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1. Uvod

V posledni dob mnohé ¥decké tymyieSi otazku ochrany Zivotniho priedi,
kterd se v mnohych vyzkumech stava prioritniredoétem. Vyuziti bakteridlnich a
mikrobialnich organisiin k ¢iSténi kontaminovanych lokalit je jednim z moznych
zpasohi, jak zivotni prostedi upravit. Na druhé strarjeden z moznych nastioje
vyuziti halogenalkandehalogenas. Jejich vysokaxdedéni schopnost se pouziva pro

¢isteni kontaminovanych vod a Uzemi halogenovanymi aoggmi polutanty.

Halogenalkandehalogenasy jsou mikrobialni enzymyerék katalyzuji
hydrolytické SEépeni vazby mezi halogenem a uhlikem. Vysledkem Idgkaa&ni
reakce |e tvorba primarniho alkoholu a halogenitiové iontu.
Halogenalkandehalogenasy se vyana pomerné vysokou detoxikéni schopnosti.
Nové technologie pro ¢iStéeni kontaminovanych vod a Uzemi zaeymi
halogenovanymi organickymi polulanty jsou zaloZzeayenzymatickém odbouravani za
pomoci halogenalkandehalogenas. Aktivitehto enzyni s halogenovanymi substraty
neni ¢asto dostatmd pro jejich vyuZiti v praktickych aplikacich. Prabjasini
strukturre-funkeni podstaty katalytickéhocinku halogenalkandehalogenas sec¢gap

pouzivaji metody proteinové krystalografie.

V ramci studie vztalh mezi strukturou a funkci halogenalkandehalogerndg b
mutagenezi zkonstruovany nové varianty enzymu LimdBovaného z fidni bakterie
Sphingobium japonicundT26 liSici se pouze jednou neboétha mutacemi. Tyto

enzymy byly pouzity ke krystalizaim studiim.

Krystalizatni  studie  biologickych ~ makromolekul fgustavuji jeden
z nejefektivijSich nastraj, ktery se pouziva ve strukturni biologii a fyzikal
biochemii. Poznani struktury makromolekularnichekatie dilezité pro objastni
strukturré-funkénich  vztali a poskytuje dlezité informace pro modifikace
makromolekul pro pdeby zemddélského, medicinského, farmaceutického a jinych

odwétvi.



Cilem prace bude seznamit se s proteinovou krygiafid a konkréta
s metodami krystalizace protéinpomoci kterych bude krystalizovan modelovy protei
Thaumatin a dale no¥ pripravena mutantni varianta halogenalkandehalogenasy
LinB32, ktera je izolovana z gramnegativnidpi bakterieSphingobium japonicum
UT26. V dalSi fazi projektu budou natiend difrakni data pouZzita k upsreni
struktury studovaného enzymu a vyeni jeho strukturniho modelu. Ve finélni fazi

bude navrZzena dehalogénareakce proteinu.



2. Literarni prehled

2.1. Krystalizace nizkomolekulovych latek

Podstata krystalizace spea v pomalém fivedeni systému do stavu snizené
rozpustnosti a dosahnuti limitniho stdpmpresyceni postupnym modifikovanim
vlastnosti systému jakymi jsou rédgad teplota, pH, koncentrace nebo vlastnosti
jednotlivych komponent roztoku (Glusker, 1994).

Vznik krystali ovliviiuji mnohé termodynamické a kinetické faktory (Kuta
Smatanova, 2008). Mezi termodynamické faktoryipgaizpustnost latky a mezi faktory
kinetické nukleace a néaslednyst krystaii. Glusker a kol. (1994) popisuje, Ze proces
tvorby krystah tvori 3 faze — faze nukleacdistu a ukoteni ffistu krystaid.

Ve fazi nukleace dochazi ke kontaktu vhédnientovanych iorit nebo molekul,
které po pekraeni limitu nasyceni Zénaji tvait stabilni seskupeni. Tvorbou stabilnich
seskupeni vznika sraZzenina nebo submikroskopickstddicka jadra (Kuta Smatanova,
1999).

