyza¢ni tuby o dané molekulové
hmotnosti, kde dochazi k dialyze v rezervoaru s ptisluSnym roztokem. Tato metoda
vyzaduje obvykle alespont 100 pl vzorku a mtze byt provedena az s litry vzorku ve
velkych dialyzacnich tubach (Kutd Smatanova, 2008).

Zeppenzauer method — Pro menSi mnoZzstvi proteinovych roztokd se mohou
pouzit silnosténné kapilary nebo knofliky z plexiskla piekryté dialyzaéni membranou.
(Zeppenzauer et al., 1971). Nevyhodou je, Zze proteinovy krystal v knofliku nemtize
byt pozorovan svételnym mikroskopem (Drenth and Mesters, 2010).

Dialyza ,,Microcap* — Vzorek je umistén do sklenéné kapilary, ktera je na jednom
konci utésnéna voskem, na druhém dialyza¢ni membranou. Trubicka je umisténa do
malé odstfedivkové zkumavky (nebo eppendorfky) naplnéné vhodnym rezervoarem
(Ducruix and Giege, 1992).

Dvojita dialyza — Tato metoda snizuje rychlost ustdleni a mize poskytnout
zlepseni kontroly nad krystalizaci vzorku. Dialyzac¢ni knoflik je pfipraven a umistén
uvniti rezervoaru a zapecetén dialyzacni membranou, ktera je pak umisténa uvnitt

jiného rezervoaru (Thomas et al., 1989).
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2.8.4. Mikrokrystalizace pod olejem
(,,Microbatch Under Oil*)

Krystalizacni metoda ,,microbatch under oil*“ je metoda, kdy je mald kapka
vzorku smichana se sraZecim ¢inidlem. Tato smés je napipetovana pod tenkou vrstvu
parafinového oleje. Obecné se pouziva mineralni olej s rozvétvenymi parafiny a vice
nez 20 uhliky. Tento rozsah umoziiuje malou, nebo zadnou difuzi vody pies olejovou
vrstvu (Hampton Research, 2001).

Kapka, ktera obsahuje proteinovy roztok a srazeci c¢inidlo, se davkuje bud’ ru¢né,
nebo automaticky do krystaliza¢ni jamky pod vrstvu oleje. Kapka se odpoji od
$picky pipety a klesa ke dnu jamky, protoZe je t&z3i nez olej. Spicka pipety je poté
znicena a nahrazena novou, ¢imz se zabranuje jakémukoliv pfenosu latek z jednoho
pokusu do druhého. Olej zde puisobi jako bariéra mezi rezervoarem a krystalizujici
kapkou. Vodni para difunduje pomalu pies vrstvu oleje. Typ oleje a tloustka olejové
vrstvy urcuje rychlost difuze vodni pary, a tudiz i rychlost celé krystalizace. Tato
metoda snizuje pocet krystall, ale zvétSuje jejich velikost (Chayen, 1997). Schéma

krystaliza¢ni jamky v desticce je zobrazeno na Obr. €. 9.

kapka proteinu kapka (vrstva)
a srazeciho cinidla / oleje

Obr. ¢. 9 Schéma krystaliza¢ni jamky v desti¢ce

Silikonové oleje jsou polymerni kapaliny, které se skladaji z opakujicich se
dimethylsiloxanovych jednotek. Také je mozné pouzit smés silikonového a
parafinového oleje 1:1, znamou téz jako Al's oil, (D Arcy, 1996). Silikonovy olej
umoznuje difuzi rozpoustédla (vody) z kapicky ptes olej. V pribéhu ,,microbatch*
experimentu dochéazi k zakoncentrovani vzorku a cinidla v kapicce. Tato metoda
mize byt jednoduse aplikovana bud’ s pouzitim rucni vicekandlové pipety, nebo s
jednoduchym robotem. Metoda ,,microbatch® také umoznuje velmi jednoduchou
manipulaci s teplotou, mezi 4 a 37 °C, které jsou problematické v diftzi (Kuta

Smatanova, 2008).
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Hampton Research (2001) fadi mezi vyhody:
e pouziti velmi malého vzorku a objemu ¢inidla
e minimalizace povrchu interakce se vzorkem

e schopnost ptfesné kontrolovat koncentrace vzorku a cinidla b&hem

experimentu

¢ minimalizace kondenzace béhem teplotniho kolisani

Chayen (1997) uvadi, ze mezi dal$i vyhody této metody patii jednoduchost a
rychlost oproti jinym metodam. Zvlasté pak, pokud je tato metoda fizena

automaticky, coz umoziiuje vice nez 100 pokusti za dobu 25 minut.

2.9. Lysozym

Lysozym je enzym z rodiny hydrolas patiici do podrodiny glykosidas. Je velmi
roz§iteny v zivo¢isné fiSi. Specificky $tépi nékteré glykosidové vazby v
proteoglykanech bunéénych stén bakterii a chrani tak organismus pied bakterialni
infekci. Pouzivd se k rozruseni stén bakterii pfi pfipravé rtznych soucasti

cytoplazmy. Nékdy se miize pouzit pti 1€cbé zubniho kazu (Kodicek, 2004).

Podle Kodicka (2004) se lysozym vyskytuje v:
e krevni plazmé
e matefském mléce
e vajecném bilku

e slinach, slzach a nosnim hlenu

Je to enzym, ktery hydrolyzuje polysacharidy v bakteridlnich bunécénych
sténach. Lysozym se sklada z jednoho fetézce obsahujiciho 129 aminokyselin.
Molekulovou hmotnost ma 14,296 Da (dalton= 1.66x107" kg). Lysozym ma tii-
dimenzionalni strukturu obsahujici plochy model aminokyselin, tvoficich jeho oporu.
Je oblibeny modelovy protein v proteinové krystalografii pro svoje dobte definované
krystaliza¢ni podminky a termofyzikalni vlastnosti (Leunissen, 2001).

Lysozym napada bunécné stény bakterii. Ty nasledn¢ také nici, diky unikatni

schopnosti rozruSeni karbohydratovych fetézcii s naslednym rozpadem bunécné stény.
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Alexander Fleming objevil lysozym pfi hledani antibiotik. Bohuzel, lysozym byl
prilis velka molekula, kterd neumoziiovala volny priichod mezi buitkami. Stal se ale

.....

2011).

2.10. Halogenalkandehalogenasy

Halogenalkandehalogenasy jsou mikrobidlni enzymy, které katalyzuji hydrolyzu
halogenovanych uhlovodikt. Pii této reakci se jako reakéni produkty uvoliuji
odpovidajici alkohol, halogenidovy aniont a proton (Janssen, 2004). Jsou popsany
dvé zékladni tfidy halogenalkandehalogenas, jez jsou izolovany z bakterii
Xanthobacter a Rhodococus. Tyto enzymy maji shodnou 30% aminokyselinovou
sekvenci, ale vyrazné odlisné pozadavky na substrat (Newman et al., 1999).
Dehalogenasy je mozné rozdélit do tfech podrodin: HLD-I, HLD-II, HLD-III
(Chovancova et al., 2007). Tyto podrodiny se 1i$i hlavné v sekvenci gentl, struktuie a
casto mivaji i odliSny mechanismus reakce (Janssen et al., 1994). Existuje nékolik
pribuznych tiid halogenalkandehalogenas, které pokryvaji Sirokou skalu substrati.
Casto obsahuji chlorované, bromované a jodované primarni a sekundarni haloalkany.
Pomoci rentgenové difrakéni analyzy byly vyfeseny struktury nékolika bakterialnich
enzymu, které byly nasledné pomoci genové mutace rizné klonovany (Janssen,

2004).

2.10.1. Struktura

Halogenalkandehalogenasy strukturalné¢ patfi do superrodiny o/p-hydrolaz
(Nardini and Dijkstra, 1999). Proteiny obsazené v této rodiné nemaji zjevnou
sekven¢ni podobnost, ackoliv maji spole¢ného ptedka (Damborsky et al., 2010).
Jejich trojrozméma struktura se sklada ze dvou oblasti. Zaklad tvoii hlavni doména,
kde jsou jednotlivé komponenty piesn¢ umistény. Tato struktura je vétSinou sloZena
z centralniho B-skladaného listu tvotfen¢ho 8 B-fetézci, které lemuji a-Sroubovici. Na
hlavni doménu naseda vickova doména (,,cap doména*). Ta uz je variabilni, pokud
jde o pocet a uspotradani sekundarnich prvki. Vickova doména je vice nachylna
k mutacim. Sklada ze 4-5 a-Sroubovic spojenych smyckami. Je vloZena za 6. B-

fetézec hlavni domény (Chovancova et al., 2007).
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Vickova doména je ,,posazena‘ na hlavni doméné a urcuje jeji substratovou specifitu
(Kmunicek, 2001). Mezi témito dvéma doménami je umisténo aktivni misto

(Verschueren et al., 1993).

2.10.1.1. Aktivni misto

Aktivni misto je s okolnim prostfedim propojeno pristupovymi tunely. Tyto
tunely umoznuji vstup a vystup ligandi (Otyepka and Damborsky, 2002).
Katalytické zbytky tvoii zaklad katalytickych kyselin, které utvareji katalytickou
triadu. Ta je nasledné doplnéna jeSt¢ o jeden par aminokyselin a tvoii pentadu
(Damborsky et al., 2010). Ta je vzdy rozdilnd u halogenalkandehalogenas odlisného
puvodu (Chovancova et al., 2007). Pentada je klicové misto pro hydrolyzu. Je
slozena z nukleofilu, basické kyseliny, katalytické aminokyseliny a 2 halogen-

stabilizujicich aminokyselin (Damborsky a Koca, 1999).

