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1. Uvod

Ochrana pfirody a zivotniho prostfedi je dnes hlavni otdzkou, kterou se zabyva cela
fada védeckych vyzkumii. Otazka jak ,napravit* Zivotni prostfedi je soucasti také
vyzkumu zaméieného na vyuziti bakterialnich zdroji k dekontaminaci zamotenych
lokalit  polutanty.  Jednou  takovou  moznosti  je  napiiklad  vyuziti
halogenalkandehalogenas, které jsou schopny pfeménit halogenovany nebezpecny
substrat na netoxicky produkt. Proces dekontaminace halogenalkandehalogenas a jejich
mutantll se stale zkouma a ptesné objasnéni jejich u€inku na zlepSeni stavu zZivotniho
prostiedi je ve fazi vyzkumu. Struktura a funkce halogenalkandehalogenas jsou feSeny

napiiklad metodami proteinové krystalografie, kterym se vénuje i tato bakalarska prace.

Cilem této prace je se naucit na modelovém proteinu Thermolysinu metody
proteinové krystalografie a poté se pokusit pfipravit krystaly zkoumané mutantni
varianty halogenalkandehalogenasy DhaA31 vhodné pro difrakéni analyzu. Podle mapy
elektronové hustoty pak vytvofit strukturu DhaA31 s aktivnim mistem a pokusit se

vysvétlit detoxikacni ucinek enzymu.



2. Literarni reSerse

2.1. Uvod do krystalizace

Hlavnim ukolem v "postgenomické" éte je pochopit roli jednotlivych gent v ramci
¢teni lidského genomu. Je vSeobecné znamo, ze mnohé geny spojené s nemocemi
pravdépodobné hraji vyznamnou roli pfi ochrané zdravi a zvyseni citlivosti k nemocim.
Jinymi slovy, funkce genii je velmi uzce spjata s proteiny, které geny koduji, a proto je

velka ¢ast védeckého vyzkumu zaméfena na studium proteint (Berman et al. 2000).

Aktuélni krystalizani strategie jsou zaloZzeny pifedev§im na provéfovani diive
uspésné pouzitych chemickych koktejli s vyuzitim klasickych krystaliza¢nich technik
zalozenych ptevazné na difiizi par pti odpatovani rozpoustédla. Tento postup je znacné
uspéSny pii krystalizaci a feSeni struktur rozpustnych globuldrnich proteint. Pro
membranové proteiny, které predstavuji dvé tfetiny vSech bilkovin, je uspéSnost
krystalizovatelnosti vyrazné nizsi. Je to dasledek toho, Ze se vétSinou jedna o nestabilni
komplexy, které jsou velmi citlivé na teplotu, svétlo a dalsi vnéjsi vlivy. Ramanova et
al. (2006) uvadi, Ze je 178 struktur membranovych proteint ulozenych v "Membrane
Protein databank"(MPDB), coz je ve srovnani s poctem struktur ulozenych v PDB
pouze 0,5 %. Uspéch vyfeseni struktury proteintl zavisi pfedev§im na kvalité ziskanych

krystali (Otwinowski et Minor 1997).

Vlastnosti krystalti biologickych makromolekul a krystaliza¢ni idaje byly sestaveny
v biologické makromolekularni krystaliza¢ni databazi (BMCD) (Gillliland et al.1994,
Gilliland 1998). BMCD obsahuje krystaliza¢ni Gdaje a krystaliza¢ni podminky, které
byly shromazdény z literatury. Gilliland et al. (1994) uvadi, ze BMCD obsahuje 5247
makromolekul, pro které byly ziskany krystaly difrak¢ni kvality. Patfi mezi né proteiny,
proteinové komplexy, nukleové kyseliny, komplexy nukleovych kyselin, komplexy
proteini a nukleovych kyselin a viry. Vsechny krystalografické informace o
konkrétnich makromolekulach vcetné rentgenovych difrakénich dat a statistické
informace jsou k dispozici on-line v databazi Protein databank (RCSB PNR) (Berman et
al. 2000).



2.1.1. Vlastnosti krystalii

Krystaly jsou utvary s pfesné definovanym chemickym slozenim, casto jsou
geometricky ptresné s pravidelnymi plochami a ostrymi hranami. Z fyzikalniho hlediska
jsou krystaly pravidelné trojrozmérné utvary. Idedlni krystaly mohou byt zobrazeny
jako nekonecné a dokonalé pole, ve kterém jsou stavebni kameny (jsou asymetrické
jednotky) usporddany podle piesné definovanych symetrii do elementarnich bunégk,
které se opakuji ve 3D usporadani. Experimentalni (skutecné) krystaly maji omezené
rozméry, jejich pravidelnost neni nikdy dokonala, protoze obsahuji rtzné druhy
mistnich poruch nebo zlomt. Makromolekularni krystaly jsou pomérné¢ malé jemné
utvary, se Spatnymi mechanickymi vlastnostmi a vysokym obsahem rozpoustédla, které
tvoii 20-80% jejich objemu. Tyto krystaly jsou vzdy velmi kiehké a citlivé na vnéjsi
podminky (Kuta Smatanova 2008).

2.1.2. Proces krystalizace

Krystalizace je multiparametricky proces, ktery zahrnuje tfi klasické kroky -
nukleaci, rust krystald a ukonceni rustu krystald. Prvni dilezitd podminka pfi
krystalizaci je posun proteinu do stavu piesyceni a nasledného rovnovazného procesu,
kdy je cil kladen na miniméalni nukleaci a optimalni rast krystald. Metody
krystalizovatelnosti proteinii se obvykle aplikuji na cel¢ fadé chemickych zmén, jako je
pH, iontova sila kovovych iontll nebo pouziti detergentli. Fyzikalni faktory jakymi jsou
teplota, gravitace, povrch, viskozita, véetné dielektrickych vlastnosti nebo vibraci musi
byt rovnéZz pii krystalizaci brany v tvahu. Biochemické faktory jako Cistota nebo
agregace mohou ovlivnit uspé$nost rustu krystalii. Vzhledem k viceparametrické povaze
krystaliza¢nich procesii a rozmanitosti jednotlivych proteini, je doporuceno ziskat jeste
pfed vlastni krystalizaci co nejvice informaci o studovanych proteinech (Kuta

Smatanova 2008).

U krystalizacnich experiment obecné plati, Ze tyto experimenty probihaji ve dvou
krocich. Prvni krok je zkouSka (screening) rozpustnosti proteinu se zietelem
k pouzitému srazecimu ¢inidlu (precipitantu). Obvykle se v tomto kroku protein vysrazi
jako amorfni srazenina, coz znamend, ze koncentrace srazeciho roztoku byla pfilis
vysoka k tomu, aby narostly krystaly. Ve druhém kroku dochézi k optimalizaci

podminek prvniho kroku tak, aby doslo k tvorbé krystali. Pro pozorovani



krystaliza¢nich pokusii se nejcastéji pouziva sterecomikroskop. Krystaly jde obvykle
snadno odlisit od amorfni srazeniny. Existuje nékolik metod k testovani charakteru
krystalt. Patii mezi n¢ deformacni zkouska, dehydratacni test, test vazani aplikované¢ho

barviva, gelova elektroforéza a rentgenova difrakce (Kuta Smatanova 2008).

Makromolekuldrni  krystalizace proteini, nukleovych kyselin, a vétSich
makromolekuldrnich komplexti (viry, ribozomy) je zaloZzena na pomérn¢ riaznorodém
souboru zasad, zkusenosti a napadi. Neexistuje zadna komplexni teorie, ktera by se dala
aplikovat na vSechny proteiny. Makromolekularni rtst krystal je velmi empiricky

proces a vyzaduje trpélivost, vytrvalost a intuici (McPherson 2004; Kuta Smatanova

2008).
2.1.3. Proteinova krystalografie

V soucasné dobé¢ je proteinova krystalografie 0znacovana jako malo prozkoumana
oblast (McPherson et Weickmann 1990). Proteinova krystalizace piedstavuje proces, ve
kterém se protein pomalu vysrdzi z jeho roztoku. Pfitomnost necistot a jinych
neznamych faktort hraje v tomto procesu dulezitou roli. Podle obecného pravidla plati:
Cistdi protein znamena lepSi Sanci pro vznik a rist krystali. Cistota ovliviuje
katalytickou aktivitu enzymu. Na druhé stran€ by nemély byt pfitomny Zadné jiné
slouCeniny, a také vSechny molekuly proteinu musi mit stejné vlastnosti povrchu,
zejména rozloZeni naboje na povrchu. Hmotnostni spektrometrie je cennym néstrojem
pii proteinovych krystalizacich, pouziva se naptiklad ptfi kontrole exprese proteinu,
Cistoty ptipravy tézkych atomovych derivatl, a také ke zjisténi povahy proteinovych

konstrukti (Chen et al. 1994).

Krystalizace makromolekul je ovliviiovana mnoha fyzikalné-chemickymi parametry.
Mezi nejcastéjsi parametry patii koncentrace proteinu, koncentrace sraZeciho roztoku,
pH a teplota. Specificka aditiva, ktera také mohou mit vliv na krystalizaci, jsou
pfidavany v nizké koncentraci. V prvni fazi krystalizaéniho procesu se identifikuji
chemické, biochemické a fyzikalni podminky, které poskytuji jakykoliv krystalicky
material a néasledné¢ dochdzi k systematické zméné téchto pocatecnich podminek k
dosazeni optimalnich krystali pouzitelnych pro difrakéni analyzu (Kutd Smatanova
2008).
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2.1.4. Postup proteinové krystalizace

Krystalizace proteint zahrnuje ¢tyfi dilezité kroky. Prvnim krokem je charakteristika
a Cistota proteinu. Pokud vzorek proteinu neni Cisty, je nutné provést dalsi purifikacni
krok pro dosazeni uspésné krystalizace. Neékteré proteiny se vysrazi pii nizké
koncentraci soli, ostatni pouze z vysoce koncentrovanych roztokt soli, a v nekterych
ptipadech se protein vysrazi pouze tehdy, kdyz se odstrani stl z roztoku. Vzhledem k
"salting-out" efektu je tato metoda Siroce pouzivana pro selektivni vysraZzeni a Cisténi
proteinti tvoficich smés. V poslednich letech se také stale Castéji pouzivaji polymerni
latky (polyethylenglykol (PEG) v riiznych délkdch polymera), stejné jako organicka
rozpoustédla (ethanol, aceton, methylpentandiol (MPD)). Nejbézné&jsi pufry maji byt
u¢inné v rozsahu pH v rozmezi od 6,0 do 8,0, protoZze nejvice fyziologicky stabilnich
proteini je Vv oblasti neutralniho pH. Podminky podobné jako pii izolaci purifikaci
proteinti jsou nasledné pouzity v krystalizacnich experimentech (Kutd Smatanova
2008).