Ve druhé fazi, kterd se ozhge jako fist krystati, dochazi ke kontaktu vho&n
orientovanych molekul nebo iants povrchem jadra a k jejich usadani na tomto
povrchu. Rist krystali je ovliviovan stupam difuznim a depoznim. Difazni stupz
oznauje rychlost difuze molekul v oblastiistu krystalu, zatimco depd@ni stupé
ozna&uje rychlost oderpani pevné faze z roztoku. Pokud je depozstupé nizky,
nedochazi k tvorb rastovych center aist krystah je velmi pomaly, nebo dokonce
zadny (Kuta Smatanova, 1999). Jestlize je deépodzstupé vysoky, vznika velké
mnoZstvi drobnych krystalickych jader a krystalgtom extrémni rychlosti.iPtakovéto
extrémni rychlosti jsou velmi malé a vykazuji defekizn. kazy a dislokace). Idealni
krystaly tedy vznikaji z malého mnozstvi krystafick jader, kterd rostou volnou
rychlosti a jsou bez defekt

Ve ftreti fazi, kterou Glusker a kol. (1994) ozog jako fazi finalni, dochazi
k zastavenitstové schopnosti krystalMenSi krystaly mohouist pomalou rychlosti a

poté z¥tSovat swj objem. Tyto krystaly jsou poté vhodné pro rentmesu strukturni
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analyzu. Alternativé také niize vznikat velké mnoZzstvi drobnych mikrokryétalebo
velka krystalickd seskupeni. Velkym krystalickymslegoenim rozumime tuzné
vétvickovité atvary podobné gshovym viatkam ¢i tenkym jehlicovitym Utvaim, nebo
dojde ke vzniku hydrofobnich olejovitych seskupditomnost uvedenych seskupeni
naznd&uje, Ze i nepatrnd z¥na experimentalnich podminekude vést ke vzniku
monokrystal, nebo v op&ném gFipad se mohou vytviot nekrystalické gelyi amorfni

pudry, nebo nedochazi ke &n¢ a roztok astavaciry (Kutd Smatanova, 1999).

2.2. Krystalizace makromolekul

Krystalizace makromolekul zahrnuje krystalizacitpmi, nukleovych kyselin a
velkych makromolekularnich kompléx(viry, ribozomy). ZaloZena je na pémé
nespecifickém souboru zasad, zkuSenosti a rapleze fici, Ze neexistuje zadna
jednotna teorie jako voditko tohoto Usiiepto, Ze se v séasné dob tyto teorie mnozi.
Rast makromolekularnich krystalje v pirodé velmi empiricky proces a vyzaduje

trpélivost, vytrvalost a intuici (McPherson, 2004).

Véda stéle oznauje krystalizaci proteiin jako nedostata¢ rozvinutou oblast,
v poslednich letech je ale jeji vyvoj pobidnutyrzénpa mikrograviténimi experimenty
v kosmu (McPherson a kol., 1990). Krystalizace @riét je prevazri zaloZzena na
metod pokusu a omylu, kdy je protein pomalu vysrazen @oinsraZzeciho roztoku.
V procesu krystalizace protéinhraji dileZitou roli pitomnosti neéistot a jinych
neznamych faktdgr Obeci Izeftici, Ze plati pravidl@im ¢istéjSi protein je, tim je &Si
Sance, Ze dojde kstu krystah (Kutd Smatanova, 2008). Z pohledu biochamj&
kladen pozadavek na vysokou katalytickou aktivitayeni. Na druhé straf) aby doslo
ke krystalizaci proteiln, musi byt kladenitaz na to, aby nebylyifpomny Zadné jiné
sloweniny. VSechny molekuly protainby také mdly mit stejné povrchové vlastnosti,
zejména rozlozeni naboje na povrchu, protoZze totivituje uspdadani molekul
v krystalu. Pro krystalizaci proteinje jako cenny nastroj ozéavana hmotnosti
spektrometrie (MS), ndfklad, @i kontrole exprese rekombinantniho proteitistoty

vzorku, gipraw t¢Zkych atomovych derivata konstrukci proteinu (Chen a kol., 1994).
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2.3. Krystalizace proteini

NejpouzivaijSi metodou ufovani struktury biomakromolekularnich latek je
Vv sowasnosti rentgenova strukturni analyza, diky kteyéo lvyifeSeno 85% vSech
makromolekularnich struktur deponovanych v proteinalatabance (PDB), (Li a
Chang, 2009). Nejobtizisim, ale zasadnim krokenti pouziti rentgenova strukturni
analyzy je vedletfeSeni fazového problému ziskani krystalostaténé velikosti a
kvality vhodné Kk difraknimu mefeni. Krystaly proteii se od krystdl
nizkomolekularnich latek liSi tim, Ze jsou malé&kike, nachylné k rozbiti, citlivé na
teplotu a radiaci attie difraktuji (McPherson, 2004).