2.10.2. Funkce a vyuziti

O halogenalkandehalogenasy je v posledni dobé velky zajem, jelikoz katalyzuji
mnoho reakci na urovni zivotniho vyznamu. Katalytické vlastnosti téchto enzymut
byly podrobeny mnohym  zkouskdm a  pokusiim. Suspéchem se
halogenalkandehalogenasy vyuzivaji jako biokatalyzatory (Drienovska et al., 2012).
vliv na Zivotni prostiedi. Odbourani halogenu se nazyva dehalogenace. Proces
dehalogenace hraje ustiedni roli napt. v odbouravani mnoha chlorovanych sloucenin.
Halogenalkanehalogenasy ale predstavuji velké zdravotni riziko, pokud jsou
pritomny v pitné vodé. Pokud jsou ptitomny v pade¢, tak jsou uvedeny regula¢nimi

agenturami jako zneciStujici latky (Holloway et al., 1998).
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2.10.3. DpcA

DpcA je nové izolovand psychrofilni halogenalkandehalogenasa z gram-
negativni bakterie Psychrobacter cryohalolentis K5. Vykazuje zajimavé katalytické
vlastnosti, kterych bylo vyuzito v krystaliza¢nich experimentech. Tento psychrofilni
enzym vykazuje jedinecné teplotni profily a to ma za nasledek vysokou aktivitu pfi
malych i vysokych teplotdch. Enzym je enantioselektivni k bromovanych esterim
(Tratsiak et al., 2013). Substratové vlastnosti DpcA byly testovany u 30 riznych
halogenovanych substrati. Bylo zjisténo, ze DpcA ma lepsi aktivitu za pfitomnosti
delSich substratti obsahujicich alespon 3 uhliky v fetézci. Jako nejlepsi substrat pro
DpcA se ukazal 1 - brombutan, jenz se nasledné pouzil pro stanoveni idedlnich teplot
a pH. Teplotni aktivita u DpcA byla namétena v rozsahu 5 °C az
35 °C. PriCemz nejvyssi aktivita byla pfi 25 °C. Dalsim dulezitym faktem je, ze
enzym si zachoval az 27 % své plivodni aktivity i pfi teploté pod 5 °C. Vliv pH na
aktivitu byl naméfen v rozsahu 5,2 — 10,1. Pfi¢emz maximalni aktivita enzymu byla
pti pH 8,7. DpcA ztraci veskerou aktivitu pod pH 6,4 a nad 9,6 (Drienovska et al.,
2012).
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3. Metodika

Ve své bakalarské praci jsem se zamétil na hledani krystaliza¢nich podminek a

vlastni krystalizaci modelového proteinu a nove pripravené
halogenalkandehalogenasy. Jako modelovy protein byl vybran lysozym, u kterého
jsou krystaliza¢ni podminky jiz dobfe znamy. Proteinem, u kterého jesté nejsou
krystaliza¢ni  podminky  pfili§ specifikovany, byla nové vyizolovana
halogenalkandehalogenasa DpcA z Psychrobacter cryohalolentis K5.

Cela prace zahrnuje n¢kolik dulezitych krokt, které na sebe navazuji v pfimém
sledu. Nejprve se jednalo o gelovou SDS - PAGE -elektroforézu. Nasledovala
ptiprava krystalizanich roztokli a posléze vlastni krystaliza¢ni proces. V této fazi
jsem pouzil zakladni krystalizacni metody zalozené na diftizi par (,.sitting drop* a
,hanging drop®), krystalizaci pod vrstvou oleje (,,microbatch under 0il*) a pokrocilou
metodu krystalizace v kapilarach (,,counter diffusion®). Poté byl diraz kladen na
celkové zhodnoceni vysledkli vcetné zhotoveni fotodokumentace. Nasledovalo
testovani krystald na jejich proteinovy plivod. V posledni fad¢ byly pomoci
softwarovych programi pfipraveny modely lysozymu a enzymu DpcA a také

navrzen reakéni mechanismus.

3.1. Gelova SDS — PAGE elektroforéza

V prvni fadé¢ bylo nutno provést gelovou SDS — PAGE -elektroforézu v
polyakrylamidovém gelu za piitomnosti dodecylsiranu sodného. To je
pravdépodobné nejcastéjsi analyticka metoda pouzivanad ke zjisténi, zda je vzorek
proteinu Cisty. Princip metody je zalozen na rizné pohyblivosti proteint
v elektrickém poli. Diky elektrickému proudu se zaporné nabité proteiny stahuji
k anod¢€. Schopnost proteinti pronikat gelem se lisi v zavislosti na jejich velikosti.
Mensi proteiny snadnéji pronikaji pory v gelu. Pohyblivost v gelu zavisi naptiklad na
délce polypeptidového fetézce ¢i molekularni hmotnosti. Po n€kolika hodinach jsou
proteiny na zakladé molekulové hmotnosti rozdé€leny. Tato technika se vyuziva také
k separaci proteini. SDS se vadze na proteinovy fetézec v poméru 1,4 g SDSna 1 g
proteinu. Na zékladé srovnani pohyblivosti neznamého proteinu a standardt je pak
mozné urcit jeho relativni molekulovou hmotnost. Vzdalenost mezi SDS a proteinem

je umérnd molekulové hmotnosti. Této metody je Casto vyuzivano v biochemii,
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genetice, imunologii a molekularni biochemii. Je nezbytné, aby byla sestava pro SDS
— PAGE sestavena spravn¢ a nedochazelo k tiniku gelu. Sestava se sklada se dvou

skel, mezi kterymi je gumicka, a vSe je uchyceno pomoci klipi.

3.1.1. Ptiprava spodniho (,,Jlower*) gelu

Nasledovala ptiprava spodniho gelu, ktery byl 12 % o celkovém objemu 10 ml.

Tento gel obsahoval:

e 33mlHO

e 4 ml akrylamidu (smés akrylamidu a bisakrylamidu, pomér téchto komponenti
urcuje velikost port)

e 25ml1,5M Tris o pH 8,8 (pufr, ktery stabilizuje pH)

e 0,1 ml 10% SDS (ptfidava negativni naboj)

e 0,1 ml 10% APS (samovoln¢ se rozklada za vzniku volnych radikald a zajistuje
zacatek polymerace)

e (0,008 ml TEMEDu (radikalovy stabilizator, ktery urychluje polymeraci)

Spodni gel se nasledné pomoci stficky nalil do dvou tfetin sestavy na
elektroforézu. Poté se pfidal ethanol, ktery vyrovnal hladinu gelu a zahajil
polymeraci. To znamena, ze se zmalych molekul (monomert) stavaji
vysokomolekularni latky (polymery). Reakce byla exotermicka, tudiz se uvolilovala
energie ve formé tepla. Takto pripraveny gel se nechal mezi sklicky 30 minut odstat,

aby doslo k jeho ztuhnuti. Poté se ethanol vylil a pfidal horni gel (,,higher gel®).

3.1.2. Piiprava horniho (,,higher*) gelu

Bylo zapotiebi ptipravit 4 ml horniho gelu. Jeho ptiprava spocivala ve smichani
nasledujicich komponentu:
e 27mlH,O
e 0,67 ml 30 % akrylamidu
e 0,5ml1MTRIS o pH 6,7
e 0,04 ml10 % APS
e 0,004 ml TEMEDu.
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Do takto pfipraveného gelu byl vlozen plastovy hiebinek, ktery vytvofil

v hornim gelu komtirky, kam se nasledné pipetovaly roztoky proteinu a markeru.

3.1.3. Vlastni elektroforéza

Takto pripraveny gel (jiz ztuhly mezi sklicky) byl umistén do elektroforetické
komory, ktera se pozd¢ji naplnila pfipravenym pufrem. Konkrétné se jednalo o
Hrunnig pufr, ktery se skladal z 25 mM Tris, 192 mM glycine a 0,1% SDS.

Poté se ptidaly vzorky proteinti a ke kazdému specificky vzorovy pufr (,,sample
buffer). Ten se ptidava ke vzorku proteinu zdGvodu jeho piipravy pro
elektroforézu. SloZeni bylo nasledujici: 40 % glycerol, 240 mM Tris/HCI o pH 6,8, 8
% SDS, 0,04 % bromfenolova modf (,,bromophenol blue) a 5% beta-
mercaptoethanol. SDS pokryva molekuly proteinti, a tim jim dava negativni naboj.
Bromfenolovd modi umozinuje sledovat postup elektroforézy. Mercaptoethanol rusi
disulfidické mustky a glycerol zahusStuje vzorek, a tim pomaha proteinu prochazet
ptes pory v gelu. Poté byl z gelu opatrné vyjmut plastovy hiebinek. Jednotlivé
vzorky byly pipetovany do komirek. Kvili pozdéjsi lepsi orientaci se vzorky
davkovaly do kazdé druhé komtrky.