Druhym krokem je rozpustnost proteinu ve vhodném rozpoustédle, z kterého se
protein nasledné pievede do krystalické formy. Rozpoustédlo je obvykle voda-pufr,
nékdy s piidavkem organického rozpoustédla, jako je 2-methyl-2 4-pentandiol (MPD).
Srézeci roztok je také pfidan, ale pouze v takové koncentraci, aby nevznikala sraZenina.
Membranové proteiny, které jsou nerozpustné v soustavé voda-pufr nebo voda-
organické rozpoustédlo, vyZaduji pfidani detergentu. Rozpustnost proteinii ve vodé
zavisi na parametrech jako je teplota, pH a pfitomnost dal$ich komponentt v roztoku,

jakoz i sloZzeni aminokyselin (Kutd Smatanova 2008).

Tretim krokem je pfesyceni a nukleace. Je-li koncentrace roztoku proteinu vétsi nez
limit rozpustnosti, roztok je pfesycen. V tomto stavu se protein zacne sluCovat.
krok, ktery predstavuje prvni fazovy pfechod, kdy zacinaji pfevazovat interakce protein-
protein, ale molekuly jsou pofad jesté¢ v neuspofddaném stavu (Kutd Smatanova 2008).
Tento fenomén nukleace je popsan v teorii statistického kolisani vlastnosti roztoku
(Haas et al. 1999). Podle této teorie "faze tekutého proteinu" se tvofi kriticka komplexni
krystalizacni jadra (McPherson 2004).

Béhem nukleace se proteinové molekuly spojuji do komplexu jako amorfni srazeniny
nebo mikrokrystaly. Amorfni srazeniny maji tendenci byt pfevladajici, kdyz je
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koncentrace proteinu vyrazné nad limitem nasyceni (saturaci). Kromé toho, krystaly
rostou mnohem pomaleji nez amorfni srazeniny, takze, je-1i koncentrace proteinii nad
bodem nasyceni pfili§ vysoko, sraZzeniny opét pirevladaji. Je-li v metastabilni oblasti
pfitomno malo jader, budou tyto nadale rust, ale bez spontanniho vzniku novych jader.
Ruast bude pomaly a fadny a bude produkovat vétsi a veétsi monokrystaly. Krystalizace
malych molekul je popsana jako spontanni tvorba jader vyzadujici dodani energie
povrchového napéti. Jakmile dojde k piekonani energetické bariéry, zacne rast krystald.
Energetickou bariéru je snazsi prekonat na urovni vyssiho piesyceni. Z tohoto divodu je
spontanni tvorba jader nejlépe dosdhnuta pii vysokém piesyceni. Mnoho védct
predpoklada, ze toto plati i pro krystalizaci proteind. Vznik jader, funkce pfesyceni a
dalSich parametri mohou byt studovany fadou technik, vcetné rozptylu svétla,

fluorescencni depolarizaci, nebo elektronovou mikroskopii (Kutd Smatanové 2008).

Poslednim ¢&tvrtym krokem je rGst makromolekularnich krystald, tento proces je
charakterizovany lépe neZz samotna nukleace. Proteinové krystaly rostou hlavné po
klasickych vrstvach dislokaci rtustu, dochdzi kristu z 2D nukleace, stejné¢ jako
normalnimu ristu z 3D nukleace. Podobn¢ jako nizkd molekulova hmotnost sloucenin,
upevnéni novych molekul na povrchu rostoucich krystali se déje v postupnych krocich
na povrchu. Tyto kroky vedou bud’ k vytvofeni dislokaci v krystalickém rastu, nebo
dojde k tvorbé jader nahodné€ na povrchu. Rust proteinovych krystali musi byt provadén
Vv prostiedi, které umoZnuje zménit rozpustnost proteinu nebo vlastnosti srazeciho

roztoku za pouziti jedné z krystaliza¢nich strategii.
2.2. Fazovy diagram

Fézovy diagram je mapa, kterd popisuje zavislost stavu materialu (napf. koncentrace
proteinu) jako funkci okolnich podminek (napf. teplota, koncentrace sraZzeciho roztoku,
aj.). Kompletni fazovy diagram zobrazuje stav materidlu v zavislosti na vSech
relevantnich proménnych systému. Pro proteinovy roztok jsou tyto proménné:
koncentrace proteinu, teplota a vlastnosti rozpousStédla (Kutd Smatanova 2008).
Nejcastéjsi formou zobrazeni pro proteiny je 2D fazovy diagram (Asherie 2004).
Fazovy diagram umoziuje piedpovédét podminky, za kterych muZzou proteiny
krystalizovat. Zobrazovani krystalizacnich procesti proteinii pomoci fazovych diagramt
zacalo relativné nedavno, a zatim je nejasné, jaky typ fdzovych diagrami muze

existovat pro vodné roztoky proteinti. Existuji pouze dva druhy proteind, pro které byly
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vytvofeny kompletni fazové diagramy, a to lysosym a y-crystalin (Asherie 2004).
Féazovy diagram popisuje proteinovou krystalizaci pomoci kiivky rozpustnosti, pti¢emz

plati, Ze krystaly mohou rlist pouze v oblasti ptesyceni (Kuta Smatanova 2008).

rust krytala
nukleace

/

sraZzeni

faze
oddéleni

w

ast pfesyceni

koncentrace proteinu e

etastabilni zona

oblast nenasyceni

roztok

koncentrace sraZedla s

Obrazek 1: Fazové diagramy pro popis krystalizace proteinii zobrazuji zavislost koncentrace
proteinu (rozpustnost proteinu) na koncentraci srazeciho roztoku. Homogenni faze obsahuje
Castice rozpusténé latky (proteinu) a Castice rozpousStédla. Rovnovazna koncentrace nebo
rozpustnost (Ce) je koncentrace rozpusténé latky (proteinu) v rozpoustédle, ktera je v rovnovaze
s nerozpus$ténou latkou (protein v krystalu), pti dané teploté a tlaku. Pro nasyceny roztok plati:
C = Ce, pro piesyceny roztok je: C >Ce a pro nenasyceny roztok: C < Ce (McPherson 1999).
Pro dosaZeni nejlepsich vysledka krystalizace by protein mél byt krystalizovan z roztoku na

niz§i Grovni pfesyceni (Kuta Smatanova 2008).

Vytvotfeni ptesyceného stavu je zékladnim pozadavkem pro krystalizaci
makromolekul. Tento nerovnovazny stav, kdy se nékteré makromolekuly nachazi nad
hranici rozpustnosti, za uréitych chemickych a fyzikalnich podminek neni v roztoku
pritomen. Nerovnovdha se obnovi tvorbou pevnych seskupeni (krystaly) a tim je

dosazen limit nasyceni. K ziskdni efektu piesycené¢ho roztoku musi byt vlastnosti
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nenasyceného roztoku upraveny tak, aby se snizila schopnost latky rozpoustét se na
molekuly, nebo musi byt zménéna rozpustnost latky a zaroven zvySena vzijemna
ptitazlivost molekul v roztoku (McPherson 2004). Nejsou-li pfi zméné podminek
ziskany zarodky krystall, rozpusténa latka nebude oddélena z roztoku a roztok ziistane
v presyceném stavu. Kdyz je mez nasyceni ptfekrocena energii chemické reakce, tato
energie je pouzita k vytvoreni stabilniho jadra krystalu nebo srazeniny. Jestlize vznikne
stabilni jadro v presyceném roztoku, bude pokracovat rust krystalu, az do doby kdy

systém ziska rovnovahu (Kuta Smatanova 2008).
2.2.1. SniZeni rozpustnosti proteinu

Pro snizeni rozpustnosti proteinu v roztoku lze pouzit nékolik postupti podle Kuté

Smatanové (2008):

e Zména proteinu samotného, napt. kdyz se zménou pH zméni ionizacni stav
povrchovych aminokyselinovych zbytki.

e Zména chemické aktivity vody pfidanim soli.

e Zména stupné pfitazlivosti jedné proteinové molekuly pro jinou zménou pH
nebo pifidanim soli.

e Zména charakteru interakci mezi molekulami proteinu a rozpoustédla

pfidanim polymert nebo iontd.

K dosazeni rGstu krystald se musi stav pfesyceni sniZit na uroven pobliZ limitu
nasyceni; zachovani vysokého pifesyceni by mélo za nasledek vznik velkého mnoZzstvi
krystaliza¢nich jader a tim padem 1 pfiliS§ mnoho malych krystalti. Kromé toho by mély
krystaly rist pomaly k dosazeni maximélniho stupn¢ uspotfddani (Kutd Smatanova

2008).
2.2.2. Precipitace proteinu

Srazeni neboli precipitace proteinu lze dosahnout nékolika zpisoby. Casto se
Kk proteinovému roztoku piidava sul nebo polyethylenglykol (PEG). Princip je zaloZen
na imobilizaci molekul vody, ktera ma za nasledek zvySeni efektivni koncentrace
proteinu. Nekteré proteiny jsou Spatné€ rozpustné ve vode a pfidanim malého mnozstvi
soli se jejich rozpustnost zvySuje. Proces rozpustnosti proteinu v koncentrovaném

solném roztoku je slozity. Proces miize byt popisovan jako konkurence mezi solnymi
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ionty (hlavné anionty) a molekulami proteinu pro vazani molekul vody, které jsou
nezbytné pro rozpustnost. Nékteré solné ionty, zejména kationty, jsou nutné k zajisténi
rozpustnosti proteinid. Pii nizkych koncentracich soli je rozpustnost proteinu

nedostacujici a krystaly se mohou zac¢it tvorit (Kuta Smatanova 2008).

Odstranénim soli se protein miize srazet. Tento "salting-in" efekt je vysvétlen, pokud
bereme proteiny jako iontové slouCeniny. Podle teorie Debye-Hiickela (1923) pro
iontové roztoky, zvySend iontova sila snizuje aktivitu iontl v roztoku a zvySuje
rozpustnost iontovych sloucenin. Alternativné muze byt tento "salting-in" efekt
povazovan jako dusledek konkurence mezi nabitymi skupinami na povrchu molekuly
proteinu a iontll v roztoku. Naopak "salting-out" efekt je hlavnim dehydratacnim testem.
Jind metoda srdZeni proteinu (precipitace) je snizeni odpudivé sily mezi molekulami
proteinu nebo zvyseni pfitazlivé sily mezi molekulami. Tyto sily mohou byt rizného
typu (napf.: hydrofobni, elektrostatické aj.). Elektrostatick¢ sily jsou ovlivnény
organickym rozpousStédlem, jako je napf. alkohol nebo také zména pH. Pevnost

hydrofobnich interakci se zvysuje s teplotou (Kuta Smatanova 2008).
2.2.3. Srazeci roztoky

Srazeci roztoky (srazedla, precipitanty, precipitacni ¢inidla) proteinti spadaji do Ctyt
hlavnich kategorii: 1. Soli, 2. Organické rozpoustédla, 3. Dlouhé fetézce polymert a 4.

Nizkomolekularni polymery net€kavych organickych sloucenin (Kutd Smatanova
2008).