K tvorb¢ krystali proteimi dochazi jen tehdy, kdyz se systém nachazi
v piesyceném stavu a jednotlivé molekuly proteinu spgeguji podle witéhoradu.
Li a Chang (2009) uvéag, Ze proces krystalizace sestava z procesu ncéldaly se
tvori krystaliza&ni jadra a z procesu samotnelistu krystah. V posledni fazi je st

krystalu ukoen.

Oblast supersaturace je ve fazovém diagramwuitead do ti oblasti. Jedna se o
oblast metastabilni, kde dochaziuktu krystah; o oblast labilni, ve které e
probihat nukleace iist; a oblast precipitai, ve které vznikd amorfni sraZzenina (Li a
Chang, 2009). V nejidedjsim pipak se systém nachazi v labilni oblasti
supersaturace a tkiose krystalizani jadra. V pipact, Ze dojde ke tvorb nékolika
krystalizanich jader, klesne koncentrace proteinu v roztoksystém se i@sune do
metastabilni oblasti, kde krystaly rostou, ale @Zzde nemohou twid dalSi jadra.
Vysledkem je tak jeden neba@kolik malo dostaténé velkych krystal (Li a Chang,
2009).

V procesu krystalizace hrajaildZitou roli vyker krystaliza&niho ¢inidla. Jako
krystaliza&ni c¢inidla se pouZivaji zné typy slogenin (polyethylenglykoly,
anorganické soli, organicka rozpotdit), které nuti systémigit do Fesyceného
stavu. Ritomny jsou také pufry, které udrzuji stalé pHippdreé dalSi aditiva, ktera
usnaduji vhodné uspi@dani molekul proteinu do krystalu. Vedle typu adentrace
srazedla krystalizaci vyraZnovliviiuje ¢istota a koncentrace proteinu, pH, teplota,
viskozita média, pouzité metodyada dalSich faktdr(McPherson, 2004).
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Krystalizace proteith je empiricky proces, ktery je zaloZen na hleddrddnych
¢inidel a fyzikalre-chemickych paramatr(McPherson, 2004). V fibchu paateniho
testovani se hledaji krystaltzd podminky, které by mohly vést k vytemi
krystalickych jader. Tyto podminky jsou pak naskedmptimalizovany tak, aby byly
ziskany co nejkvalit]jSi monokrystaly pouZzitelné pro rentgenovou difiaf¢¢undrot,
2004).

2.4. Standardni krystalizatni techniky

Mezi standardni krystalizai techniky pafi dialyza €lialysi9 nebo metoda
mikrodavek (nicrobatch. NejwtSi popularitu ovSem maji techniky zalozené naailifu
par - metody sedici a visici kapkgit{ing a hanging drop Tyto metody jsou zalozeny
na difazi par rozpoustlla (nefastji voda) z kapky obsahujici roztok proteinu do
rezervoaru, ve kterém je ve vySSi koncentratiopmno srdzec€inidlo (precipitating
agent nebo precipitant).iBledkem zmenSovani objemu kapky se zvySuje koramatr

proteinu v dané kapce a systéraghazi do fesyceneho stavu (Li a Chang, 2009).

K uvedenému jevu dochazi dddestilaci” vody z kapky do rezervoaru (roztok
v rezervoaru ma vySsi koncentraci nez kapka - ddcké& zngéné objemu kapky a
zakoncentrovani vSech jejich komponent) nebo naapakervoaru do kapky. Migrace
molekul zavisi na koncentraci a rozpustnosti prmatekoncentraci srdZecihinidla a
piipadré vede ke vzniku krystal(Kutda Smatanova, 1999).

2.4.1. Metoda visici kapky

Pri této metod krystalizace, ktera probiha v krystalina destéce, kapka visi na
vnitini strak kryciho skiéka, které je umigho nad rezervodrem se srdZzecim roztokem.
Kryci sklicko je k otvoru, kde se nachazi krystatizaroztok v krystalizéni destéce,

pevre pripevréno a uésnitno pomaoci silikonového oleje (Kutd Smatanova, 2008)

2.4.2. Metoda sedici kapky

Pri této metod krystalizace, ktera rowi probiha v krystalizmi destéce, je
kapka umisina ve stojanku, ktery se nachazi upextotvoru uweného pro srézeci

¢inidlo. Jako &snici prvek je zde pouzit plastovy kryt krystatimadestéky, ktery je
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upevrén a ugsren bud’ silikonovym olejem, nebo pomoci samolepici paskuté
Smatanova, 2008).