Do prvni a posledni komirky byl pipetovan marker. Konkrétné se jednalo o high
range molecular weight marker od firmy Bio-Rad Laboratories. Marker mé tlohu
standardu a podle ného mize byt vyhodnocen nasledny vysledek elektroforézy. Do
treti a ¢tvrté komirky byly pipetovany roztoky modelového proteinu lysozymu (2 pl
lysozymu + 8 ul vzorového pufru a 5 ul lysozymu + 5 pl vzorového pufru). Do Sesté
a sedmé komtrky se pipetovaly roztoky proteinu DpcA (2 pl DpcA + 8 pl vzorového
pufru a 5 pul DpcA + 5 ul vzorového pufru). Do devaté a desaté komurky se pipetoval
protein DmxA, ktery mél slouzit pouze jako srovnani s DpcA. V dalsich fazich jiz
nebyl zahrnut do experimentu. Poméry proteinu a srazeciho Cinidla byly totozné (2
pul DmxA + 8 pl vzorového pufru a 5 pl DmxA + 5 pl vzorového pufru). Pipetovani

jednotlivych komponentt je znazornéno v Tab. €. 1.
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Tab. €. 1 Pipetovani proteinid a vzorového pufru pti gelové SDS — PAGE elektroforéze

1. 8 4. 6. 7. 9. 10. 12.
2 5ul 2 5ul 2 5ul
lysozym | lysozym DpcA DpcA DmxA DmxA
marker +8 +5 +8ul +5 +8ul +5 marker
vzorovy | vzorovy | vzorovy | vzorovy | vzorovy | vzorovy
pufr pufr pufr pufr pufr pufr

Po ptidani posledniho vzorku se ptidala methylova modf, pro nasledné zbarveni
vysledkt elektroforézy (zbarveni gelu). Methylovad modf je roztok 0.1% Coomassie
R-250, 40% ethanol a 10% acetic acid, ktery dodal roztoku zbarveni. Tohoto roztoku
se pridalo takové mnozstvi, aby zakrylo cely gel a ten ziistal po dobu michani
ponofen. Poté¢ se komora SDS-PAGE dolila az po horni okraj pfipravenym pufrem,
zakryla krytem a pfipojila ke stejnosmérmnému elektrickému proudu. Vlastni
elektroforéza trvala 1,5 hodiny pfi proudu 21 mA. Elektricky proud byl o napéti 300
V a vykonu 300 W.

Po uplynuti této doby byl sejmut kryt boxu a vyndany sklenéné desticky
s gelem. Poté se odstranila gumicka a rozebrala sklicka. Samotny gel byl se vsi
opatrnosti pomoci skalpelu vyjmut ze skel. Gel se nésledné¢ umistil do boxu
s pfipravenym roztokem metanolu, kyseliny octové a vody. Cely box i s gelem se
poté premistil na mixér firmy Eppendorf. Po par hodinach jiz bylo moZzno pozorovat
vysledek elektroforézy. V prvni fadé nas zajimalo, zda je nas protein Cisty a bude

schopen pozdé¢jsi krystalizace.

3.2. Piiprava krystalizacnich roztoku

Pro krystalizaci proteinli bylo nutné pfipravit pfislusna srazeci cCinidla. Pro
modelovy protein lysozym byl pouzit roztok octanu sodného (sodium acetate) a 12%
NaCl (chlorid sodny). Pro enzym DpcA se jiz muselo sraZeci ¢inidlo pfipravit

z n€kolika komponent.
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3.2.1. Krystaliza¢ni roztok pro lysozym

Krystalizacni roztok obsahoval smés chloridu sodného a octanu sodného
(sodium acetate) o pH 4,8. JelikoZ byl chlorid sodny 12%, ptfepoctem bylo zjiSténo,
ze pro piipravu 100 ml roztoku bude potieba navazit 12 g. Octan sodny byl 0,1 M

roztok. Na zéklad¢ pfepoctu bylo potieba navazit 0,82 g octanu sodného.

3.2.2. Krystaliza¢ni roztok pro DpcA

Srazeci c¢inidlo pro DpcA obsahovalo 0,2M octan amonny (amonium acetate),
dale pufr 0,1M citrat sodny (sodium citrate) o pH 5,8 a 30% PEG 4000. Pomoci
vypoctl na zakladé krystalizacnich podminek se urcilo pfesné mnozstvi jednotlivych
komponentti pro ptipravu 100 ml tohoto roztoku. Bylo zapotiebi navazit 1,541 g
octanu amonné¢ho, 2,94 g citratu sodného a 30 g PEGu. Jelikoz roztok citratu
sodného mél pH 8,87, bylo nutné ho snizit za pomoci HCI (kyseliny chlorovodikové)

na pozadované pH 5,8.

3.3. Vlastni krystalizace

wevr

ptipravené, vySe uvedené krystalizacni roztoky, byly nedilnou soucasti krystalizace.
Béhem celého experimentu bylo vyuzito nékolika krystalizacnich metod. Jednalo se
jak o metody zékladni, tak i ty pokrocilé. Pokud mame tu moznost, tak je idealni

vvvvvvv

Dalsim skladovanim proteinu dochézi k jeho degradaci oxidaci.

Pouzité metody:
e Visici kapka (,,hanging drop®)
e Sedici kapka (,,sitting drop*)
e Mikrokrystalizace pod olejem (,,microbatch under o0il*)

e Krystalizace v kapilarach (,,counter diffusion®)
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3.3.1. Metoda visici kapky
(,,Hanging Drop Vapor Diffusion®)

Krystalizace ve visici kapce patfi mezi nejvice pouzivané metody. V piipadé
krystaliza¢ni desticky kapka proteinu ,,visi“ na mikroskopickém krycim sklicku nad
krystalizaénim roztokem v rezervoaru. Skli¢ko je utésnéno pomoci silikonového

tuku. Princip metody je stejny i v Petriho misce, li§i se pouze provedeni.

3.3.1.1. Provedeni metody v Petriho misce

Prvni zptisob krystalizace pomoci metody visici kapky byl proveden v Petriho
misce. To neni zcela typicky zplsob provedeni této metody a slouzi predev§im pro
pochopeni principu krystalizace. Postup byl nésledujici: Na dno misky bylo
naneseno srazeci Cinidlo, které dosahovalo vysky 3 mm. Na vicko Petriho misky
byly nanaseny 3 kapky srazeciho cinidla. Do téchto kapek se poté pomoci
mikropipety davkovaly kapky proteinti. Doslo tedy k jejich smiseni.

V kazdé kapce byl ale rozdilny pomér proteinu a srazeciho Cinidla. V prvni
kapce byl pomér proteinu a srazeciho Cinidla 3:3 (3 pl proteinu a 3 pl srazeciho
¢inidla). Druha kapka byla pfipravena v poméru 2:3 (obsahovala 2 pl proteinu a 3 pl
srazeciho ¢inidla). Pomér v posledni kapce byl 3:2 (obsahovala 3 pl proteinu a 2 pl
srazeciho ¢inidla). Tésnéni v tomto piipad¢ zajistuje lepici paska, kterd je oblepena
po obvodu Petriho misky. Tento krok bylo dilezité provést pecliveé, protoze nasledné
pronikani vzduchu dovnitf misky by kontaminovalo vzorky. Tyto kroky byly

provedeny pro oba proteiny.

3.3.1.2. Provedeni v krystaliza¢ni destic¢ce

Metoda visici kapky byla také provedena v krystalizaéni destiCce, ktera
predstavuje dal$i zplisob provedeni. Konkrétné¢ se jednalo o desticku Linbro
(Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA). To je desticka o 24 jamkach, zhotovena
z pruhledného a neohebného plastu, kterd je primarné uréena pro metodu visici
kapky (,,hanging drop*). Pro vlastni krystalizaci ndm v tomto piipad¢ postacilo 12
jamek. Kolem kazd¢ jamky se nachazel silikonovy tuk, ktery slouzi k pfilepeni
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kryciho sklicka. Je mozno pouzit jak kruhové, tak i ¢tvercové kryci sklicko. Ale jeho
rozmér by mél byt 22 mm.

Poté se do kazdé jamky ptidalo srazeci cinidlo. Jeho objemy se ale
v jednotlivych jamkach lisily. Pfidané objemy byly nasledujici: 50 ul, 100 pl, 300 ul,
500 pl, 800 pl, 1000 pl. Poté se jednotlivé jamky piekryvaly krycimi sklicky
obsahujici kapky proteinu a srazeciho ¢inidla. Kryci skli¢ko se musi obracet velice
pomalu, aby kapka ziistala centrovana. Poté se mirnym zatlacenim na kryci sklicko
docililo spravného utésnéni. Takto piipravend krystalizacni desticka, zakryta krytem,
se ulozila na neruSené misto. Idealné mimo dosah piimého slunce a vétsich
teplotnich zmén.

Pro oba testované proteiny byly zvoleny tyto poméry proteinu a srazeciho
Cinidla - 2:4, 4:4, 4:2 (2 pl proteinu a 4 pl srazeciho ¢inidla, 4 pl proteinu a 4 pl
srazeciho ¢inidla, 4 pl proteinu a 2 pl srazeciho ¢inidla). Byly pouzity dvé rozdilné
koncentrace lysozymu (100 mg.l'1 a 50 mg.l'l) a odlisné koncentrace byly rovnéz u

DpcA (10 mg.I"' a 5 mg.I'"). Pipetovéani vzorki a &inidel je znazornéno v Tab. &. 2.

Tab. €. 2 Pipetovani proteint a srazecich ¢inidel

Lysozym 100 mg.|* Lysozym 50 mg.I*
1. 2. 3. 4, 5. 6.
2 4ul 4ul 2 W 4ul 4l

lysozym + | lysozym + | lysozym+ | lysozym+ | lysozym+ | lysozym +
Lysozym 4ul12% | 4pl12% | 2Ww12% | 4pl12% | 4pl12% 2 ul 12%

NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, NaCl,
octan octan octan octan octan octan
sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH
48 48 48 48 48 438

DpcA 5 mg.I* DpcA 10 mg.I1
1. 2. 3. 4, 5. 6.
2l DpcA | 4 DpcA | 4l DpcA | 2plDpcA | 4 i DpcA | 4l DpcA
+4ul +4ul +2ul +4 ul +4ul +2.ul
DpcA octan, octan, octan, octan, octan, octan,
amonny, amonny, amonny, amonny, amonny, amonny,
citrat citrat citrat citrat citrat citrat

sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH
58,PEG | 58,PEG | 58 PEG | 58 PEG | 58 PEG | 58, PEG
4000 4000 4000 4000 4000 4000
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3.3.2. Metoda sedici kapky
(,,S1tting Drop Vapor Diffusion®)

Krystalizace sedici kapkou byla provedena nejprve v Petriho misce a poté
v krystaliza¢ni desticce pro sedici kapky. Princip metody spoc¢iva v tom, ze kapka
,»sedi ve stojanku krystalizacni desti¢ky. V ptipad€ Petriho misky je princip stejny,

s rozdilem ze kapka ,,nesedi* ve stojanku, ale na dn¢ Petriho misky.