Soli predstavuji konkurenci pro molekuly vody a maji vliv hlavné na dehydrataci
proteinu. Organickd rozpousStédla snizuji dielektrické vlastnosti rozpoustédla, které
zprostfedkovavd makromolekularni interakce v roztoku. Vzhledem k tomu, Ze
koncentrace organického rozpoustédla se zvysuje a piitazlivost mezi makromolekulami
se také zvySuje, rozpousStédlo se stavd méné ucinné (McPherson 2004). Nekteré
polymery (PEG) vyvolavaji u€inky objemového vylouceni, které také indukuje odd€leni
makromolekul z roztoku. Polymerni precipitanty zabiraji mnohem vice mista v prostoru
makromolekuly ve srovnani s rozpoustédlem a tim padem se makromolekuly odd¢li a

vytvoii v pevném stavu krystaly (McPherson 2004).

V praxi je mnozstvi proteinu pro krystalizacni experimenty velmi malé. Je to

z divodu charakteru proteinii a moznosti jejich exprese a purifikace. Pro stanoveni
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nejlepSich krystaliza¢nich podminek je obvykle nutné provést velké mnozstvi
experimentll, proto by mélo byt pouzito minimalni mnoZzstvi proteinu pro dany
experiment. Proteinovy krystal méfi piiblizné¢ 0,027 mm® a vazi piiblizn¢ 15
mikrogrami. 1 mg cistého proteinu by mél byt dostacujici k provadéni asi 65

krystaliza¢nich experimentt (Kuta Smatanova 2008).

Tabulka 1: Rozdé&leni srazecich roztokt podle Kuté Smatanové (2008).

Tékavé Netékava
Soli organické Polymery organicka
slouceniny rozpoustédla
PEG 1000, 3350,
fosfore¢nan a siran 2-methyl-2,4-
Ethanol 6000, 8000, _
amonny pentandiol
20000
ropanol a ethylen glycol
lithium fosfat _p P jeffamin yien gy
isopropanol 400
NaCl, KCl,
NH,4Cl, fosfat, 1,3-propandiol polyamin
acetat, vinan
MgSO,, CaSOq, ]
Dioxan
CaCl,, MgCl;
formiat sodny
Aceton
nebo horecnaty
Methanol
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2.3. Krystaliza¢ni metody

2.3.1. ,,Sitting drop vapor diffusion* - metoda sedici kapky

Metoda sedici kapky je oblibenou metodou pii krystalizaci makromolekul proteind.
Princip je jednoduchy a je zalozen na difiizi vodnich par mezi kapkou a rezervoarem
obsahujicim srazeci roztok. Kapicka sedici kapky obsahuje vzdy smés vzorku (proteinu)
a srazeciho roztoku. Kapicka ¢inidla ma obvykle niz$i koncentraci nez srazeci roztok v
rezervoaru. Pro dosazeni rovnovahy mezi kapkou a rezervoarem opousti vodni péra
kapku, vzorek prochazi stadiem zvySovani relativni supersaturace (presyceni). Jak ve
vzorku, tak v ¢inidle se zvySuje koncentrace a voda piechdzi do rezervoaru. Rovnovahy
je dosazeno, kdyZz koncentrace cCinidla v kapce je stejnd jako v rezervoaru (Kuta

Smatanova 2008).
Vyhody této metody jsou:

e Je nakladovée vyhodna
e Neni ¢asove€ naro¢na
e Casto je jednodussi pfi pouziti detergentt a hydrofobnich &inidel

e Kapicky jsou umistény ve stabilni sedici poloze

2.3.2. ,Hanging drop vapor diffusion* - metoda visici kapky

Metoda visici kapky je nejpopularnéjsi metoda pro krystalizaci makromolekul
proteint predevSim pro svoji jednoduchost. Princip je zaloZen na difizi vodnich par.
Kapka, ktera vznikla smichanim vzorku proteinu a srdZeciho roztoku ma nizsi
koncentraci nez ¢inidlo v rezervoaru. Voda pii této metodé opousti kapku a vzorek
prochazi stadiem supersaturace. Koncentrace se zvySuje jak v kapce, tak v rezervoaru

(vlivem vylouceni vody). Koncentrace v kapce a rezervoaru se postupné vyrovnaji.
Vyhody této metody jsou:

o Efektivita
e Relativné snadny pfistup ke krystalim

e Lze provést n¢kolik kapek (experimentil) s jednim rezervoarem
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2.3.3. ,,Counter-diffusion“ - metoda krystalizace v kapilarach

Tato metoda krystalizace proteinti patii mezi pokrocilé krystaliza¢ni techniky a je
mozné ji oznacit jako metodu jednoduchou, nenédkladnou, efektivni a vhodnou pro
ziskani krystalti vhodnych pro jejich pozdéjsi analyzu (Garcia-Ruiz et al. 1993). Vzorek
proteinu a srazeciho roztoku jsou umisténé na sob& a pii krystalizaci oba roztoky do
sebe pronikaji (protismérn¢) (Kutd Smatanovd 2008). Tim dochédzi k pfesyceni a
zaCinaji se tvorit mikrokrystaly, po ustupu piesyceni vznikaji vétsi a kvalitné;jsi krystaly
vhodné pro dalsi analyzu (Garcia-Ruiz et al. 1993). Cely pokus spociva na zakladé
spravné zvolené koncentrace proteinu a srazeciho roztoku stejné jako u ostatnich metod

(Garcia-Ruiz et al. 2001).
2.3.4. ,Microbatch* - metoda krystalizace pod olejem

Tato metoda je zaloZena na principu smichani roztoku vzorku a srazeciho roztoku
(precipitantu), ktery se poté vnasi mikropipetou pod vrstvu parafinového oleje.

Parafinovy olej zabranuje rychlé diftizi vody (Kuta Smatanova 2008).
2.4. Halogenalkandehalogenasy

Halogenalkandehalogenasy jsou bakterialni enzymy, které S$tépi vazbu mezi
halogenem (Br, Cl, F, I) a uhlikem v halogenderivatech uhlovodiki (Damborsky et al.
2010) na  odpovidajici  alkoholy  (Stsiapanava et al. 2008). Prvni
halogenalkandehalogenasa byla izolovana v roce 1985 z bakterie Xanthobacter
autotrophicus GJ10 (Keuning et al. 1985) a slouzila jako vzorovy enzym pro izolaci
jinych halogenalkandehalogenas (Damborsky et al. 2010). Fylogeneticka analyza
ukazala, Ze 1ze dehalogenasy (HLD) rozdé¢lit do tfi podrodin: HLD-1, HLD-I1I, HLD-III
(Chovancova et al. 2007). Pocet praktickych aplikaci vyuzivanych pii experimentech na
halogenalkandehalogenasach vzrostl z divodu znalosti jejich vlastnosti a strukturnich a
funkénich vztahti. Halogenalkandehalogenasy nachazeji své uplatnéni napt. Vv
bioremediaci latek znecist'ujici Zivotni prostiedi (Stucki et Thuer 1995), v biosnimani
toxickych chemickych latek (Campbell et al. 2006), primyslové katalyze (Janssen
2007), dekontaminaci latek (Prokop et al. 2005) a stejné jako u bun€k na nich lze
provést analyzu a zobrazeni struktury (Los et Wood 2007).

18



2.4.1. Struktura halogenalkandehalogenas

Halogenalkandehalogenasy patfi do skupiny enzymii hydrolas a superrodiny o/f
hydrolas (Ollis et al. 1992). Proteiny obsazené v této rodin¢ nemaji zjevnou sekvencni
podobnost, ackoli  maji  spole¢ného  piedka. Trojrozmérnd  struktura
halogenalkandehalogenas se skldda ze dvou oblasti: cap domény a hlavni domény
(Damborsky et al. 2010). Cap doména se sklada z né€kolika a-Sroubovic spojenych
smyCkami (Kmunicek et al. 2001) a je vlozena do hlavni domény, ktera urcuje
substratovou specifitu (Pries et al. 1994). Halogenalkandehalogenasy obsahuji
katalytické zbytky, které predstavuji zakladni katalytické kyseliny (spolecna katalyticka
trojice - tridda) a par aminokyselin stabilizujici halogenid v aktivnim misté
dehalogenasy. Tyto aminokyseliny se oznacuji jako pentada (Damborsky et al. 2010).

Pentada se lisi v kazdé podrodiné dehalogenas (Chovancova et al. 2007).
2.4.2. Funkce halogenalkandehalogenas

Halogenalkandehalogenasy jsou substratové specifické enzymy, katalyzujici reakce
chlorovanych, bromovanych a jodovanych sloucenin; haloalkand, haloalkend,
haloalkoholu, haloetherti, haloestert, haloacetamidu, haloacetonitrilt a cyklohaloalkant
(Damborsky et al. 2001). Substratova specifita halogenalkandehalogenas je primarné
urcena strukturou cap domény. Vazba substratu a $tépeni halogenderivatu probiha
velice rychle, coZ ma za nésledek akumulaci meziproduktu alkyl-enzymu, ktery se poté

pretvaii hydrolyzou pro dehalogenaci (Damborsky et al. 2010).
2.4.3. Halogenalkandehalogenasa DhaA

Halogenalkandehalogenasa DhaA je enzym, ktery je izolovany z grampozitivni
bakterie Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13064 (Kulakova et al. 1997). Neékteré
struktury mutantd DhaA byly jiz publikované (Newman et al. 1999). Hlavni o/fp-
hydrolasova doména v DhaA tvofi misto pro substrat a katalytické zbytky. Druhou ¢ast
enzymu tvoii cap doména, kterd je slozena z a-Sroubovic aminokyselin. Tato doména je
strukturalné vice variabilni a ovliviiuje substratovou specifitu téchto enzymi
(Chovancova et al. 2007). V aktivnim misté se nachazi katalyticka pentada, kterou tvofi
nukleofilni Kyselina asparagova 106, baze Histidin 272, katalyticka kyselina Glutamin
acid 130 a dvé aminokyselin stabilizujici halogenid Asparagin 41, Tryptofan 107
(Pavlova et al. 2009, Stsiapanava et al. 2011).
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2.4.3.1. Funkce enzymu DhaA

Enzym DhaA je zvlasté¢ zajimavy, protoze umoziiuje velmi pomalou konverzi
toxické slouceniny, dokaze detoxikovat lidsky karcinogen 1,2,3-trichlorpropan (TCP)
(Bosma et al. 1999, Stsiapanava et al. 2008) na 2,3-dichloropropan-1-ol v laboratornich
podminkach (Schindler et al. 1999). Katalyticka aktivita enzymu je ale pfili§ mala pii
pouziti v prumyslovém méftitku. Praktické vyuziti DhaA viac¢i detoxikaci TCP se
vyrazné zlepsilo vlivem evoluce a vyzkumu zaméfeného na mutagenezi DhaA (Lahoda

et al. 2010).