2.4.3 Pouziti metod

VySe uvedené metody jsou nejvice pouZzivany proi ggdpoduchost a lehkou
manipulovatelnost. Slouzi jak k optimalizaci kryganich podminek, tak i
k samostatnémueptovani krystal (Kutd Smatanova, 2008).

2.4.3. Metoda krystalizace pod olejem

Tato metoda je také znama jaldacrobatch crystallization.

Krystalizace proteih pod tenkou vrstvou parafinového oleje bylavqdne
popsana Chayen a kol. (1992). Tato technik&ispove smichani vzorku proteinu a
daného sraZecihgnidla a tato srés je poté pomoci pipety napipetovana pod tenkou
vrstvu parafinového oleje (Chayen a kol., 1992).této0 metod se pouziva mineralni
olej srozétvenymi parafiny, ktery umdaiije jen velmi malou difazi vody ips
olejovou vrstvu. VSechnénidla, ktera jsou zapojena do krystalimého procesu, jsou
piitomna v uéité koncentraci a pomalyist krystah je ovlivnén nulovym nebo jen
minimalnim odp#&vanim vody z kapky.

2.4.4. Modifikace metody

D Arcy a kol. (1996) popisuje modifikaci metody smmim parafinového oleje a
silikonového oleje. Silikonovy olej je polymerni ostenina, kterd se sklada
z opakujicich se jednotek dimethylsiloxane -(Si(EH®-)n-. Parafinovy a silikonovy
olej je smichan v potnu 1:1 a pod tuto tenkou vrstvu aleje poté pidana smis
roztoku proteinu a srazecilinidla. Timto dochazi k odpavani vody z kapky ies
vrstvu oleje a v kapce se tim zvySuje koncentraotemu a srédZecih@inidla, coz vede
k piesyceni roztoku a tvogbkrystah. V této modifikované metadje tvorba krystai
rychlejSi, coz je zjpsobeno rychlejSim odpavanim vody z kapky (D"Arcy a kol.,
1996).

P pouziti této metody je moznéémit ponery parafinového a silikonového
oleje a tim minit rychlost odp#ovéani vody z kapky.
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2.5. Pokrctilé metody krystalizace

2.5.1. Metoda volné difuze (Free interface diffusiomethod)

V této metod je roztok vzorku proteinu umist do sklegné kapilary, ve které
je v kontaktu s roztokem srazecikmidla. V kapil&e je mozno etelrt pozorovat
rozhrani mezi roztokem vzorku proteinu a roztokeareacihocinidla. Postupentasu
se roztok vzorku proteinu a srdzecéimidla promichavaji a v mistkde se oba roztoky
dotykaly, tedy v mist rozhrani, dochazi k postupné krystalizaci. Towchhikou je
mozné testovani aznych koncentraci vzorku a srazecikimidla uvnit malych
sklerenych kapilar (Garcia-Ruiz a Moreno, 1994). Tato adet krystalizace je mén
¢asto pouzivana, ale Lorber a kol. (1999) uvadijezednou z metod, kterou pouziva
NASA pro krystalizaci v mikrogravitaci.

2.5.2. Metoda difuze pes prepazku (Counter diffusion method)

Metoda krystalizaceips ffepazku se provadi v kapita je oznéovana jako
jednoducha, nékladeévefektivni a praktickd technika, ktera je vhodnaidkavani
krystali proteim, které jsou vhodné pro pogéli X-ray analyzu dat (Garcia-Ruiz,
1993).

V této metod krystalizace jsou roztoky vzorku proteinu a sréZectinidla
umisgny na sob ve sklegné kapilde, bul’ tak, Ze jsou oba roztoky ¥imém kontaktu,
nebo jsou od sebe odldny propustnou gelovou vrstvou. Viipghu smichani roztak
dochéazi kjejich protissitnému pronikani, které po&d vede vcasoprostorovém
gradientu k pesyceni podél celé délky kapilary. Bylo popsano, pokud dojde
k ptesyceni podél délky kapilary, &aaji se tveit amorfni sraZzeniny, nebo
mikrokrystaly (Garcia-Ruiz a kol., 1993). Pote, dochazi ke snizeniig@syceni, je

ziskano meéakrystal, ale tyto krystaly maji lepSi kvalitu &téi velikost.