3.3.2.1. Provedeni v Petriho misce

Metoda sedici kapky byla poprvé také provedena v Petriho misce. S tim
rozdilem, ze na jeji dno nebylo pfidano srazeci Cinidlo. Na dno Petriho misky se
postupné nanaselo 6 kapek tvorenych z proteinu a srazeciho ¢inidla. VSechny kapky
mély stejny pomér 3:3 (3 ul proteinu a 3 pl sraZeciho cinidla). Ménila se jen
koncentrace jednotlivych proteint. Jednalo se o koncentrace 50 mg.l'1 a 100 mg.l'1 u
lysozymu a koncentrace 5 mg.1"'a 10 mg.I'' u DpcA. U n&kolika kapek proteini byla
také testovana rtizna srazeci ¢inidla. Petriho miska se poté opét zaviela vickem a po

obvodu ptelepila lepici paskou.

3.3.2.2. Provedeni v krystaliza¢ni desti¢ce

Metoda sedici kapky byla provedena v krystaliza¢ni desticce CombiClover
crystallization plate (EBS plate, Emerald BioStructures, WA, USA). Je to jiz daleko
obvyklejsi a ¢astéji vyuzivany zpusob krystalizace touto metodou. Tato desticka ma
24 otvort a u kazdého z nich je stojanek (rezervodr) na 4 kapky. Do kazdého otvoru
bylo ptidano 800 pl krystalizacniho €inidla. Do jednotlivych jamek pro kapicky byl
pipetovan roztok proteinu a srazeciho ¢inidla. Pro tento experiment stacilo pouze 12
jamek zcelé desticky. Poméry proteinu a srazeciho cinidla byly 2:2, 1:3, 3:1.
Pipetovani lysozymu a srazecich Cinidel je znazornéno na Obr €. 10. Pouzity enzym
DpcA byl rozdilné koncentrace 10 mg.I"' a 13 mg.I"". Pipetovani DpcA a sraZecich
¢inidel zobrazuje Obr. €. 11. Takto pfipravena krystalizacni desticka se zakryla vikem

a prelepila lepici paskou, aby se zabranilo pfistupu vzduchu.
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rezervoar

2 pl lysozym 1ul lysozym
+ +

2 pl 12% NacCl,
octan sodny o pH 4,8

3 ul 12% NaCl,
octan sodny o pH 4,8

12% NacCl,
octan sodny o pH 4,8

2 pl lysozym 3 pl lysozym
+ +

2 pl 12% NacCl,
octan sodny o pH 4,8

1 ul 12% NaCl,
octan sodny o pH 4,8

Obr. €. 10 Schéma krystalizaéniho experimentu pro lysozym

rezervoar

2 pl DpcA
+

1ul DpcA
+

2 pl octan amonny,
citrat sodny o pH 5,8,
PEG 4000

3 ul octan amonny,
citrat sodny o pH 5,8,
PEG 4000

octan amonny,
citrat sodny o pH 5,8,
PEG 4000

2 pl DpcA 3 pl DpcA
+ +

2 pl octan amonny,
citrat sodny o pH 5,8,
PEG 4000

1 pl octan amonny,
citrat sodny o pH 5,8,
PEG 4000

Obr. €. 11 Schéma krystaliza¢niho experimentu pro DpcA
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3.3.3. Mikrokrystalizace pod olejem
(,,Microbatch Under Oil*)

Pro ziskani proteinovych krystali bylo vyuzito i mikrodavkové metody pod
olejem (,,microbatch under oil). Pro krystalizaci tohoto typu se pouziva tzv.
Teresakiho destiCka, kterda ma 72 jamek. Pfed samotnym pipetovanim se musela
desticka zalit 4 ml smési parafinového a silikonového oleje. AZ poté se mohlo
pomoci mikropipety aplikovat do jamek jednotlivé kapky proteinu a srazeciho
¢inidla. Nezbytné bylo dodrzet spravné potadi pipetovani vzorkl. Nejprve kapky
srazeciho Cinidla a do nich protein. V této metod¢ se testovalo 5 riznych poméri
proteinti a srazecich Cinidel. Jeden pomér se aplikoval do celé fady v desticce.
V prvni a druhé fadé byl pouzit shodny pomér 2:2 (2 pl proteinu a 2 pl srazeciho
¢inidla). Dale se jednalo o poméry 1:2 (1 pl proteinu a 2 pl sraZeciho ¢inidla), 2:1 (2
pl proteinu a 1 pl srazeciho €inidla), 1:3 (1 pl proteinu a 3 pl srazeciho Cinidla), 3:1
(3 pl proteinu a 1 pl srazeciho ¢inidla). Tento pokus byl proveden pro oba proteiny
(Tab. ¢. 3. a Tab. ¢. 4).

Tab. ¢. 3 Pipetovani lysozymu a srazeciho ¢inidla Tab. ¢. 4 Pipetovani DpcA a srazeciho ¢inidla

1 2 Wl lysozym + 2 pl 12% NacCl, 1 2 Wl DpcA + 2 pl octan amonny,
' octan sodny o pH 4,8 ' citrat sodny o pH 5,8, PEG 4000
) 2 Wl lysozym + 2 pl 12% NacCl, ) 2 Wl DpcA + 2 pl octan amonny,
' octan sodny o pH 4,8 ' citrat sodny o pH 5,8, PEG 4000
3 1 pl lysozym + 2 pl 12% NacCl, 3 1 pl DpcA + 2 pl octan amonny,
' octan sodny o pH 4,8 ' citrat sodny o pH 5,8, PEG 4000
4 2 Ul lysozym + 1 pl 12% Nacl, 4 2 Wl DpcA + 1 pl octan amonny,
' octan sodny o pH 4,8 ' citrat sodny o pH 5,8, PEG 4000
5 1 pllysozym + 3 pl 12% NaCl, 5 1 pl DpcA + 3 pl octan amonny,
' octan sodny o pH 4,8 ' citrat sodny o pH 5,8, PEG 4000
6 3 pl lysozym + 1 pl 12% NacCl, 6 3 Wl DpcA + 1 pl octan amonny,
' octan sodny o pH 4,8 ' citrat sodny o pH 5,8, PEG 4000
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3.3.4. Krystalizace v kapilarach (,,Counter Diffusion®)

Volné krystalizace v kapilarach byla posledni nami vyzkouSend metoda. Byly
pouzity sklenéné kapilary o praméru 0,5 mm. Kazda kapilara ma jeden konec uzsi a
na druhém konci se postupné rozsituje. Uzky konec byl vloZen do roztoku proteinu a
diky kapilarni sile stoupal vzhtru kapildrou. Bylo zapotiebi dostat roztok az do
mista, kde se kapilara rozsifuje. Nasledné se uzky konec kapilary utésnil pomoci
specidlni hmoty. V dal$im kroku bylo pfidano srazeci ¢inidlo pomoci mikropipety do
rozsifené Casti kapilary. VSechny kapilary se nasledné premistily do krystaliza¢niho
boxu GCB® [Triana Sci&Tech, Spain]. Az poté se zacalo s jejich utésnovanim.
Pomoci kapicky rozehtatého vosku se utésnil Sirsi konec, aby do kapilary nepronikal

vzduch. Tento proces byl proveden pro oba proteiny po tfech kapilarach.

3.4. Testovani krystalt

Testovani krystalli se provadélo pro ujisténi, zda se opravdu jednad o krystaly
proteinti. Jelikoz krystaly soli byly vnaSem pfipadé¢ nezddouci. VétSina pufri
pouzivanych ke krystalizaci maji tak nizkou koncentraci, ze by nemélo dochézet
k jejich krystalizaci. Pokud ale jsou pouzivany v koncentracich vysSich, miiZzou

vykrystalizovat misto proteinu.

3.4.1. Test zabarvenim krystalu (,,Dye binding test*)

Vlastni provedeni tohoto testu spocivalo v n¢kolika jednoduchych krocich. Do
kapicky, ve které vyrostl krystal, se mikropipetou pfidalo barvivo ,,Izit“ (Hampton
Research). Barvivo ptsobilo po dobu 30 minut a nasledné byly pozorovany zmény
pod mikroskopem. Krystaly barvici se modrou barvou mély proteinovy ptvod.
Pokud by se jejich barva po ptidani barviva ,,[zit" nezménila, jednalo by se o krystaly

soli.
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3.4.2. Test rozdrceni krystalu (,,Crush test®)

Na kryci sklicko se umistil krystal a pod mikroskopem doslo k jeho rozbiti
sklenénou kapilarkou. Pokud se krystal po dotyku hrotu kapilarky okamzité rozpadal,
tak se jednalo o krystal proteinovy. Ten ma tendenci se rozbijet na velké mnozstvi
malych kouskt. Naopak krystaly soli se rozbijeji velice tézko. Pokud ale k jejich

rozbiti preci jen dojde, tak se St€pi na mensi mnozstvi kousk.

3.4.3 Test vysousenim krystalu (,,Dry test*)

Tento test je zalozen na principu jednoduchého vysouseni krystalu. Proteinové
krystaly se na vzduchu rozpadaji. Naopak krystaly soli zlstavaji na vzduchu

neporusene.