2.4.3.2. Varianty mutace DhaA

Dnes je jiz znamo nékolik DhaA mutantd a jejich 3D struktury jsou feSeny (Klvana
et al. 2009). Pro zvySeni u¢innosti detoxikace TCP byl vytvoren mutant DhaA31, ktery
ma 32x vyssi katalytickou aktivitu a 26x vyssi katalytickou G€¢innost nez pivodni typ
tohoto enzymu (Pavlova et al. 2009). Rychlost katalytické reakce mutantu DhaA31 je
keat 1,26 st a hodnota Km je 1,2 mM. Pozice pro mutagenezi tohoto enzymu byly
vybrany pomoci pocitacovych programti na zakladé modelovani struktury. DhaA31 ma
velké aromatické zbytky na dvou ze tfi ndhodnych pozic a ve dvou polohach
modifikovanych v cileném misté¢ mutageneze. Tyto zmény zvySuji aktivitu vaci TCP
snizenim pfistupnosti aktivniho mista na molekuly vody, tim podporuji tvorbu
aktivovaného komplexu (Lahoda et al. 2010). Kinetické analyzy potvrdily, ze mutace
DhaA zlepsily $tépeni a posunuly rychlost ur€ujici krok k tvorbé produktii (Pavlova et
al. 2009). Nativni DhaA a mutantni DhaA31 jak ve volné formé, tak i v komplexu s
TCP, poskytnout hodnotné strukturalni informace o molekularnim zakladé zvySené
katalyzy (Lahoda et al. 2010). Dalsimi novymi variantami mutace DhaA jsou mutanti
DhaA57 a DhaA80, kter¢ maji posilenou strukturdlni a kinetickou stabilitu v
ptitomnosti dimethylsulfoxidu (Plevaka et al. 2013).

Dalsimi mutanty DhaA, u kterych byla stanovena struktura, jsou DhaA04, DhaAl4 a
DhaA15 (Stsiapanava et al. 2010). Struktura DhaA04 obsahovala v aktivnim misté s
nejvetsi pravdépodobnosti jako ligand kyselinu benzoovou, zatimco struktury DhaAl4 a
DhaAl5 obsahovaly v aktivnim misté 2-propanol a jeden chloridovy iont.
Nejvyznamnéjsi odchylky ve struktufe DhaA04 ve srovnani se strukturami DhaAl4 a

DhaA15 jsou ve flexibilni ¢asti proteinu. Pentada a chloridovy iont je u DhaA04,
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DhaA14 a DhaA15 na téméf totozné pozici (Stsiapanava et al. 2010). Jinym mutantem
DhaA je DhaA12, ktery je nejaktivnéjsi kumulativni mutant vici 1,3-dibromopropanu
(DBP) ve srovnani s DhaA zakladniho typu (Emmer 2007).

2.5. Thermolysin

Thermolysin je bakteridlni termostabilni neutralni enzym ze skupiny proteas a
rodiny hydrolas produkovany bakterii Bacillus srearothermophilus (Endo 1962).
Thermolysin hydrolyzuje peptidové vazby hydrofobnich zbytkii na aminové c&asti,
predevsim v Leucinu, Izoleucinu, Valinu a Phenylalaninu (Matsubara 1966). Aktivitu
enzymu zpusobuje zine€naty iont, stabilitu udrzuji 4 ionty vapniku (Feder et al. 1971,
Latt et al. 1969). Tiani (1972) uvadi, ze 3D struktura a sekvence aminokyselin
thermolysinu byla jiz vyfeSena a to na zaklad¢ krystalografické struktury (Matthews
1988).
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3. Material a metodika

Bakalaiska prace je zamétena na studium vybranych proteini pomoci krystaliza¢nich
metod a na hledani podminek vhodnych pro vypéstovani proteinovych krystalt. K
dispozici byly dva proteiny, protein modelovy (Thermolysin) a protein, na kterém byly
testovany krystaliza¢ni podminky — mutantni varianta DhaA31

halogenalkandehalogenasy DhaA z bakterie Rhodococcus rhodochrous.

Cely experiment byl rozdélen do né€kolika fazi. V prvni fazi $lo o zjisténi Cistoty
obou proteinti pomoci gelové elektroforézy. Ve druhé fazi byly ptipraveny srazeci
roztoky. Treti faze experimentu byla krystalizace obou proteinti pomoci zakladnich
krystaliza¢nich metod a byla pouzita také jedna metoda pokrocila. Ve ctvrté fazi se
zhodnotily vysledky krystalizace a provadé€ly se testy na krystalech. Posledni pata faze
experimentu byla zalozena na modelovani struktur proteinu DhaA31 pomoci

pocitatovych programd.
3.1. Gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Prvnim krokem pro usp&$nou krystalizaci je zjiiténi ¢istoty proteinu. Cistota
studovanych proteint byla zjistovana gelovou elektroforézou (SDS - PAGE) v
polyakrylamidovém gelu. Tato metoda je ¢asta v biochemii, genetice, imunologii a také
v molekularni biologii a pouZivd se pro separaci proteinu na zakladé jejich

elektroforetické pohyblivosti.
3.1.1. Priprava spodniho (lower) gelu

Nejdiive se sestavila sestava pro SDS-PAGE ze dvou skel a tésnéni, poté byl
ptipraven spodni (lower) gel. Spodni gel byl pfipraven smichanim 3,3 ml H,O, 4 ml
akrylamidu, 2,5 ml 1,5 M Tris, 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% persulfatu amonného a
0,008 ml TEMEDu (TEMEDu se ptidalo 2x vice z divodi urychleni polymerace).
Roztok spodniho gelu byl aplikovan pomoci mikropipety mezi sklicka SDS-PAGE
zhruba do dvou tfetin. Na spodni gel se stfickou piidal etanol pro zarovnani hladiny
gelu. Takto pfipraveny spodni gel s SDS-PAGE se nechal 30 minut odstat (aby gel

ztuhnul). Po uplynuti této doby se etanol odstranil.
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3.1.2. Priprava svrchniho (higher) gelu

Svrchni (higher) gel byl pfipraven obdobné jako gel spodni. Roztok svrchniho gelu
se piipravil z 2,7 ml H,0, 0,67 ml 30 % akrylamidu, 0,5 ml 1 M TRIS (pH 6,7), 0,04 mli
10 % SDS, 0,04 ml 10 % persulfatu amonného a 0,004 ml TEMEDu (TEMEDu opét
dvojnasobek nez by mél byt). Roztok tohoto gelu byl pridan mikropipetou mezi skla do
posledni tfetiny objemu. Do tohoto gelu se poté vlozil plastovy hiebinek pro vytvoteni
drazek v gelu pro nanaseni proteinu. Po ztuhnuti gelu se hiebinek opatrn¢ vyndal.

Hiebinek vytvofil 12 komurek pro nanaseni vzorkd.
3.1.3. Vlastni SDS-PAGE elektroforéza

Sklicka s gelem byly umistény do drazek komory SDS-PAGE a celd komora se
naplnila jiz ptipravenym Running pufrem. Tento pufr je slozen z 25 mM Tris, 192 mM
glycine, 0.1% SDS. Do drazek vytvoienych hiebinkem se pipetovaly vzorky a marker
vzdy ob jednu piepazku z divodu lepSiho ptehledu. Do prvni a predposledni prepazky
se pipetoval marker (range molecular weight marker) od firmy Bio-Rad Laboratories,
ktery obsahoval proteiny se znamou molekuldrni hmotnosti a slouzil k urceni
molekularnich hmotnosti studovanych proteini. Do ostatnich komurek se pipetoval
vzdy sample buffer a protein. Sample buffer je vzorkovy pufr, ktery je slozen ze 40%
glycerolu, 240 mM Tris/HCI pH 6.8, 8% SDS, 0.04% bromfenolové modré a 5% beta-
mercaptoehanolu. Sample buffer pfipravuje vzorek proteinu pro elektroforézu a to tak,
ze SDS pokryva molekuly proteinu a dava jim negativni ndboj a glycerol zahustuje
vzorek proteinu a tim usnadnuje pfechod proteinu pies pory gelu. Do druhé a treti
komurky se pipetoval roztok proteinu DhaA31 se sample bufferem (druha komurka 5 pl
roztoku proteinu DhaA31 + 5 ul SB, tieti komirka 1 pl roztoku proteinu DhaA31 + 5 pul
SB). Do paté a Sesté komurky se pipetoval mikropipetou roztok proteinu Thermolysinu
se sample bufferem (pata komurka 5 pl roztoku proteinu Thermolysinu + 5 pl SB, Sesta

komirka 1 ul roztoku proteinu Thermolysinu + 5 ul SB) (Tabulka 2).

Tabulka 2: Rozvrzeni koncentraci proteinti se sample bufferem na SDS-PAGE gelu.

l. 1. 1l. V. VI. VII.
DhaA31 5ul|DhaA31 1 pl|{Therm 5 ul +|Therm 1 pl +
Marker +5uISB  [+5uSB  |5uiSB 5l SB Marker
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Poté byla ke kazdému vzorku piidana methylova modi (pro zabarveni proteinu na
vysledném gelu po elektroforéze). Nasledné byla komora SDS-PAGE dolita po okraj a
uzaviena. Na svorky se pripevnily anoda a katoda dle komplementarity. Elektroforéza
byla nastavena na 1,5 hodinu pii stejnosmérném elektrickém proudu o napéti 21 mA. Po
uplynuti této doby se kryt komory odkryl a sklicka SDS-PAGE opatrn¢ odebraly ze
Stérbin. Po rozlozeni skli¢ek a odstranéni tésnéni, Se opatrné vybral gel za pomoci
skalpelu. Gel byl umistén do krabi¢ky s roztokem metanolu, kyseliny octové a vody
(Destaining solution for Coomassie brilliant blue R250) a nechal se vyvijet. Poté byl gel

vyjmut a byla posouzena ¢istota studovanych proteinti.
3.2. Priprava krystaliza¢nich roztoki

Druhy krok pokusu byl zalozen na piipravé krystalizacniho roztoku vhodného pro
krystalizaci zkoumanych proteint (Thermolysin, DhaA31). Roztoku bylo piipraveno
celkem 100 ml, jednotlivé komponenty roztoku se pocitaly jednoduchou matematickou

operaci na zakladé znamych krystaliza¢nich podminek.
3.2.1. Krystaliza¢ni roztok pro DhaA31

Krystaliza¢ni nebo precipitacni (srazeci) roztok byl ptipraven smichanim: 100mM
MES (morpholinoethan sulfonic acid), 29% PEG 4000 (Polyethylenglykol 4000) a
destilované vody.