Garcia-Ruiz a kol. (2001) popisuje, Ze krystalgrktjsou tvéeny po celé délce
kapilary, jsou tvéeny na zakla#l postupnych zren presyceni v kapilide. Krystaliz&ni
testy provadné ve skletiné kapilde counter-diffusiontechnikou pedstavuji jednotnou
smes proteinu a srazecihinidla. SraZzenina se obvykle vyskytuje na rozhradg se

setkdva roztok proteinu a srazecikimidla. Pokud byl zvolen spravny pém
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koncentraci roztoku a sradZecitioidla, v celé délce kapilary se&eu tvait krystaly

proteinu.

2.5.3.Gel acupuncture method (GAME)

GAME metoda je v podstatcounter-diffusiontechnika, ktera je provada
v krystaliz&nim boxu Granada Crystallization Box Domino (GCBD®) této
technice jsou roztoky vzorku proteinu a sraZedinadla umistny tak, aby dochézelo
k jejich protisnérnému pronikani (Garcia-Ruiz a Moreno, 1994). Rkzbooteinu je
umisgn v uzkeécasti kapilary, zatimco druhy ro¥8ny konec kapilary je uzégen. UZSi
oteeny konec je zasunuty do gelu, kterym je napjrkrystaliz&ni box (GCBD®).
Gely jsou zde pouzivany jako médium ,hromadné dograro sraZzedlo a také drzi
kapilary, které obsahuji roztok proteinu, ve svitdoze. Krystalizéni box je uzaken,
aby se zabranilo odpavani srazecihginidla. Rozsah fesyceni roztoku je vyt¥en
v roztoku proteinu. Vysokéipsyceni je vytviieno na spodniasti kapilary a nizké na
jejim hornim konci (Garcia-Ruiz a Moreno, 1994).tdl'anetoda je s Ugphem

pouzivana p hledani krystalizénich podminek protein

2.6. Alternativni krystalizaéni metody

2.6.1. Gkovaci metody 6eeding)

Ockovaci techniky jsou aplikovany ip testovani krystalizanich podminek a
také se pouzivaji vifpadech, kdy chceme ziskakt$i a kvalitjSi krystaly danych
proteini (Bergfors, 2003). Bhem a@kovanijsou procesy vedouci ke spontanni nukleaci
odckleny od tch, které umoliuji rast jader krystal (Kuta Smatanova, 2008). V praxi
se a@kovani provadi tak, Ze doifgdem vyvazeného roztoku proteinu jsoiid@gny
zarodky krystal. Vyvazeny roztok proteinu byl fipraven podle fedchozich
krystaliza&nich experimerit nebo jen fi mirn¢ zménénych krystaliz&nich podminkéach
pro dany protein (Bergfors, 2003).

Kuta Smatanova (2008) popisuje dalSi vyhody, kieeézahrnout k ¢kovacim
technikam: 1. Od#leni nukleace odustu krystal a vynechani spontanni nukleace, 2.
ZvySeni velikosti krystdl a kontrola p6étu krystati, 3. Ziskani konzistentnich vysladk
pro dany protein, kdyZ se krystaly ne vzdy objesiznamych podminkach, 4. Pouziti

mensSiho mnoZstvi protdin5. Urychleni vysledk, pokud je mala spontanni nukleace, a
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6. Ziskani SirsSi Skaly krystalovych soustakavanim do naprosto odliSnych srdZecich

roztokd.

2.6.2. Pre-@kovaci metoda Pre-seeding method)

Krystalizaini metody pouzivané ve spojitosti &ovacimi metodami se mohou
casténé odliSovat od samostatmprovagnych krystalizaci. Krystalizeni experimenty
totiz musi pi ockovani roztoku danymi krystalyfipousSet urcity rovnovazny stupe
Pro zabezpgeni rovnovazného stupne pouzivana difuze, ktera zabe&ye pomalou
a kontrolovanou metodu pomocieposu &kavé latky mezi roztokem proteinu a
sraZzecim roztokem (Kutd Smatanova, 1999). Vhodngace metod vyp@vani
vyuzivaji metody sedici a visici kapky, které jsoedeny v paragrafu 2.2.1.

Stura a Wilson, 1992 uvadi, pee-seedinge podstatny prodkovani stejnym a
reprodukovatelnym Zgsobem. Mezi nejvyznandjsi faktory, které ovliviuji uvedenou
metodu, pdf: 1. Prostedi a nutnd opatrnostipo¢kovani, 2. Ziskani rovnovazného
stavu proteinového roztoku, ktery jecen pro @kovani, 3. Stanoveni nejvhogsi

arovre presyceni roztoku deného k ékovani.