3.5. Graficke zndzornéni DpcA

V posledni fazi celého praktického pokusu byl enzym DpcA graficky zobrazen
za pomoci nékolika programd. Pro programy WinCoot (Emsley et al., 2010) a VMD
(Humphrey et al., 1996) byl pouzit soubor *.pdb, ktery obsahoval strukturu proteinu
DpcA. V téchto programech byla k dispozici cela fada nejriizngjsich nastrojii. Slo
predevsim o vytvoreni pohledu na protein jako celek, ale také o nazorné zobrazeni
aktivniho mista véetné katalytické pentady. Dilezité bylo pochopeni struktury a
nasledného dehalogenac¢niho procesu. Soubor *.pdb byl stazen z PDB databaze

http://www.pdb.org/pdb/home/home.do, unikatniho celosvétového 0lozisté informaci

a 3D struktur biologickych molekul zahrnujici i proteiny a nukleové kyseliny.
Najdeme zde molekuly, které se nachdzeji ve vSech organismech od bakterii pies
rostliny az po ¢lovéka. Pochopeni tvaru a struktury je velice dulezité, protoZe jediné
tak zjistime, jak urcitd molekula funguje. Tyto znalosti mohou byt nésledné vyuzity
napiiklad pro tvorbu 1ékli. Archiv PDB je dostupny zdarma pro vSechny uZzivatele a
kazdy tyden aktualizovan. Posledni program, ktery jiz nebyl zavisly na *.pdb
souboru byl ChemSketch (ACD/ChemSketch Freeware 2012). Tento program neni
schopen zobrazovat trojrozmérné struktury. Ztohoto divodu nam nemiZze
poskytnout celkovy pohled na protein. Velice dobfe nam ale mize poskytnout pohled

na katalytickou pentadu v ndzornéj$im 2D vyobrazeni.
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3.5.1.WinCoot

Je program pro vytvareni makromolekularnich modelli, zejména proteini za
pomoci X-ray dat. Zobrazuje mapy a modely, s kterymi je moZno riiznymi zptsoby
manipulovat. Mezi nejpouzivanéjsi nastroje patii idealization, real space refinement,
manual rotation/translation, rigid-body fitting, ligand search, solvation, mutations,
rotamers, Ramachandran plots, skeletonization a dalsi. Coot pracuje s proteiny, které
jsou vkladany ve formatech *.pdb, mmCIF, MTZ files, .phs. (Emsley et al., 2010).

3.5.2 VMD

VMD je program vytvoieny pro modelovani, vizualizaci a analyzu biologickych
systémd, jako jsou proteiny, nukleové kyseliny, lipidy a mnoho dal§ich. VMD
zobrazuje strukturu na zékladé vloZeného *.pdb (Protein Data Bank) souboru.
Poskytuje Sirokou skalu vykreslovani a barveni molekul. Mezi nejpouzivangjsi by se
daly zafadit jednoduché body a linky. Dale to mohou byt médy ,,CPK, cylinders,
licorice bonds, tube, ribbons, cartoon drawings“ a dalsi. VMD mize byt pouzit
k animovani a nasledné analyze trajektoriec molekulové dynamiky (Humphrey et al.,

1996).

3.5.3. ChemSketch

ChemSketch umoznuje kresleni chemickych struktur véetné jejich vizualizace.
Vyhodna je rovnéz pomérné rychla a jednoducha tvorba chemickych vzorci,
zejména pak organickych latek. Dale jsme schopni pomoci toho programu zjistit
nekteré udaje o latkach jako napf. molarni hmotnost, geometrie molekul,
procentudlni obsah jednotlivych prvki, hustota, povrchové napéti a dalsi. Po spusténi
programu miZeme pracovat ve dvou zakladnich modech. Bud ,structure*

(struktura), nebo ,draw” (kresleni) (ACD/ChemSketch Freeware 2012).
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4. Vysledky

4.1. Vyhodnoceni vysledki gelovée SDS — PAGE

elektroforézy

Pomoci gelové elektroforézy byla zjisténa molekularni hmotnost a Cistota jak
modelového proteinu lysozymu, tak i enzymti DpcA a DmxA. Pro dal$i experiment
byla vybrana halogenalkandehalogenasa DpcA. Molekularni hmotnosti se urcily dle
stupnice markeru. Marker vyuzivd hodnot proteinti sjiz znamou molekularni
hmotnosti. U lysozymu byla stanovena molekularni hmotnost pfiblizn¢ 34 kDa. U
halogenalkandehalogenasy DpcA byla molekuldrni hmotnost okolo 35 kDa, zatimco

DmxA méla nizkou molekuldrni hmotnost 12 kDa (Obr. ¢. 12). VSechny enzymy

vykazovaly vysokou Cistotu, kterd je nezbytna pro uspésnou krystalizaci.

marker

- 8

- I soz-m- DpcA

37 y._gA 35 kDA

. G S

20
DmxA
12 kDA

10 e

Obr. €. 12 Gelova SDS — PAGE elektroforéza (foto autor)

4.2. Vysledky krystaliza¢nich metod

V této kapitole uvadim vSechny uspésné (i netispésn€) provedené krystalizacni

experimenty, kterych bylo docileno pomoci riznych metod a podminek.

47.



4.2.1. Vysledky metody visici kapky

Krystalizace provedena metodou visici kapky byla u modelového proteinu téméf
ve vSech podminkach uspésna. Kvalita a velikost krystald se liSila v zavislosti na
zvolenych pomérech proteinu a srazeciho cCinidla. U DpcA se podatilo dosdhnout

krystalické podoby jen v jednom poméru proteinu a srazeciho ¢inidla.

4.2.1.1. Lysozym

Modelovy protein lysozym krystalizoval z krystaliza¢niho ¢inidla sloZzeného z
12 % NaCl a octanu sodn¢ho o pH 4,8. Krystaly vznikaly ve vSech pomérech
lysozymu a srazeciho Cinidla. AvSak jejich velikost a kvalita se liSila. Vysledkové
schéma krystalizacni desti¢ky s proteinem a srazecim c¢inidlem je znazornéno v Tab.
& 5. Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno u koncentrace lysozymu 50 mgl'. A
konkrétn€ pfi poméru proteinu a srazeciho €inidla 4:4 (Obr. ¢. 13). Pravdépodobné na
to m¢l vliv i objem krystaliza¢niho ¢inidla v rezervoaru, jelikoz v tomto rezervoaru
bylo pouzito nejvétsi mnozstvi a to 1000 pl. Ke krystalizaci tohoto proteinu
dochazelo velice brzy a jiz za néckolik hodin bylo vidét pod polarizacnim
mikroskopem formovani krystaliza¢nich jader. Experiment trval jeden tyden a poté

byla potizena nalezita fotodokumentace.

Tab. €. 5 Vysledky pouziti metody visici kapky pro lysozym

Lysozym 100 mg.I* Lysozym 50 mg.I
1. 2. 3. 4. 5. 6.
2yl 4ul 4ul 2 W 4 ul 4ul
lysozym + | lysozym+ [ lysozym+ | lysozym+ | lysozym+ | lysozym +
Lysozym 4ul12% | 4pll12% | 2Ww12% | 4pl12% [ 4pll12% | 2l 12%
NacCl, NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, NacCl,
octan octan octan octan octan octan
sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH | sodny o pH | sodnyopH | sodny o
48 48 48 4.8 48 pH 4,8
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Obr. €. 13 Tetragonalni krystaly lysozymu (foto autor)

4.2.1.2. DpcA

U halogenalkandehalogenasy DpcA byla situace odlisnd. Jako krystalizacni
¢inidlo byla pouZita pfipravena smés obsahujici octan amonny, citrat sodny o pH 5,8
a PEG 4000. Byly testovany dvé rizné koncentrace. Enzym DpcA o pavodni
koncentraci 5 mg.l"' a koncentrovan&jsi roztok o koncentraci 10 mg.l"'. Z divodu
upiesnéni krystalizacnich podminek bylo testovano vice poméra proteinu a srazeciho
¢inidla. (Tab. ¢. 6). Ve visici kapce bylo vyuZito také rGznych objemu srazecich
¢inidel v rezervoaru. Od 50 pl az do 1000 pl. Krystalické formy DpcA se podarilo
dosahnout jen pti poméru 4 ul DpcA a 2 pl srazeciho ¢inidla (Obr. ¢. 14). V této
jamce bylo 500 pl krystalizacniho ¢inidla. Doba experimentu trvala rovnéz jeden

tyden. Poté se pomoci polarizaéniho mikroskopu s fotoaparatem potidily fotografie.
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Tab. €. 6 Vysledky metody visici kapky pro DpcA

DpcA

DpcA 5 mg.lt
1. 2.
2 W DpcA+ | 4l DpcA +
4 pl octan 4 pl octan
amonny, amonny,
citrat sodny | citrat sodny
0 pH 5,8, 0pH5,8,
PEG 4000 | PEG 4000

DpcA 10 mg.It
4. 5. 6.

2 DpcA+ | 4l DpcA+ | 4l DpcA +
4 pl octan 4 pl octan 2 pl octan
amonny, amonny, amonny,
citrat sodny | citrat sodny | citrat sodny
0 pH 5,8, 0 pH 5,8, 0 pH 5,8,
PEG 4000 | PEG4000 | PEG 4000

Obr. ¢. 14 Monokrystal DpcA (foto autor)

4.2.2. Vysledky metody sedici kapky

Metodou sedici kapky se rovnéz podatilo vykrystalizovat studované proteiny.

U lysozymu byla situace opé€t o poznani jednodussi, jelikoz krystalizoval snaze.

U DpcA se ukazal jako uspésny pouze jeden pomér proteinu a srazeciho ¢inidla.