100mM =0,1M

1M MES = 195,29 /1 mol

0,1 M MES...19,52 g v 1 litru = 1,952 g ve 100 ml

PEG: 100 % =100 g, 29% = 29 g ve 100 ml

Voda: 100 - (29 + 1,952) = 69,048 g

3.2.2. Krystaliza¢ni roztok pro Thermolysin
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Pro protein Thermolysin nebyl pfipravovan krystaliza¢ni srdzeci roztok, ale pouzily
se jiz ptipravené srazeci roztoky z krystaliza¢ni sady CrystalScreen od firmy Hampton
Research (Aliso Viejo, CA, USA). Srazeci roztoky byly vybrany podle krystaliza¢nich
podminek pro krystalizaci Thermolysinu a byly vyhledany v seznamu roztoku
CrystalScreen. Poté se podle seznamu dohledaly v sadach sraZecich roztokd vhodné
krystaliza¢ni roztoky, které byly nasledné pouzity jako srazeci roztoky pfi krystalizaci

tohoto proteinu. Tyto roztoky a jejich sloZeni jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Pouzité komer¢ni srazeci roztoky pro protein Thermolysin a jejich slozeni.

Cisl o y . .
srglise:Ia sul Pufr Srazedlo (Precipitant) pH
4 01 MtSr(iJI’::I;sgtaecetate 2,0 M Ammonium sulfate | 8,5
2 0,1 M Sodium 1,4 M Sodium acetate 65
cacodylate trihydrate trihydrate !
15 0,2 M Ammonium 0,1 M Sodium 30 % w/v Polyethylene 65
sulfate cacodylate trihydrate glycol 8,000 !
16 0,1 M HEPES sodium | 1> M Lithium sulfate | ¢
monohydrate
17 0,2 M Lithium sulfate 0,1 M TRIS 30 % w/v Polyethylene 35
monohydrate hydrochloride glycol 4,000 !
18 0,2 M Magnesium 0,1 M Sodium 20 % w/v Polyethylene 65
acetate tetrahydrate cacodylate trihydrate glycol 8,000 !
2 0,2 M Sodium acetate 0,1 M TRIS 30 % w/v Polyethylene 35
trihydrate hydrochloride glycol 4,000 !
25 0,1 M Imidazole 10 M Sodium acetate | ¢ o
trihydrate
29 0,1 M HEPES sodium | & M Potassium sodium | ¢
tartrate tetrahydrate
30 0,2 M Ammonium 30 % w/vPolyethylene 7
sulfate glycol 8,000
31 0,2 M Ammonium 30 % w/vPolyethylene 7
sulfate glycol 4,000
35 0,1 M HEPES sodium | &8 M Sodium phosphate | ¢
monobasic monohydrate
36 0,1 M TRIS 8 % w/vPolyethylene 85
hydrochloride glycol 8,000 !
37 0,1 M Sodium acetate 8 % w/v Polyethylene 46
trihydrate glycol 4,000 !
0,
39 0,1 M HEPES sodium 2% v/v Polyethylene | _ ¢
glycol 400
41 0,1 M HEPES sodium 10 % v/v 2-Propanol 7,5
47 0,05 M Potassium 20 % w/v Polyethylene 7
phosphate monobasic glycol 8,000
o)
43 30 % w/v Polyethylene 7
glycol 1,500
44 0,2 M Magnesium 7
formate dihydrate
45 0,2 M Zinc acetate 0,1 M Sodium 18 % w/v Polyethylene 65
dihydrate cacodylate trihydrate glycol 8,000 !
146 0,2 M Calcium acetate 0,1 M Sodium 18 % w/v Polyethylene 65
hydrate cacodylate trihydrate glycol 8,000 !
48 0,1 M TRIS 2,0 M Ammonium 35
hydrochloride phosphate monobasic !
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3.3. Krystalizace a pouzité krystaliza¢ni metody

Tietim krokem byla vlastni krystalizace, pfi které se nejdiive urcily potencionalni
srazeci roztoky, S pouzitim kterych by dané proteiny mohly krystalizovat. Po uréeni
srazecich roztokl se pfistoupilo k vlastnim pokusim. Byly pouzity zakladni
krystalizaéni metody a to metoda sedici kapky (,,sitting drop vapor diffusion) a visici
kapky (,.hanging drop vapor diffusion®), a také krystalizace pod olejem (,,microbatch*)
a dale pokrocila krystaliza¢ni technika - krystalizace v kapilarach (,,counter diffusion®).

3.3.1. Metoda sedici kapky (,,Sitting drop vapor diffusion)

Nejdiive se udélal maly pokus sedici kapky na proteinu DhaA31 v Petriho misce.
Mikropipetou se napipetovaly tfi kapky do Petriho misky. Kazda kapka obsahovala
roztok proteinu DhaA31 a srazeciho roztoku, které vzniklo smichanim 100mM MES
(morpholinoethan sulfonic acid), 29% PEG 4000 (Polyethylenglykol 4000) a
destilované vody. Prvni kapka obsahovala 3 pl srazeciho rozoku a 3 pl roztoku
proteinu, druhd 2 pl srazeciho roztoku a 3 pl roztoku proteinu a tieti 3 pl srazeciho

roztoku a 2 pl roztoku proteinu (Tabulka 4).

Tabulka 4: Obsah piimési srazeciho roztoku a roztoku proteinu DhaA31 pii prekrystalizaénim
testu (sraZeci roztok = smeés 100mM MES, 29% PEG 4000 a destilovana voda, protein = roztok
proteinu DhaA31).

3 ul srazeci roztok + 3 pl |2 pl srdzeci roztok + 3 pl | 3 pl srazeci roztok + 2 pl
roztoku proteinu roztoku proteinu roztoku proteinu

Poté se miska uzaviela vickem a zaizolovala parafilmem (proti ptistupu vzduchu).

Takto se postupovalo u obou proteind.

Nasledn¢ byl proveden pokus v krystaliza¢ni desticce pro sedici kapky
[CombiClover crystallization plates (EBS plate, Emerald BioStructures, WA, USA)].
Desticka ma 24 otvor, u kazdého otvoru je stojanek na 4 kapky. Do otvoru
(reservoaru) se pipetovalo mikropipetou vzdy 800 pl krystalizacniho ¢inidla a do
malych otvori pro kapku se pipetoval roztok proteinu s roztokem srazedla. Srazeci
roztok byl piidan k proteinu z rezervoaru. Prvni 2 stojanky (levy horni a levy spodni)

pro kapku obsahovaly vzdy 2 pl roztoku proteinu a 2 pl srazeciho roztoku. Tteti (horni
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vpravo) stojanek pro kapku obsahoval vzdy 1 ul srazeciho roztoku a 3 pl roztoku
proteinu. Ctvrty (spodni vpravo) stojanek obsahoval 3 pl srazeciho roztoku a 1 ul

roztoku proteinu (Obrazek 2).

CEE

800 pl

@ e’ protein

Obrazek 2: Schéma krystaliza¢ni desticky CombiClover (Protein = roztok proteinu DhaA31,
nebo Thermolysinu, SraZeci roztok = smés 100mM MES, 29% PEG 4000 a destilovana voda

razedlo

pro DhaA31 a roztok z CrystalScreen pro Thermolysin).

Takto se postupovalo u obou proteinli. U proteinu DhaA31 byl pouzit jako srazeci
roztok obsahujici PEG 4000, MES a vodu, ktery byl pfipraven v druhé fazi celého
pokusu. Po ukonceni pipetovani se desticka uzaviela vickem a zalepila lepici paskou

proti pfistupu vzduchu. Fixem se na lepici pasku napsaly tdaje a jméno.

U proteinu Thermolysinu byly pouzity komercni sraZeci roztoky z CrystalScreen
od Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA), které se urCily ve druhé fazi celého
pokusu. Cisla roztoktl vybranych z CrystalScreenu v destiéce jsou uvedeny v tabulce 5.
Po ukonceni pipetovani se postupovalo stejné jako u desticky na krystalizaci proteinu

DhaA3l.

Tabulka 5: Srazeci roztoky z CrystalScreen kitu pouzité pti krystalizaci modelového proteinu
Thermolysinu v desti¢ce CombiClover pro sedici kapku (slozeni srazedel je uvedeno v tabulce
3).

22 25 29 30 31 35
36 37 39 41 42 43
44 45 46 48 X X

O|0|®|>
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3.3.2. Metoda visici kapky (,,Hanging drop vapor diffusion*)

Nejdiive se opét udelal maly pokus na proteinu DhaA31 v Petriho misce. Do Petriho
misky byl pfiddn sraZeci roztok (smés 100mM MES, 29% PEG 4000 a destilovana
voda) ptiblizné¢ do vysky 3 mm ode dna. Na vicko misky se poté napipetovaly 3 kapky.
Vzdy se nejdiive pipetoval srdzeci roztok (smés 100mM MES, 29% PEG 4000 a
destilované vody) a az poté roztok proteinu DhaA31. Prvni kapka obsahovala 3 pl
srazeciho roztoku a 3 pl roztoku proteinu, druha 2 pl srazeciho roztoku a 3 ul roztoku
proteinu a tfeti 3 pl srazeciho roztoku a 2 pl roztoku proteinu (Tabulka 6). Poté se
miska uzaviela vickem a utésnila parafilmem (proti pfistupu vzduchu). Takto se

postupovalo u obou proteint.

Tabulka 6: Obsah srazeciho roztoku a roztoku proteinu DhaA31 pii prekrystalizacnim testu pro
krystalizaci ve visici kapce (srazedlo = smés 100mM MES, 29% PEG 4000 a destilovana voda,
protein = roztok proteinu DhaA).

1. . .
3 pl srdzeci roztok+ 3 pl|2 pl srazeci roztok + 3 pl|3 pl srdZeci roztok + 2 pl
roztok proteinu roztok proteinu roztok proteinu

Nasledné byl proveden pokus krystalizace ve visici kapce v Krystaliza¢ni desti¢ce
Limbro plate [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA]. Tato desti¢ka ma celkem 24
otvorl ve ¢tyfech fadach po Sesti. Kolem kazdého otvoru je silikonovy gel, ktery slouzi
na piilepeni a utésnéni kryciho sklicka. Do kaZdého otvoru bylo ptfidano 800 pl
srazeciho roztoku. Na kryci sklicko se pipetoval mikropipetou roztok proteinu a
srazeciho roztoku. Prvni dv€ fady v desticce (fada A a B) obsahovaly vzdy 2 pl
srazeciho roztoku a 2 pl roztoku proteinu na krycim sklicku. Ve treti fadé (fada C) pak
vzdy 3 pl srazeciho roztoku a 1 pl roztoku proteinu a ve Ctvrté fade (fada D) se
aplikoval vzdy 1 pl srdzeciho roztoku a 3 pl roztoku proteinu (Tabulka 7). Po aplikaci
kapky na sklicko se sklicko musi vzdy hned ptiklopit na otvor reservoaru a jemné

pfitlacit. Kryci sklicko se pfilepi za pomoci silikonu.
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Tabulka 7: Rozlozeni obsahu srazeciho roztoku a roztoku proteinu v desti¢ce Limbro plate.