2.6.3.Vlasové @kovani (Streak seeding method)

Vlasové @kovani je uziténa technika, pokud vykazovaly krystaly, které byly
vytvoieny [ pocateenich krystalizanich metodach, nizkou kvalitu nebo dosahovaly
malych rozndri. Lze tedy konstatovat, Ze je tato technika poukit@fektivrejSimu
rastu krystalh (Stura a Wilson, 1992).

Pri této technice ¢&ovani se pracuje s vlasem up&wym v kapil&e, ktery je
nutno dezinfikovat etanolem, oplachnout destilowaneodou a vysuSit pomoci
filtra¢niho papiru (Kutd Smatanova, 1999). Misto ¥lgssmozno pouzit i k&¢i chlup.

Je dilezité, abycas mezi zachycenim zrnek krystalu na vl&skoci¢i chlup, a
vytvorenim pruhu v no¥ vytvorené kapce, népsahoval vice nez 30 sekund. Pouziva
se zde vhodh vyvazeny proteinovy roztok z tohaiebdu, aby nedoSlo k rozpési

zrnek krystalu po jejichigsunu do kapky.

Po aplikaci techniky vlasovéhakovani dochazi pobliz vytveného pruhu ke

vzniku krystafi. Pokud je koncentrace sradzeciho roztoku vysokéha koncentrace
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v rezervoaru nizka, krystaly se budou nejprve abjav podél vytvéeného pruhu,
pozcji se budou objevovat i dale od pruhu. Vhodny stugencentrace pouzitého
srazeciho roztoku, ktery odpovida za vznik krysgdbliz vytvadeného pruhu, se &uje

z experimentalnich podminek (Kutd Smatanova, 1999).

2.6.4. Makro- a Mikroo¢kovani (Macroseeding a macroseeding methods)

Tyto ockovaci techniky se od sebe odliSuji tim, Ze v tesgmicroseedingysou
vyuzivany jako krystalizani zrna mikrokrystaly a v technigaeacroseedingysou pro
ockovani pouzivany krystaly &8i ozn&ované jako makrozrna (Kutd Smatanova,
1999).

2.6.4.1 Microseeding method

Metoda microseedingukde se mikroskopické krystalické fragmenty proteinu
vkladaji do pedem pipraveného proteinového roztoku, se rdapk do i fazi. Prvni
fazi je giprava @kovaciho roztoku, ktera zahrnuje omyvagkalika malych krystal
v roztoku, ve kterém dochazi k jejiciisteénému rozpusni. Cast&né rozpudni je
dobré pro to, aby se z povrchu krystalek odstravelgty popipad amorfni srazeniny.
Poté co jsou krystaly stabilizovany, jsodepeseny do homogenizatoru, kde dojde
k jejich rozdrceni. Pak jsourgvedeny do kapek se zvySujici se koncentraci sté&ec
¢inidla a po ®kolika hodinach¢i dnech se z#naji objevovat krystaly (Kuta
Smatanova, 1999).

Druhd faze spiva v rozdrceni krystal které byly vytvéeny v prvni fazi,
pomoci homogenizatoru ackolik mikrolitrd otkovaciho roztoku je pipetovano do
piipravenych ampuli se stabilig@m roztokem. Roztok, ktery zde obsahuje zrnka
mikrokrystah je dale fedn tak, Ze kazda nasledujici ampulka obsahuje émén
mikrokrystahi. Optimalni pget fedéni je 10-20x (Kutd Smatanova, 1999). Jdedité,
aby gred vlastnim &kovani byl sraZzeci roztok rovnovazny z tohivadu, aby nedoSlo
k rozpusgni zrn mikrokrystal.

Pri tieti fazi, vlastnim &ovanim, se odebere z kazdé ampulkgkatik
mikrolitri otkovaciho roztoku, ktery je zaveden degem pipravenych rovnovaznych
kapek. Pokud jsou mikrokrystaly stabilni, tak p&kalika dnech dochazi k nistu
novych a ¥tSich krystak (Kutd Smatanova, 1999).
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2.6.4.2 Macroseeding method

Pri této metod se jeden krystal zavadi do vhodnéh@dem pipraveného
rovnovazneho roztoku. Krystal je separovan z kigsiéniho roztoku a nasan do
skleréné kapilary. Poté je krystal opako¥aomyvan ve stabilizanim roztoku, aby se
odstranily mikr@éstice, které jsou zachycené na povrchu proteinposfednim kroku
je krystal genesen do fiedem pipravené rovnovazné kapky proteinu, a pokud jsou
vytvoieny optimalni podminky, je mozno p&kolika dnech sledovat n#st tohoto

krystalu (Kuta Smatanova, 1999).