4.2.2.1. Lysozym

Modelovy protein lysozym krystalizoval z krystaliza¢niho ¢inidla 12% NaCl a
octanu sodného o pH 4,8. Na jednom rezervoaru byly testovany tii rizné poméry
proteinu a srazeciho Cinidla. Krystaly vyrostly v pomérech 2 pl proteinu a 2 pl
srazeciho €inidla, 1 pl proteinu a 3 pl srazeciho ¢inidla. Pomér 3 pl proteinu a 1 pl
srazeciho Cinidla neposkytl rust krystalt. Vysledky krystalizace jsou zobrazeny na
Obr. ¢. 15. Nejlepsi krystaly vyrostly v poméru 2 pl proteinu a 2 pl srazeciho ¢inidla
(Obr. ¢. 16).

rezervoar

12% NaCl,
octan sodny o pH 4,8

3 pl lysozym
+

1 pl 12% NacCl,
octan sodny o pH 4,8

Obr. ¢.15 Vysledky metody sedici kapky pro lysozym

Obr. €. 16 Tetragonalni krystaly lysozymu (foto autor)
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4.2.2.2. DpcA

Protein DpcA vsedici kapce sice krystalizoval, ale podminky uspésné
krystalizace ve srovnani se vzorkem lysozymu jiz byly daleko specifi¢téjsi. Doba
krystaliza¢niho experimentu byla jeden tyden. Jako srazeci ¢inidlo byla pouzita smés
octanu amonného, citratu sodné¢ho o pH 5,8 a PEGu 4000. Metoda byla provedena
v krystaliza¢ni desticce CombiClover. Experiment zahrnoval tii poméry proteinu a
srazeciho Cinidla. Jako uspésny se ale ukazal jen jeden. A tim byl pomér 2 pl DpcA a
2 ul srazeciho ¢inidla. Vysledky krystalizace jsou zobrazeny na Obr ¢. 17.
Krystalickd podoba DpcA v tomto poméru je zndzornéna na Obr. €. 18.

V ostatnich pomérech se objevila bud’ ¢istd kapka, nebo amorfni srazenina.
Koncentrace proteinu 10 mg.l' nebo 13 mgl' nemély vliv na krystalizatni

experiment. Do pokusu byly zahrnuty obé koncentrace se shodnym vysledkem.

rezervoar

1ul DpcA
+

3 pl octan amonny,
citrat sodny o pH 5,8,
PEG 4000

octan amonny,
citrat sodny o pH 5,8,
PEG 4000

3 pl DpcA
+

1 pl octan amonny,
citrat sodny o pH 5,8,
PEG 4000

Obr. ¢. 17 Vysledky metody sedici kapky pro DpcA

Obr. ¢. 18 Jehlickovité krystaly DpcA (foto autor)
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4.3. Vysledky mikrokrystalizace pod olejem

Metodou ,,microbatch under oil“ se podafilo vypéstovat pouze krystaly

lysozymu. U enzymu DpcA pokus uspé$ny nebyl.

4.3.1. Lysozym

Jako srazeci Cinidlo byl pouzit roztok 12 % NaCl a octanu sodné¢ho o pH 4,8.
Modelovy protein lysozyme o koncentraci 50 mg.l"' krystalizoval pod vrstvou oleje
ve dvou pomérech proteinu a srazeciho Cinidla. Jednalo se o poméry 2:2 (2 pl
lysozym a 2 pl srazeciho Cinidla) a 2:1 (2 pl lysozym a 1 pl srazeciho cinidla).
Vysledky znazoriiuje Tab. €. 7. Na Obr. €. 19 jsou vidét krystaly lysozymu v poméru
2 pl proteinu a 2 pl srazeciho €inidla.

Tab. €. 7 Vysledky metody ,,mikrobatch under oil* pro lysozym

1 pllysozym + 2 pl 12% NaCl, octan
sodny o pH 4,8

1 pl'lysozym + 3 pl 12% NaCl, octan

> sodny o pH 4,8
6 3l lysozym + 1 pl 12% NaCl, octan
' sodny o pH 4,8

Obr. €. 19 Tetragonalni krystaly lysozymu (foto autor)
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4.4. Vysledky testovani krystali

Provedenim ,,crush® (Obr ¢. 20), ,,dehydration (Obr. ¢. 21) a ,,dye binding"

(Obr. €. 22) testu bylo ovéfeno, ze se ve vsech pfipadech jednalo o krystaly proteini.

Obr. €. 20 ,,Crush* test (foto autor)

Obr. €. 21 ,,Dehydration* test (foto autor)

Obr. ¢. 22 ,,Dye binding™ test (foto autor)
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4.5. Vysledky modelovani

Pomoci softwarového programu VMD (Humphrey et al., 1996) byla zobrazena
terciarni struktura enzymu. To znamend, ze bylo vidét jeho trojrozmérné usporadani
a poloha jednotlivych atomti. Hlavnim cilem bylo najit reakéni centrum neboli
aktivni misto proteinu. V programu ChemSketch (ACD/ChemSketch Freeware 2012)

bylo u enzymu DpcA také vytvoreno strukturalni schéma katalytické pentady.

4.5.1. DpcA

V tomto programu bylo zobrazeno aktivni misto a podle n¢ho sloZeni
jednotlivych aminokyselin v katalytické pentade. Ta se sklada z trojice rezidui Asp
250 — His 280 — . Tyto tii aminokyseliny jsou doplnény o — Trp
124, které v pentad¢ stabilizuji odstupujici halogen (Obr. ¢. 23). Na Obr. €. 24 je
znazornéna tatdz pentdda, ale v modelu zobrazujicim jednotlivé elementy. To je
vyhodnéjsi model z hlediska znazornéni jednotlivych vazeb. Na modelu jsou vazby

, uhlik-kyslik, uhlik-dusik-uhlik. Tato pentada je jeSt¢ doplnéna o

vodu, ktera vstupuje do hydrolytické reakce.

Obr. ¢. 23 Katalyticka pentada

Obr. ¢. 24 Katalyticka pentada
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Pro nézornou ukazku bylo aktivni misto zobrazeno i v celé struktuie enzymu

DpcA. Zde mizeme vidét kompletni strukturu vcetné¢ vickové domény a hlavni

domény. Znazornény jsou také a-Sroubovice, a

(Obr. &. 25).

Obr. €. 25 Struktura enzymu DpcA

4.5.2. Lysozym

Na Obr ¢. 26 je znazornéno trojrozmérné zobrazeni lysozymu. Jedna se o
strukturu véetné substratu. Ten je ve sloZzeni sacharidovych jednotek MUB a NAG.
Na tento disacharid se vaze jednoduchy peptid z aminokyselin ve sloZzeni FGA, API,

DAL. Sacharidovou slozku s peptidem spojuje aminokyselina Ala 166.

Obr. €. 26 Struktura lysozymu vetné substrati
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4.5.3. ChemSketch

Katalytickd pentdda byla zobrazena i strukturalnimi vzorci v 2D vyobrazeni. Na
Obr. €. 27 jsou znazornény jednotlivé aminokyseliny pfi substituci (hydrolyze). To je

reakce, pii které se odstépuji molekuly halogenti za vzniku alkohold.

| Tryptofan 164
/
0"

\</O
e
{
/ Z,-~I
©

- .,——'-O
MNH
Tryptofan 124
_‘_‘_-‘
NH n—H
N N= |

0 Histidin 230

Kyselina azparagova 250 Kyzelina azparagova 123

Obr. ¢. 27 Katalyticka pentada
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5. Diskuze

Aplikace krystalizacnich metod piispéla k naplnéni cilu projektu, kdy se

podafilo uspésné provést pocatecni krystalizacni ,,screening® podminek pro rist
proteinovych krystald. U nevhodné krystalizujicich pomérti proteinu a srazeciho

¢inidla by se méla provést optimalizace podminek a pokusy opakovat.

5.1. Lysozym

V piipadé této prace byl pouzit lysozym z vaje¢ného bilku. U lysozymu ve
vetSine testovanych piipadi doslo k riistu kvalitnich tetragondlnich krystalii. Jako
srazeci ¢inidlo byla pouzita smés 12% NaCl a octanu sodného o pH 4,8. V piipadé
visici kapky krystaly narostly ve vSech pomeérech proteinu a srazeciho Cinidla i
koncentraci lysozymu. Krystali o nejlepsi kvalit¢ bylo dosazeno v poméru 4 pl
proteinu a 4 pl sraZeciho &inidla pii koncentraci lysozymu 50 mg.l' (Obr. &. 13).
Metodou sedici kapky se podafilo vypéestovat nejlepsi krystaly v poméru 2 pl
proteinu a 2 pl srdzeciho Cinidla (Obr. €. 16). Naopak tato metoda nebyla Gspésna
pouze v poméru 3 ul proteinu a 1 pl srazeciho ¢inidla. V tomto poméru vznikal
amorfni precipitat. Pravdépodobné to bylo z diivodu pfili§ koncentrovaného vzorku,
ktery se hned vysrazel a dale nebyl schopen krystalizace. Metoda ,,microbatch under
o0il“ byla spé$nad v pomeérech 2 pl proteinu a 2 pl srazeciho ¢inidla a 2 pl proteinu a
1 ul srazeciho Cinidla (Obr €. 19). Nejvetsi krystaly vznikaly ve velikosti az 250 pm.

Forsythe et al. (1997) vykrystalizovali vajecny lysozym i ze siranu amonného.
Koncentrace proteinu byla 100-150 mg.I"". Velka krystalizaéni proménna bylo pH
srazeciho Cinidla. Se zvySujicim se pH vznikaly tetragondlni krystaly, naopak pfi
sniZeni vznikaly krystaly kosocCtverecné.