1 2 3 4 5 6

2+2 2+2 2+2 2+2 2+2 2+2 ul
2+2 2+2 2+2 2+2 2+2 2+2 ul
3+1 3+1 3+1 3+1 3+1 3+1 ul
1+3 1+3 1+3 1+3 1+3 1+3 ul

Q0O ® >

Takto se postupovalo u obou proteind. U proteinu DhaA31 byl pouzit jako
krystaliza¢ni srazeci roztok obsahujici PEG 4000, MES a vodu, ktery se pfipravoval v

druhé¢ fazi celého pokusu.

U proteinu Thermolysin byly pouzity jako krystaliza¢ni ¢inidla komer¢ni srazeci
roztoky ze sady CrystalScreen, které se uréily v druhé fazi celého pokusu. Cisla
srazecich roztokli z CrystalScreenu v desticce jsou uvedeny v tabulce 8. Né&které
roztoky vtomto piipadé testovany nebyly. Po ukonceni pipetovani se postupovalo
stejné jako u desticky na krystalizaci proteinu DhaA31. Po ukonceni celého pokusu se

desticka uzaviela vickem a na vicko bylo napsédno jméno a udaje o proteinu.

Tabulka 8: Srazeci roztoky z CrystalScreenu pouzité pii krystalizaci modelového proteinu
Thermolysinu v desti¢ce Limbro plate (X = prazdné misto v desticce, sloZeni srazecich roztok

v tabulce €. 2).

25 29 30 X 35
36 37 39 41 42
44 45 46 48 X

O|O|®|>
>

3.3.3. Metoda krystalizace pod silikonovym olejem (,,Microbatch)

K této metodé€ byla pouzita specidlni desticka uréena pro krystalizaci pod olejem —
Terasaki plate [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA]. Desti¢ka obsahuje 72
otvorl v Sesti fadach A-F a dvanacti sloupcich 1-12. Nejdiive se do pfipravené desticky
aplikovalo 4 ml oleje, ktery vznikl smichanim dvou oleji, a to oleje parafinového (2 ml)
a oleje silikonového (2 ml). Poté se opatrné nanasely mikropipetou kapky srazeciho
roztoku a roztoku proteinu (vzdy nejdiive roztok srazedla) do otvort desticky. V

prvnich dvou fadach (fada A a B) byly aplikovany 2 pl srazeciho roztoku a 2 pl roztoku
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proteinu, ve tieti (fada C) fad¢ 1 pl srazeciho roztoku a 2 pl roztoku proteinu, ve ¢tvrté
(fada D) tad¢ 2 pl srazeciho roztoku a 1 pl roztoku proteinu, v paté (fada E) fadé 1 pl
srazeciho roztoku a 3 pl roztoku proteinu a v Sesté fad¢ (fada F) 3 ul srazeciho roztoku

a 1 ul roztoku proteinu (Tabulka 9).

Tabulka 9: Rozlozeni obsahu sraZzeciho roztoku a roztoku proteinu v desti¢ce Terasaki plate.

2+2
2+2
1+2
2+1
1+3
3+1

Takto se postupovalo u obou proteinil, jako srazeci roztoky byly pouzity stejné
roztoky jako v pfedchozich metodach. Po ukonceni pokusu se desticka uzaviela vickem

a fixem se na vicko dopsaly dulezité informace.
3.3.4. Metoda krystalizace v kapilarach (,,Counter diffusion®)

Pro tuto metodu byly pouZity sklenéné kapilary o priméru 0,5 mm. Nejdfive se
uz§im koncem naplnila kapildra roztokem proteinu DhaA31 nebo Thermolysinem do
vysky jejiho zacatku rozSifovani. Plnéni probihalo tak, Ze se kapildra vlozila tzkym
koncem do eppendorfky, poté se kapilara naklonila, aby se roztok proteinu dostal do
pozadované vysky. Nasledovné byla spodni ¢ast kapilary utésnéna modelinou, aby
roztok proteinu nemohl vytéct. DalsSim krokem byla aplikace srdZeciho roztoku do
kapilary. Aplikace se provadéla za pomoci mikropipety do SirSi ¢asti kapilary az po jeji
horni okraj. Takto pfipravena kapildra (Obrazek 3) byla umisténa do krystalizacniho
boxu GCB® (Triana Sci&Tech, Spain) uréeného pro tuto metodu krystalizace. Nakonec
se kazda kapiléra utésnila za pomoci rozehtatého vosku (proti pifistupu vzduchu). Takto
se postupovalo u obou proteinii (3 kapilary s proteinem DhaA31 a 3 kapilary s
proteinem Thermolysin). Po dokonceni pokusu se box uzaviel vickem a na box byly

napsany potfebné informace.
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Modelina
—’/

Roztok proteinu

Vosk

Roztok srazedla

Obrazek 3: Schéma kapilary.
3.4. Testy na krystalech

Po ukonceni krystalizace byly krystaly testovany zakladnimi testy (DYE test a Crush
test). Podle zakladnich testti bylo ureno, zda se jedna o krystaly proteind, nebo zda se
jedna o krystaly soli.

3.4.1. Metoda DYE testu (barveni krystali)

Na vyslednych krystalech, které vznikly v ptfedchozich pokusech, byla pouzita
metoda testu barveni. K vybranym krystalim se pfidala modra barva IzIt [Hampton
Research] a nechala se 30 minut pusobit. Po uplynuti této doby se krystaly
zkontrolovaly. Doslo-1i k obarveni celého krystalu, jednalo se o krystal proteinu (barva
pronika pory v krystalu), nedoslo-li k obarveni, jedna se o krystal anorganické soli

(krystal je bez poru, barva nemiiZe projit dovnitt krystalu) (Obrazek 4).

Krystaly soli Krystaly proteinu

Obrazek 4: Vysledek DYE testu na krystalech soli a proteinu.
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3.4.2. Metoda Crush testu (destrukce krystalu)

Tato metoda byla provadéna pod mikroskopem za pomoci jehly. Pod mikroskop byla
umisténa desticka s vytvorenymi krystaly. Pomoci jehly se krystaly rozbijely. Jestlize se
krystal po doteku jehly rozbil, jednalo se o krystal proteinu, ktery je mnohem méné
odolny nez krystal soli. Jestlize se krystal po doteku jehly nerozbil, jednalo se o krystal

anorganické soli (Obrazek 5).

Krystal soli pfi Crush testu Krystal proteinu pfi

Crush testu

Obrazek 5: Vysledek Crush testu na krystalech soli a krystalech proteinu.

3.5. Zobrazeni struktury proteinu DhaA31 za pomoci

pocditaCovych programi

V posledni fazi pokusu byl protein DhaA31 modelovan pomoci pocitatovych
programl. PouZil se soubor pdb se strukturou proteinu DhaA31 a programy pro
zobrazeni struktury. Jednalo se o dva soubory proteinu DhaA31 (31_shelx64.fcf.mtz a
31 shelx64 pdb.pdb) a programy VMD, WinCoot a ChemSketch. Programy VMD a

Wincoot zobrazuji celou strukturu proteinu.
3.5.1. Prace s programem VMD

Pomoci programu VMD lze na struktufe proteinu nalézt vazebné misto (v mém
ptipadé¢ se v ném vazal chlor) a uréit také proteinovou pentadu (Obrazek 6). Po nalezeni

chloru ve struktufe byla urcena pentdda (5 aminokyselin souvisejicich s vazebnym
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mistem). Tyto aminokyseliny byly spolecné s chlorem zvyraznény pomoci riznych typt
barevnych modelii vyobrazeni, oproti zbytku celého proteinu, aby celé vazebné misto
bylo zietelné. Pentadu u DhaA31 tvoii aminokyselina Tryptofan, Asparagin, Kyselina
asparagova, Histidin a Glutamin. Pentada aminokyselin a vazebné misto byly nutné
zjistit pro jejich zndzornéni v programu ChemSketch. Dale byla zjisténa v tomto

programu sekvence aminokyselin v pentadé (Humphrey et al. 1996).

Bl VMD 1.9.1 OpenGL Display

1 Make Top
7 Toggle Active

Atoms Frames Vol

64_pdbpdb 2855 1 0
Toggle Displayed

Toggle Fixed
Rename...

Delete Frames.

Mol aport File 1O
[441] Detete Molecute

Obrazek 6: Prace s programem VMD.
3.5.2. Prace s programem ChemSketch

V programu ChemSketch byla vyobrazena v 2D pentada aminokyselin proteinu
DhaA31 s vazebnym mistem (Obrazek 7). Do programu byly vklddany strukturalni
vzorce aminokyselin, které se poté libovolné upravovaly podle potieby. Program
pracuje automaticky na zaklad¢ vaznosti jednotlivych prvka a netvoii anionty. Anionty
a kationty se musely doplnit manualné. ChemSketch také nezobrazuje atomy vodiku,
které¢ byly v nékterych ptipadech doplnény do strukturniho vzorce. V programu
ChemSketch se pracovalo s aminokyselinami Tryptofan 107, Asparagin 41, Kyselina
asparagova 106, Histidin 272 a Glutamin 130. Cisla aminokyselin byly uréeny podle
sekvence aminokyselin v  polypeptidovém fetézci (v programu VMD)
(ACD/ChemSketch Freeware 2012).
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Obrazek 7: Prace s programem ChemSketch.
3.5.3. Prace s programem WinCoot

V programu WinCoot se mohlo libovoln€ manipulovat s celym proteinem DhaA31 a
celou jeho strukturu bylo moZné libovolné upravovat. Bylo vyzkouSeno i centrovani
aminokyselin do optimalni polohy v polypeptidovém fetézci, ziména aminokyseliny za
jinou (mutace) a jiné funkce programu na proteinu DhaA31 (Obrazek 8) (Emsley et al.

2010).
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Obrazek 8: Prace s programem WinCoot.
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4. Vysledky

4.1. Vyhodnoceni gelové SDS-PAGE elektroforézy

Na zakladé provedeni zkousky na cistotu proteinu za pomoci SDS-PAGE
elektoforézy  byla  zjiStétna  molekuldrni  hmotnost a  Cistota  proteinu
halogenalkandehalogenasy DhaA31 a modelového proteinu Thermolysinu. U proteinu
DhaA31 byla naméifena molekuldrni hmotnost piiblizné¢ 35 kDa a u proteinu
Thermolysin 34,6 kDa. K uréeni Mr studovanych proteinti byl pouzit marker obsahujici
proteiny spfesné¢ stanovanymi molekularnimi hmotnostmi. Protein DhaA31
neobsahoval piimési, kter¢é by mohly ovlivnit nebo znemoznit jeho pozdéjsi
krystalizaci. Protein Thermolysin obsahoval pfimés rtznorodych latek o molekularni
hmotnosti 20-25 kDa, které pusobily negativné na pozd¢jsi krystalizaci proteinu
(Obrazek 9).