2.7. Mikrobialni enzymy —Halogenalkandehal ogenasy

Halogenalkandehalogenasgati mezi mikrobialni enzymy, kterér@menuji
Sirokou fadu halogenovych alifatickych sk&enin na odpovidajici alkoholy pomoci
hydrolytického mechanismu. Vysledkem tohoto progestvorba primarniho alkoholu
a halogenidového iontu. Tyto enzymy hrajieZitou roli v biodegradaciiznych latek
zneistujicich Zivotni prosedi, a vyznéuji se pondrné vysokou detoxikéni
schopnosti (Degtjarik a kol., 2013).

2.7.1. Thaumatin

Thaumatin je firodni o + B protein, ktery byl syntetizovan z ovoce katamfe,
které roste v zgpadni Africe. Di@bcharakterizované jsothaumatinl a Il, které se liSi
pouze v jedné aminokysetimachazejici se na pozici 4Getzci proteinu.Thaumatinl
ma na pozici 46 asparaginT@&aumatinll lysin. Uvadi se, Ze abvarianty jsou zhruba

2000x sladsi nez sacharéza (Edens a kol., 1984).

Thaumatinje sloZen pouze z jedinéhetzce, ktery obsahuje 207 aminokyselin,
8 disulfidovych vazeb a jeho molekulovd hmotnost2g2 kDa. Je velice dob

rozpustny ve vog stabilni @i ohfevu a v kyselém pragtdi (Edens a kol., 1984).

2.7.2. Mikrobialni enzym — LinB

Enzym LinB, ktery pal do vySe zmiénych halogenalkandehalogenabyl
izolovan z gramnegativnigpni bakterieSphingobium japonicum UT26zefici, Ze ma
ponerné Sirokou substratovou specifitu a mohl by byt apli&n v biodegradaci a v

biosenzorovéani environmentalnich populafi?egtjarik a kol., 2013).
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Enzym LinB se sklada ze dvou domén. Prvni domémoyagiro (alfa/beta
hydrolasa) a druhd doména jeitoa spirdlovoiepici, kterd lezi na vrcholu domény
jadra. Aktivni misto se naléza v hydrofobni détmezi dema oblastmi a k povrchu
proteinu je pipojeno rekolika tunely (Marek a kol., 2000). Velikost, tvdgzikalne-
chemické vlastnosti a dynamika tuihgsou povazovany za faktory, které maji vliv na
substratovou specifitu a enzymatickou aktivitu gaelwalkandehalogenas (Koudeldkova
a kol., 2011).

2.7.3. Varianta LinB32

Varianta LinB32, kterA nese mutaci L177W, obsahojgiemny zbytek
tryptofanu, ktery blokuje hlavni tunel enzymu. Tat@rianta vykazuje zomy
v substratové specifita limituje odchod iontu halogenidu (Chaloupkovéch, 2003;

Biedermannova a kol., 2012.)

2.7.4. Varianta LinB70

Varianta LinB70, ktera obsahuje @wmutace L44l a H107Q, se vyzfuge tim,
Ze vazebné misto pro halogenid ma v obdobné poakq podobna dehalogenasa
DbeA izolovana zBradyrhizobium elkanii USDA94Tato varianta vykazuje rozdily
v katalytické aktivi¢ (Degtjarik a kol., 2013).
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3. Material a metodika

3.1. Experimentalni pracovist

VSechny krystalizéni experimenty byly provamé v Ustavu komplexnich
systénii FROV JU v laboratiich makromolekularni struktury a dynamiky v Novych
Hradech. K testovani protéirbyla pouzita metoda SDS-PAGE (gelova elektrofor@za
ke krystalizaci proteiin byly pouzity zakladni krystalizai metody visici a sedici
kapky, metoda zaloZzena na krystalizaci pod silikgmo olejem a pokré&la metoda
krystalizace v kapilarach. Charakter krystalyl v posledni fazi testovan pomoci dvou
testi — CRUSH testu a DYE testu.