S tvrzenim, ze pH ma na krystalizaci velky vliv, souhlasili i Judge et al. (1999).
Jejich pokus spoéival v krystalizaci lysozymu o koncentraci 40 mg.l' pomoci
sraZzeciho ¢inidla v podobé 5% NaCl. O pH 3,5 se podafilo vykrystalizovat mnoho
krystalti, naopak se zvysujicim se pH pocet krystalt klesal. Pti pH 6,1 jiz nebyly
pritomny zadné krystaly. Dalsi zajimavé zjisténi bylo, Ze pocet vyslednych krystala

se nemusi rovnat poctu krystaliza¢nich jader na pocatku experimentu.
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Hodgson (1999) se pokusil vykrystalizovat hexagonalni (Sestihelnikové)
krystaly lysozymu pomoci kyseliny mravenci. Z této studie vyplynulo, ze mezi pH 3-
4 se podafilo vypéstovat sice velké mnozstvi krystalt, které ale nemély pozadovany
hexagonalni tvar. Po optimalizaci podminek byla ale ke kyselin¢ mravenci ptidana
jeste kyselina octova. Tyto dvé srazeci ¢inidla o pH 4,5 m¢ély za nasledek sice mensi
mnozstvi krystalll, ale vSechny mély pozadovany hexagonalni tvar.

Brinkmann (2006) vykrystalizoval hexagonalni krystaly i z roztoku dusi¢nanu
sodného o pH 8,4. Na zékladé toho provedl analyzu, ktera vykazuje, Zze hexagonalni
krystaly vykazuji vyssi obsah rozpoustédel a jsou vice nachylné k porucham nez jiné
krystalické formy lysozymu.

Alderton and Fevold (1945) krystalizovali lysozym srazecim ¢inidlem v podobé
5 % chloridu sodného. Podafilo se jim dosdhnout velkého mnozstvi krystall
v rozmezi pH od 3 do 11. Krystaly tvofily dvé odlisné formy. Jedna forma byla pod
pH 7 a druha vznikla v zasaditém prostedi. Na zaklad¢ tohoto pokusu bylo zjisténo,
ze struktury vSech krystalll vzniklé v zasaditém prostiedi jsou shodné. Lisi se pouze
chemicky a vykazuji Spatnou rozpustnost ve vode¢. Naopak s postupné snizujicim se
pH se zvySuje rozpustnost krystald ve vodé. Pod pH 7 se vyrazné lisi i struktura
jednotlivych krystala.

Z vySe zminénych studii vyplyva, Zze pouzitim riznych sraZecich ¢inidel mtze
lysozym tvofit rizné krystalické podoby. Velky vliv na krystalizacni experiment m4 i

pH srazeciho ¢inidla.
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5.2. DpcA

vvvvvv

u kterého nejsou krystalizacni podminky znamy. Krystaly se podafilo piipravit za
pouziti srazeciho ¢inidla obsahujiciho smés octanu amonného, citratu sodného o pH
5,8 a 30% PEGu 4000. Metodou visici kapky byl vypéstovan monokrystal v poméru
4 ul DpcA a 2 pl srazeciho ¢inidla (Obr. ¢. 14). Metoda sedici kapky se ukézala
uspésna vpomeéru 2 pl DpcA a 2 ul srazeciho ¢inidla. Vtomto poméru pfi
koncentraci 10 mg.l'1 bylo vypéstovano velké mnozstvi jehlickovitych krystalt
(sferulit)) (Obr. ¢. 18). Nejvétsi krystaly dosahovaly velikosti 220 pm. Ostatni
pouzité poméry proteinu a srazeciho ¢inidla uspésné nebyly. V poméru 3 pl DpcA a
1 pl srazeciho cinidla vznikaly amorfni sraZeniny, vlivem pfili§ koncentrovanych
vzorkll. Zatimco v poméru 1 pl DpcA a 3 pl srazeciho ¢inidla se objevovaly ¢iré
kapky. Tato skutecnost poukdzala na to, ze byl vzorek pfili§ ziedény. U metody
,microbatch under oil“ nebylo dosazeno zadné krystalické podoby. Divodem by
mohla byt nespravna aplikace proteinii a srazecich c¢inidel pod vrstvu oleje. Dalsi
moznosti by mohla byt Spatné¢ utésnéna krystalizacni desticka, jelikoz pfistup

vzduchu kontaminoval vzorky.

5.3. Struktura enzymt

Jak lysozym, tak i enzym DpcA obsahovaly a-Sroubovice (,,a-helixy*), které
tvoti velice stabilni pravotoCivé Sroubovice drzeny vodikovymi mdastky. o-
Sroubovice obsahuje zhruba 3,6 aminokyselinovych zbytkii na jeden zavit. Ve
struktufe enzymu byly pfitomny i B-skladané listy. Na rozdil od a-Sroubovice neni
B-skladany list ptilis kompaktni, ale je protazeny do vSech stran. Sklada se z nékolika
aminokyselinovych fetézct (peptidll). V enzymu byva zpravidla obsazena i tzv.
neuspofadana struktura. Jeji vznik spocivd v rozruSeni stabilizujicich interakci a
nasledkem je jeji ndhodné usporadani. Tyto tii struktury tvoii zaklad prostorového

uspotadani proteinti (tzv. sekundarni struktury).
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5.3.1. Struktura lysozymu

Lysozym z riznych organismi se 1i§i nejen ve struktufe, ale také v reak¢nich
mechanismech. Na Obr ¢. 26 je znazornéna celkova struktura lysozymu vcetné o-
Sroubovic a PB-skladanych listl. Zobrazen je také substrat obsahujici disacharid
(MUB a NAG) a kratky peptid (FGA, API, DAL). Tento substrat poutd sacharidové
jednotky v bunécné stén€. Sacharidovou slozku s peptidem spojuje aminokyselina
Ala 166. Uginek enzymu je zalozen na zdeformovéni sacharidového kruhu, ktery se

poté velice snadno rozpada.

5.3.2. Struktura DpcA

Struktura enzymu DpcA izolovaného z Psychrobacter cryohalolentis K5
obsahovala hlavni doménu, vickovou doménu a aktivni misto. Hlavni doména je
tvotena 9 a-Sroubovicemi a 7 paralelnimi B-skladanymi listy. Vickovou doménu
vytvari 5 a-Sroubovic. Celkovy pohled na enzym vcetné¢ uvedenych komponentt je

zobrazen na Obr. ¢. 25

5.4. Enzym a jeho aktivni misto

Enzym je jednoduchy ¢i slozeny protein s katalytickou funkci, urcujici rychlost,
ale i povahu chemickych reakci. Z hlediska struktury mohou byt enzymy jednoduché
(obsahujici pouze proteinovou ¢ast), nebo to mohou byt enzymy slozené. Ty obsahuji
kromé proteinové slozky (apoenzymu) i malé neproteinové molekuly tzv. kofaktory
(koenzymy). Tyto slozené¢ enzymy maji zpravidla katalytickou aktivitu. Pravé
v apoenzymu se vyskytuje aktivni misto enzymu.

Vzhledem k celkové velikosti proteinu je aktivni misto mald oblast. Je to
prostorové vymezend oblast molekuly, kterd obsahuje presné¢ rozmisténé funkcni
skupiny aminokyselinovych zbytki. Jedna se o katalyticky aktivni skupiny, skupiny
specificky vazici substrat, skupiny vazici koenzym. Aktivni misto je ve tvaru
prohlubné a zpravidla byva umisténo na povrchu molekuly, aby bylo volné pfistupné
pro substraty. Ty se na aktivni misto vazi a vytvari enzym-substratovy komplex.
Substrat se k aktivnimu mistu vaze pomoci van der Waalsovych sil, vodikovych

mustkl a elektrostatickych sil.
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Nepolarni charakter téchto vazeb zesiluje poldrni interakce mezi substratem a
proteinem.

Existuji dvé teorie aktivniho mista. Prvni je teorie komplementarity (teorie
»zamku a klic¢e*). Tato teorie predpoklada, ze navazujici se substrat presné odpovida
struktute aktivniho mista. V aktivnim mist€ jsou vytvofena vazebna mista, kterd jsou
tvarem komplementéarni k substratu. Jiny substrat se nemiize navazat. Druhou teorii
je teorie indukovaného ptizplisobeni. Tato teorie ptredpoklada, ze se aktivni misto
prizptisobuje substratu, se kterym reaguje. To znamena, Ze v enzymu zpocatku nejsou
vytvofena vazebna mista. Substrat si ale svou pfitomnosti je schopen vyvolat
pfislusnou zménu vazebného mista.

Enzymy maji substratovou specifitu, to znamena, ze enzym katalyzuje reakci jen
urcitého substratu, jiného si nev§ima. Enzymy maji také reakcni specifitu, tudiz
dokazou katalyzovat jeden konkrétni typ reakce nebo jednu konkrétni vazbu. Aktivita
enzymu udava rychlost katalyzované reakce. Jednotka katalytické aktivity enzyma je
katal (kat). To znamena mnozstvi enzymu, které zplisobi pfeménu jednoho molu
substratu za sekundu. Pokud jsou splnény jednotlivé podminky vaznosti, dojde
k chemické reakcei, pteméné substratu na produkt. Po prob&éhnuti reakce se rozpadne

enzym-substratovy komplex a z aktivniho mista se uvolni produkt (produkty) reakce.

5.4.1. Aktivni misto halogenalkandehalogenasy DpcA

Aktivni misto DpcA obsahuje katalytickou pentadu a halogen. Jednotlivé
aminokyseliny v pentad¢ jsou: Asp 250, His 280, Asp 123, Trp 124 a Trp 164 (Obr. ¢.
23). Trojice aminokyselin Asp 250, His 280 a Asp 123 tvofi katalytickou triadu, ktera
je v katalytické pentad¢ zodpoveédna za nukleofilni atak a hydrolyzu. Dale zajistuji
tvorbu a Stépeni kovalentni vazby meziproduktu. Zatimco uloha Trp 124 a Trp 164 je
halogen-stabilizujici. Tyto dvé aminokyseliny dale vytvareji vodikové mustky.
V piipadé DpcA jesté neni struktura plné vyfeSena, tudiz nelze ptesné fici, o jaky
halogen se jednd. Pfedmétem dalsiho vyzkumu bude urceni vlastni struktury enzymu
a presna charakterizace jednotlivych slozek aktivniho mista. Pravdépodobné se
v aktivnim mist¢ bude nachazet chlor nebo brom. Vzdalenost od halogenu
k tryptofanu je v obou piipadech shodna a to 3.30 angstrém (A). To je velice piiznivé

vzdalenost pro stabilizaci halogenu.
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5.5. Dehalogenacni reakce

Odbouravani halogenovanych slou¢enin mutize probihat hydrolyzou nebo
enzymaticky. V pfipad¢ enzymatického odbouravani procesem oxidace, redukce,
substituce, hydratace ¢i pravé dehalogenace.