Marker
R —
50 ““  DphaA Thermolysin
=35kDa =34,6 kDa
37 - .— —
25 s
-
20
1 2 3 4 5 6

Obrazek 9: Gelova elektroforéza: slouce 1 a 2 - stupnice markru s proteiny znamych

molekularnich hmotnosti, sloupce 3 a 4 - protein DhaA31, sloupce 5 a 6 - protein Thermolysin.

4.2. Vysledky krystalizace

4.2.1. Vysledky metody sedici kapky
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Pti této metodé byla krystalizace GspéSna pouze v nekterych koncentracich proteinu a

srazedla.

4.2.1.1. Vysledky metody sedici kapky pro protein DhaA31

Protein DhaA31 krystalizoval pomoci krystaliza¢niho srazeciho roztoku slozeného z
PEG 4000, MES a vody. Krystaly vznikly pouze v nékterych koncentracich proteinu a
srazedla. Krystaly DhaA31 se vytvorily béhem jednoho tydne. Jednalo se ptfedevsim o
tyCinkovité krystaly, které je mozné pouzit pro pozdé¢jsi difrakéni analyzu. Krystaly

vznikly v koncentracnich pomérech 2 ul srazeciho roztoku a 2 pl proteinu a 1 pl

sraZzeciho roztoku a 3 pl proteinu (Obrazek 10).

Obrazek 10: Tycinkovité krystaly DhaA31 vyrostlé ze srazeciho roztoku slozeného z PEG
4000, MES a vody v poméru 1:1 a 1:3 s roztokem proteinu (sedici kapka) (foto autor).
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4.2.1.2. Vysledky metody sedici kapky pro protein Thermolysin

Tento protein krystalizoval pomoci srazecich roztoka cislo 16, 25, 36 a 44 z
krystaliza¢ni sady CrystalScreen od Hampton Research [Aliso Viejo, USA]. S ostatnimi
srazecimi roztoky z CrystalScreenu protein netvofil krystaly. Drobné krystaly
Thermolysinu mély jehli¢kovity charakter a nebyly vhodné pro dalsi analyzu (Obrazek
11). Krystaly rostly po dobu jednoho tydne v pomérech koncentraci:

e 2 ul proteinu + 2 pl srazeciho roztoku CrystalScreen ¢.16 (0,1 M HEPES
sodium, 1,5 M Lithium sulfate monohydrate, pH 7,5)

e 3 ul proteinu + 1 pl srazeciho roztoku CrystalScreen ¢.25 (0,1 M Imidazole, 1,0
M Sodium acetate trihydrate, pH 6,5) a srdzedla CrystalScreen ¢.36 (0,1 M TRIS
hydrochloride, 8 % wi/v Polyethylene glycol 8,000, pH 8,5)

e 1 ul proteinu + 3 pl srazeciho roztoku CrystalScreen ¢.44 (0,2 M Magnesium

formate dihydrate)

Obrazek 11. Jehlickovité krystaly Thermolysinu vyrostlé ze srazeciho ¢inidla CrystalScreen
¢.16 slozeného z 0,1 M HEPES sodium, 1,5 M Lithium sulfate monohydrate v poméru 1:1 s
roztokem proteinu (sedici kapka) (foto autor).
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4.2.2. Vysledky metody visici kapky

Pti této metod¢ byla krystalizace uspésna jen v nékterych koncentracich proteinu a

srazeciho roztoku.
4.2.2.1. Vysledky metody visici kapky pro protein DhaA31

Protein DhaA31 krystalizoval po dobu jednoho tydne za pouziti sraZeciho roztoku
slozeného z PEG 4000, MES pH 6,4 a vody. Vysledkem krystalizace byly monokrystaly
(Obrazek 12), které je mozné pouzit k pozd¢jsi difrakéni analyze. Pravost proteinovych

krystall byla ovéfena crash testem a DYE testem. Krystaly vznikly v pomé&ru sraZeciho

roztoku a proteinu 1:1 (2 pul + 2 pl).

Obrazek 12: Monokrystaly DhaA31 vyrostlé ze sraZeciho roztoku o slozeni PEG 4000, MES a

vody v poméru 1:1 s roztokem proteinu (visici kapka) (foto autor).
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4.2.2.2. Vysledky metody visici kapky pro protein Thermolysin

Protein Thermolysin krystalizoval v desticce Limbro plates po dobu jednoho tydne.
Jako srazeci roztok byly pouzity komer¢ni roztoky ze sady CrystalScreen. Vznikly
pouze mikrokrystaly (Obrazek 13) a to v koncentraci srazeciho roztoku 2 pl a 2 ul
roztoku proteinu. Mikrokrystaly vznikly za pouziti srazecich roztoku:

e CrystalScreen ¢. 25 (0,1 M Imidazole, 1,0 M Sodium acetate trihydrate, pH 6,5)
e CrystalScreen ¢.29 (0,1 M HEPES sodium, 0,8 M Potassium sodium tartrate
tetrahydrate, pH 7,5)

e CrystalScreen ¢.44 (0,2 M Magnesium formate dihydrate)

e CrystalScreen ¢.48 (0,1 M TRIS hydrochloride, 2,0 M Ammonium phosphate
monobasic, pH 8,5)

Obrazek 13: Mikrokrystaly Thermolysinu vyrostlé ze srazeciho roztoku CrystalScreen ¢.25 v

poméru 1:1 s roztokem proteinu (visici kapka) (foto autor).

40



4.3. Vysledky modelovani proteinu DhaA a Thermolysinu

4.3.1. Znazornéni proteinu DhaA v programu VMD

Pomoci programu VMD bylo uréeno aktivni misto enzymu a jeho slozeni,
znazornéna pentada se substratem (Obrazek 14) a znazornéna pentada v celé struktute

enzymu halogenalkandehalogenasy DhaA31 (Obrazek 15) (Humphrey et al. 1996).

[ Histidin 272 — e
B Kyselina asparagova 106 I C-0
M Glutamin 130 I C-N-C

|:| Tryptofan 107
|:| Asparagin 41

|:| Chlor
B 120

Obrazek 14: Pentada se substratem v aktivnim misté enzymu DhaA31.
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Obrazek 15: Struktura enzymu DhaA31 s aktivnim mistem.
4.3.2. Znazornéni pentady enzymu DhaA31 v aktivnim misté

S pouzitim programu ChemSketch byla popsana pentdda strukturdlnim vzorcem a
znazornéno seskupeni aminokyselin pifi hydrolyze halogenidii za vzniku alkoholu

(Obrazek 16).

O"f
Asparagm 41

0 R
2,0 HRN
o

Glutamin 130 Histidin 272 Kyselina asparagova 1[]6

3\
N

Z

Tryptofan 107

Obrazek 16: Strukturalni schéma pentady pii hydrolyze substratu.
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4.3.3. Znazornéni proteinu Thermolysin v programu VMD

Pomoci programu VMD byla zobrazena struktura enzymu, ionty vapniku a molekuly

vody (Obrazek 17) (Humphrey et al. 1996).

[B-skladané listy

Obrazek 17: Struktura proteinu Thermolysin.
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5. Diskuze

5.1. Protein DhaA31

Pro gelovou elektroforézu a krystalizacni experimenty byl pouzit mutant DhaA31
izolovany v 100 mM Tris-HCI pufru pH 7,5 o koncentraci 6,5 mg/ml. Na zaklad¢
gelové elektroforézy neobsahoval roztok proteinu zadné necistoty, coz je pro
krystalizaci dulezity faktor. DhaA31 byl testovan ve dvou koncentracich. Tato
skute¢nost byla na gelu zaznamenana formou riizn€ intenzivnich pruhd, prvni (silngj$i)
je vice zabarveny, druhy (slabsi) je méné zabarveny. Plocha zabarveni na gelu zavisi na

mnozstvi pouzitého proteinu (Obrazek 9).

Krystalizace DhaA31 probihala za krystaliza¢nich podminek, které¢ udavé Lahoda et
al. (2011) pro rast trojrozmérnych krystalt. Lahoda et al. (2011) udava, ze krystaly
rostou ze srazeciho roztoku obsahujiciho 29% (w / v) PEG 4000 a 100 mM MES pH
6,4, kterého bylo v reservoaru 800 ul a v kapce 2-4 pl.

Pro sedici kapku bylo pouZito mnoZstvi objemu srdZeciho roztoku a roztoku proteinu
DhaA31 v pomérech 1:1, 3:1 a 1:3. Krystaly rostly po dobu jednoho tydne bez ptistupu
vzduchu. V prabéhu této doby vyrostly krystaly pouze v koncentracnich pomérech 1:1 a
1:3, v ostatnich pfipadech vznikla amorfni sraZenina. Pfi¢inou vzniku sraZeniny mohl
byt naptiklad ptistup svétla, Spatna aplikace srazeciho roztoku nebo roztoku proteinu,
pristup vzduchu na okrajich desticky CombiClover, kde lepici paska Spatn€ utésnila
otvory, nebo Spatny pomér sraZeciho roztoku a roztoku proteinu. V poméru 3:1 se
krystaly netvofily. V sedici kapce desticky CombiClover vyrostly pouze tycinkové
krystaly DhaA31. V poméru 1:1 narostly krystaly mensi ve velikosti 200-400 um, v
pomeéru 1:3 narostly krystaly ve velikosti 300-500 pm (Obrazek 10).

Ve visici kapce rostly krystaly DhaA31 v desticce Limbro plate za pouziti srazeciho
roztoku 29% (w / v) PEG 4000 a 100 mM MES pH 6,4 a roztoku proteinu DhaA31 ve
100 mM Tris-HCI pufru pH 7,5. Vysledky tspé$né krystalizace byly zaznamenany
pouze v poméru srazeciho roztoku a roztoku proteinu 1:1 (2 ul : 2 pl). V ostatnich
ptipadech doslo k vyschnuti kapky nebo k tvorbé amorfni srazeniny. Rust krystalizace

probihal béhem jednoho tydne. Narostlé krystaly mély velikost 30-50 um (Obrazek 12).
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Vysledky krystalizace pod silikovym olejem (,,Microbatch®) a krystalizace v
kapilarach nebyly relevantni, jednalo se v naprosté vét§in¢ o amorfni sraZzeninu. Tyto
metody nebyly popsany ve vysledcich. V krystalizacni desticce Terasaki plate krystaly
nenarostly z divodi nespravné aplikace srazeciho roztoku a roztoku proteinu pro vrstvu
oleje. Hlavnim dGvodem neuspéchu krystalizace v kapilarach byl s nejvetsi
pravdépodobnosti pfistup vzduchu, kdy po aplikaci vosku nebyla kapilara zcela

utésnéna.