Dehalogenace je chemické reakce probihajici v aktivnim misté, pii které se ze
sloucenin odstraniuje halogen. Za nahrazeni halogenu atomem vodiku jsou
odpovédné oxidacné-redukcni enzymy. Eliminace halogenvodiku vede k vytvoreni
alkenu, ktery je dale rozlozen oxidaci. Pro enzymatickou aktivitu
halogenalkandehalogenas neni potfebny zadny kofaktor ani iont kovu. Reakce je
iniciovana navazanim substratu do aktivniho mista.

Proces dehalogenace probiha ve dvou krocich. V prvnim kroku je nezbytné, aby
byl halogen navazan na atom uhliku. Pozdé&ji je napaden nukleofilnim reziduem (Asp
123), ptfiCemZ vznikd meziprodukt. Ten je poté hydrolyzovan molekulou vody za
vzniku alkoholu. Mechanismus reakce je bazicky katalyzovand hydrolyza esteru.
Reakce prvniho reakéniho kroku je sniZena rezidui, ktera interaguji s odstupujicim
halogenem. Druhy reakéni krok spociva v nukleofilni adici vody za vzniku
esterového meziproduktu. Dochazi k histidické (His 280) katalyze, ktera polarizuje
atakujici vodu. Ta nasledné zprostfedkovava pienos jejiho protonu na vznikajici

alkohol.
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5.5.1. Priklad reakce v aktivnim misté enzymu DpcA

Reakce probiha v aktivnim misté enzymu. Prvnim krokem je navazani substratu
do aktivniho mista enzymu. Jako substrat v piipadé halogenalkandehalogenas jsou
halogenderivaty uhlovodiku. Funkce pentddy aminokyselin DpcA je vysvétlena na
ptikladé pfemény substratu 1-chlorethanu. Po vniknuti 1-chlorethanu do aktivniho
mista zacina katalytickd pfeména substratu, na které se podili pentdda aminokyselin
(Asp 250, His 280, Asp 123, Trp 124, Trp 164,) a molekula vody potfebna pro
hydrolytické Stépeni.

Na navazany substrat (1-chlorethan) do aktivniho mista ptisobi Asp 123, ktera
Stépi vazbu na prvnim uhliku mezi chlorem a uhlikem. Odstépeny iont chloru se
postupné presouva mezi Trp 124 a Trp 164. Dochazi k interakci nekovalentni vazbou

(Obr. &. 28).

Tryptofan 154

o=
IHCHz-CHE} e | |
cl e f‘il
H

Kyeelina asparagova 250 Kyselina asparagova 123

Obr. ¢. 28 Asp 123 stépi vazbu mezi chlorem a uhlikem

Zbyly zaporné nabity fetézec se vaze na Asp 123 esterovou vazbou a tvofi s ni
ester, na ktery poté piisobi molekula vody (hydrolyza) (Obr. ¢. 29). Hydrolyzou se
rozStépi esterova vazba a vznikly alkohol (ethanol) opousti aktivni misto.
Spotiebované vodiky jsou doplnény His 280 a Asp 250 (Obr. ¢. 30). Navazany iont
halogenu (v pfipad¢ 1-chlorethanu je to chlor) zlstava navazan nekovalentni vazbou

do doby piijmu nového substratu, kdy je nahrazen jinym halogenem.
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Obr. ¢. 29 Hydrolyza esteru za vzniku alkoholu
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Obr. ¢. 30 Ethanol opousti aktivni misto
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6. Zavér

V tvodu prvni ¢asti bakalaiské prace je popsana strucnd historie krystalizace.
Prace se dale teoreticky zabyva vlastnim krystalizatnim procesem, vcetné vzniku
krystalt a faktorti ovliviiujici jejich rast. Nazorn€ jsou popsany zékladni krystaliza¢ni
metody vcetné jejich vyhod a nevyhod. Dale jsou shrnuty nejnové€jsi informace o
struktufe a funkci enzymt halogenalkandehalogenas. Je znamo 15 enzymu této
proteinové rodiny. Tyto enzymy maji unikatni schopnost odbouravat halogen
z halogenovanych organickych uhlovodikt,, které se velice casto pouzivaly v
zemédélstvi. Ackoliv se tyto latky jiz fadu let nesmi pouzivat, diky své perzistenci
jsou stale pfitomny v zivotnim prostiedi. Vlastnost biodegradace tedy muze byt
vyuzita k ¢isténi vod a Zivotniho prostfedi. Proto je ale nezbytné spravné vyteseni
jejich struktury. Ta se sklada z hlavni a vickové domény. Mezi témito doménami je
ulozeno aktivni misto, které se sklada zpéti katalytickych aminokyselin. Praveé
aktivni misto na sebe vaze halogenovany substrat. Kazdy enzym ma svoji
substratovou specifitu, je tedy schopen vazat jen urcity substrat.

Experimentalni ¢ast prace spocivala v praktickém provedeni krystalizacniho
experimentu. Krystalizoval jak modelovy protein lysozym, tak i enzym DpcA.
Krystalizacni podminky u lysozymu jsou dobfe znamy, tudiZz byla vétsi pozornost
kladena na enzym DpcA. Ten je izolovan z bakterie Psychrobacter cryohalolentis K5
a predstavuje prvniho psychrofilniho zastupce rodiny halogenalkandehalogenas.
Byly ziskany krystaly o vhodné velikosti a kvalit¢ pro rentgenovou analyzu, ¢imz
bylo dosazeno v tivodu vytyCenych cili bakalarské prace.

Krystalickd podoba je nezbytna pro spravné vyteseni struktury enzymu. Toho by
mohlo (mélo) byt vyuzito k dalSim vyzkumim. Hlavni bod by se m¢l tykat vytreseni
substratové specifity, ktera je u DpcA zatim nejasna, ackoliv pravé na ni velice

zalezi.
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9. SEZNAM ZKRATEK

Ala - Alanin

Amonium acetate — octan amonny

API - 2,6-Diaminopimelic Acid

APS — persiran amonny

Asp — kyselina asparagova

DAL - D-Alanine

FGA - Gamma-D-Glutamic Acid

His — Histidin

MUB - N-Acetylmuramic Acid

NAG - N-Acetyl-D-Glucosamine

SDS- PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Sodium acetate — octan sodny

Sodium citrate — citrat sodny

TEMED - tetramethylethylenediamine”
TRIS - tris (hydroxymethyl) aminomethan

Trp — Tryptofan
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12. ABSTRAKT

Poznani struktury makromolekularnich latek je nezbytné pro objasnéni jejich
strukturné-funkénich vztahii. Halogenalkandehalogenasy jsou mikrobidlni enzymy,
které katalyzuji hydrolyzu vazby uhlik-halogen v halogenovanych uhlovodicich. Na
zakladé této vlastnosti jsou tyto enzymy schopny odbouravat halogenované
slouceniny. Jelikoz je zivotni prostiedi hodné zatézovano rGznymi polutanty, je
biodegradace  nezbytny  krok ke  zkvalitnéni  zivotniho  prostredi.
Halogenalkandehalogenasy se mohou vyuzit i jako biosenzory, protoZze mohou
detekovat kontaminaci halogenovanymi uhlovodiky.

Tato bakalafska prace se zabyva vlastnim krystaliza¢nim procesem modelového
proteinu lysozymu a halogenalkandehalogenasy DpcA izolované z organismu
Psychrobacter cryohalolentis K5. Cilem prace bylo pfipravit vhodné krystaly pro
rentgenovou difrakéni analyzu. Po ovéfeni Cistoty proteinti byly pouzity zékladni i
pokrocilé krystalizacni metody. Byly ziskdny monokrystaly o vhodné kvalité¢ a
velikosti pro rentgenovou difrak¢ni analyzu, diky které byla vyfesena atomarni 3D
struktura enzymu. Jelikoz maji halogenalkandehalogenasy nizkou aktivitu
s halogenovanymi substraty, cilem proteinového inzenyrstvi je jeji zvyseni, tudiz je

dalsi vyzkum zaméten na modifikaci substratové specifity.
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13. ABSTRACT

Knowledge of protein structures is necessary to clarify their structure-function
relationships. Haloalkane dehalogenases are microbial enzymes that catalyze the
hydrolysis of carbon-halogen in the halogenated hydrocarbons. Based on their
properties these enzymes are able to degrade halogenated compounds. As the
environment is burdened by a lot of different pollutants, biodegradation is a
necessary step to improve the quality of environment. Haloalkane dehalogenases can
be used as biosensors since they can detect contamination by halogenated
compounds.

This thesis is focused on crystallization of the model protein lysozyme and
haloalkane dehalogenase DpcA isolated from the organism Psychrobacter
cryohalolentis K5. The aim of this work was to prepare crystals suitable for X-ray
diffraction analysis. After verification of protein’s purity, both proteins were
crystallized by the use of basic and advanced crystallization methods. Single crystals
of suitable size and quality for X-ray diffraction analysis were obtained and
diffraction data were used to solve the 3D atomic structure of the DpcA. Since
haloalkane dehalogenases have a low activity for halogenated substrates, the main
aim of protein engineering is to increase their activity so thus further research is

focused on modification of substrate specificity.
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