Modelovani proteinu DhaA31 probéhlo v programu VMD, kde se po nacteni
struktury pomoci oznaceni iontl v ,,Graphical Representations* nasel iont chloru, ktery
je soucasti aktivniho mista. lont chloru byl oznacen zelenou barvou a modelem ,,CPK*.
Okolo iontu chloru se poté dohledala pentada aminokyselin, kterd tvoii aktivni misto.
Posledni soucasti aktivniho mista je voda, kterd se vymodelovala funkei ,,water all* v
»Qraphical Representations®. Po nalezeni pfislusné molekuly vody bylo celé aktivni
misto vymodelovano a nasledné vyfoceno funkci ,,Render (Obrazek 14). Pro
znazornéni celého proteinu s aktivnim mistem byl pouzit model ,,Cartoon® pro cely
protein, ,,.Lecorice* pro pentadu a ,,CPK* pro molekulu vody (Cerven¢) a iont chloru
(zeleng). Takto zndzornény protein byl vyfocen funkci ,,Render* (Obrazek 15). Tyto
modely jsou ve vysledcich pfehledné a 1ze v nich rozeznat jednotlivé soucdsti enzymu.
Pentadu 1 cely protein Ize také zobrazit 1 v jinych modelech, které jsou méné piehledné

a nejsou reprezentativni.

5.2. Schéma Kkatalytické hydrolyzy enzymu DhaA31 pri
detoxikaci 1,2,3-trichlorpropanu na 2,3-dichlorpropan-1-ol

Reakce zaCina navazanim substratu (1,2,3-trichlorpropanu) do aktivniho mista
enzymu DhaA31, které obsahuje pentddu aminokyselin a vodu. Na molekulu
halogenalkanu pisobi Kyselina asparagova 106, ktera Stépi vazbu mezi chlorem a

uhlikem (Obrazek 18).
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Obrazek 18: Reakce 1,2,3-trichlorpropanu a Kyseliny asparagové.

Po odstépeni atomu chloru dojde k jeho navazani nekovalentni vazbou mezi vodiky
Asparaginu 41 a Tryptofanu 107. Zbytek chlorovaného fetézce propanu se vaze na
Kyselinu asparagovou 106, se kterou tvoii docasné ester (Obrazek 19). Tento doCasny
ester podléha hydrolyze, pti které voda (H20) plisobi na esterovou skupinu 'R-COO-R’
a $tépi ji na alkohol (2,3-dichlorpropan-1-ol) a aminokyselinu (Asp 106) (Obrazek 20).
Pfi hydrolyze je spotfebovan vodik z molekuly vody, a proto je doplnén z
aminokyseliny Histidinu 272. Vodik z histidinu je doplnén z posledni aminokyseliny

pentady, kterou je Glutamin 130 (Obrazek 21).

Produkt reakce 2,3-dichlorpropan-1-ol opousti aktivni misto enzymu DhaA31. Chlor
udrzovan nekovalentni vazbou mezi aminokyselinami Trp 107 a Asn 41 zlstdva do
doby piijmuti nového substratu, ktery chlor vytla¢i. Tato reakce byla rozepséna z

vysledného modelu pentady v programu ChemSketch (ACD/ChemSketch Freeware 2012).
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Obrazek 19: Navézani chloru nekovalentni vazbou mezi aminokyseliny Trp 107 a Asn4l a

ptesun zbytku fetézce z 1,2,3-trichlorpropanu na Kyselinu asparagovou 106 za vzniku esteru.

N
—NH
> NH
0 0

Obrazek 20: Hydrolyza esteru, ptisobeni vody na esterovou vazbu 'RCOOR’ (hydrolytické

Stépeni).
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Obrazek 21: Konec reakce, produkt (2,3-dichlorpropan-1-ol) opousti aktivni misto.
5.3. Protein Thermolysin

Pro gelovou elektroforézu a naslednou krystalizaci byl pouZit roztok proteinu
Thermolysinu o koncentraci 25 mg/ml v hydroxidu sodném (NaOH). SDS-PAGE
elektroforézou byly testovany dvé rizné koncentrace proteinu. Roztok Thermolysinu
obsahoval pfimés cizorodych latek, které ovliviiuji negativné vysledky krystalizace.
Tento roztok byl nasledné pouzit na krystalizaéni experimenty ve snaze vykrystalizovat
pouze protein bez pfimési. V ptfipadé neuspesné krystalizace by bylo nutné protein

znovu izolovat, aby neobsahoval tyto cizorodé latky (Obrazek 9).

Krystalizace Thermolysinu probihala po dobu jednoho tydne. Jako krystaliza¢ni
¢inidla byly pouzity komercni srdZeci roztoky z krystalizani sady CrystalScreen od
Hampton Research [Aliso Viejo, USA]. Tyto roztoky byly jiz pfipraveny. Pouzilo se
celkem 22 srazecich roztoku pro sedici kapku a 19 srazecich roztokt pro visici kapku.
Krystaly ale narostly jen v malé Skale krystalizacnich sraZecich roztoki. Pfi¢inou
netspeésné krystalizace mohla byt necistota izolovaného proteinu, nebo Spatna aplikace

srazeciho roztoku nebo roztoku proteinu.

V sedici kapce vyrostly krystaly Thermolysinu za pouZiti roztoki CrystalScreen ¢.
16, 25, 36 a 44. V ostatnich roztocich CrystalScreen nedoslo k ristu krystal. Srazeci

roztoky byly aplikovany s roztokem proteinu v pomérech 1:1, 3:1 a 1:3. V pom¢éru 1:1
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(2 ul + 2 pl) narostly krystaly ve srazecim roztokem CrystalScreen ¢. 16, které je
slozeno z: 0,1 M HEPES sodium, 1,5 M Lithium sulfate monohydrate pH 7,5. V
poméru 3:1 (3 ul + 1 pl) narostly krystaly ve sraZzecim roztokem CrystalScreen ¢. 44,
které je slozeno z 0,2 M Magnesium formate dihydrate a v poméru 1:3 (1 ul + 3 ul)
narostly krystaly ve srazecim roztoku CrystalScreen c¢islo 25 a 36. Srazeci roztok
CrystalScreen ¢. 25 je slozeno z 0,1 M Imidazole, 1,0 M Sodium acetate trinydrate, pH
6,5 a srazedlo CrystalScreen ¢. 36 je slozeno z 0,1 M TRIS hydrochloride, 8 % wi/v
Polyethylene glycol 8,000, pH 8,5. Vzniklé¢ krystaly mély pievazné jehlickovity
charakter a velikost pfiblizné¢ 15-30 um (Obrazek 11). Ostatni srdzeci roztoky

CrystalScreenu netvofily s roztokem Thermolysinu krystaly.

Ve visici kapce krystalizoval roztok Thermolysinu v desticce Limbro plate. Bylo
pouzito celkem 19 sraZecich roztokii z CrystalScreenu. Produktem krystalizace byly
malé mikrokrystaly ve velikosti 5 um (Obrazek 13), které vznikly v poméru srazecich
roztokd a proteinu 1:1 (2 pl + 2 pl). Mikrokrystaly vyrostly pouze se srazecimi roztoky
Crystal Screen €. 25, 29, 44 a 48.. S ostatnimi sraZecimi roztoky netvofil roztok proteinu

krystaly.

Modelovani proteinu Thermolysin prob&éhlo v programu VMD (Humphrey et al.
1996). Soubor ,,pdb* byl ziskan z databaze ,,protein data bank*. Po otevieni proteinu v
programu se pomoci ,,Graphical Representations” a aplikace ,,water all“ oznacily
cerven¢ molekuly vody modelem ,,CPK*. Poté se cely polypeptidovy Tfetézec
ptfemodeloval na model ,,Cartoon“. Takto vymodelovany protein se vyfotil funkci
,,Render (Obrazek 17).
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6. Zavér

Cilem této prace bylo seznameni se s problematikou halogenalkandehalogenas,
pochopeni zakladli krystalografie a snaha vypéstovat krystaly zkoumaného proteinu
DhaA31 vhodné pro difrak¢éni analyzu. Dale byly vytvofeny model struktury
Thermolysinu a model struktury a aktivniho mista zkoumaného proteinu DhaA3l,

popsany jeho casti a vysvétlen dehalogenacni mechanismus.

Krystalizacni experimenty byly provadény v laboratofich makromolekularni
struktury a dynamiky v Ustavu komplexnich systéma FROV JU v Novych Hradech. Pro
vlastni krystalizani experimenty a ziskdni proteinovych krystalii byly pouzity zakladni
a pokrocilé krystalizacni metody. Struktura mutantni halogendehalogenasy DhaA31
byla modelovana pomoci programu VMD a programu WinCoot. Aktivni misto enzymu
a schéma reakce pii dekontaminaci substratu byly navrzeny a zobrazeny za pomoci

programu ChemSketch.

Protein DhaA a jeho mutantni formy jsou odpovédné za dekontaminaci toxické latky
1,2,3-trichlorpropanu, ktera je ¢astym polutantem ve volnych vodach. Uplatnéni bakterii
Rhodococcus rhodochrous obsahujici tento enzym by mohla byt jedna z moznosti
uspésné dekontaminace latky 1,2,3-trichlorpropanu, ale aktivita tohoto enzymu a
rychlost katalytické reakce je do jisté miry znacné omezena, proto se vyzkum i nadale
soustied’'uje na hledani mutanti DhaA, které maji vyssi aktivitu a rychlost katalytické

reakce je mnohonasobné&jsi.
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8. Prilohy
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Obrizek 22: Sestava SDS-PAGE pro gelovou elektroforéz (foto autor)

Obrazek 23: Gelova elektroforéza SDS-PAGE (foto autor).
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Obrazek 24: Desticka Limbro plate pro Visci kapku.

Obrazek 25: Desticka CombiClover crystallization plates pro sedici kapku
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Obrazek 27: Sklenéné kapilary pro krystalizaci proteint
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9. Abstrakt (Cesky)

Cilem prace bylo naucit se pouzivat metody proteinové krystalografie v praxi a
pokusit se pripravit krystaly mutantni formy halogendehalogenasy DhaA31 a
modelového proteinu Thermolysinu pomoci zakladnich a pokrocilych krystalizacnich
metod a nasledné¢ vyfteSit a graficky zobrazit jejich struktury pomoci pocitacovych
nastroji  pouzivanych pro molekularni modelovani. Vysledkem projektu bylo
vypéstovani krystali obou proteini a popis struktury a aktivniho mista proteinu
DhaA31, ktery byl pfipraven z divodu zvySeni rychlosti katalytické reakce pfi
odbouravani chlorovanych derivati uhlovodiku, predevsim 1,2,3-trichlorpropanu (TCP)

z volnych vod.
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10. Abstrakt (anglicky)

The project was focused on using of protein crystallography practically and mainly
on preparation of crystals of model protein Thermolysin and haloalkan dehalogenase
mutant variant DhaA31 with the use of standard and advanced crystallization methods.
Later the DhaA31 structure was solved and graphically visualized using the molecular
modeling programs as well as the structure of Thermolysin. Obtaining the crystals of
both studied proteins and description of the DhaA31 structure, active site and
dehalogenation reaction were results of the project. DhaA31 mutant variant was
prepared to increase the catalytic reaction during degradation of halogenated

compounds such as 1,2,3-trichloropropane (TCP) from water sources.
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