Poté byla je&t modelovana struktura proté&impomoci vizualizénich program
WinCoot pracujiciho s mapou elektronové hustotyMD/uréeném pro zobrazovani

struktury proteinu.

3.2. Postup gripravy srazecich roztoki

Nejprve byly gipraveny srazeci (precipitai) roztoky, které byly pouzity ke
krystalizaci proteid. Pro modelovy proteifhaumatinbyl pouzit jako srazediinidlo
roztok 1,5M vinan sodno-draselnggdium potassium tartrate) pro zkoumany protein
halogenalkandehalogenasu LinB32 izolovano®spgkingobium japonicurdT26 bylo
pouzito srazecicinidlo obsahujici 0,2M dushan draselny a 20% PEG 3350
(polyethylénglykol).

3.2.1. Srazeci roztok pro Thaumatin

Priprava sraZzeciho roztoku prbhaumatin kterého bylo fipraveno celkem
100ml, sestavala zkolika kroki. Prvnim krokem fipravy byl vyp@et, kterym se
Zjistilo, ze na pipravu 100 ml roztoku budeme pelbovat 42,33g vinanu sodno-
draselného. Druhym krokemiipravy bylo smichani jednotlivych komponent. Bylo
pouzito 100ml destilované vody a 42,33g vinanu eeatdhaselného, které se naslédn
postupr pridavalo do destilované vody a za neustadlého mickREleitnou tyinkou

bylo ve vod rozpus¢no. Timto krokem byl sraZzeci roztokigraven k pouziti.

3.2.2. Srazeci roztok pro LinB32
Priprava sraZzeciheinidla pro LinB32, kterého bylofjpraveno roviz 100ml,
sestavala ze stejnych kifgkjako u jiz vySe zmigného srazeciho roztoku pro
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Thaumatin Vypoétem bylo zjiS&no, Ze na fipravu 100ml roztoku bylo piba navazit
2,022g 0,2M dusghanu draselného a 20g PEG 3350. Smichalo se te@ynl10
destilované vody s 2,022g 0,2M dirsknem draselnym a 20g PEG 3350. Jednotlivé
komponenty se do destilované vodiidavaly jednotli¢é a za stdleho michani se ve

vodk rozpustily.

3.3. Postup experimentu gelové elektroforézy (SDSABE)

Gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu fitgmnosti dodecylsiranu
sodného je technika pouzivana k separaci prdteira zaklad jejich odlisné
elektroforetické pohyblivosti v gelu. Pohyblivosgelu zavisi na délce polypeptidového
fettzce, molekularni hmotnosti proteinu, denaturacitggnu (stupni rozbaleni) a na

dalSich faktorech.

3.3.1. Riprava separaniho gelu

Priprava sepatmiho gelu spéivala ve smichani 3,3ml destilované vody, 4ml
30% akrylamidu, 2,5ml 1,5M Tris, 0,1ml 10% SDS,0l1.0% persulfatu amonného a
0,004ml TEMEDu. TEMEDu sefalo 2x &tSi mnoZzstvi, kuli urychleni polymerace.
Takto gipraveny roztok gelu byl pomoci mikropipety nalitem skiitka, ktera byla
utésrend po stranach a na dolni sttgmomoci gumovéhoesreni. Roztok gelu byl
piidan zhruba do dvousdtin vysky skitek. DalSim krokem bylofpvrstveni etanolem,
ktery napomohl k vyrovnani hladiny gelu. Taktoppavené skiiko s roztokem gelu se

nechalo 30 minut odstét, aby doslo ke ztuhnuti.gelu

3.3.2. Riprava svrchniho (koncentrovaného) gelu

Priprava svrchniho gelu byla obdobna, jako jiz u vgépsaného separsho
gelu. Spdivala tedy ve smichani 2,7ml destilované vody, ®630% akrylamidu,
0,5ml 1M Tris, 0,04ml 10% SDS, 0,04ml 10% persulf@monného a 0,004ml
TEMEDu, kterého bylo afi piidano 2x ¥tSi mnoZstvi pro urychleni polymerizace.
Takto gipraveny roztok gelu se pomoci pipetiidal mezi skiéka na sepatai gel.
Pred @idanim svrchniho gelu byl nejprve vylit etanol ag@idan roztok svrchniho
gelu. Poslednim krokemiipravy bylo gidani Hebinku mezi sktka, kde byl roztok
svrchniho gelu. Eebinek byl pidan proto, aby se vyt¥ii ve svrchnim gelu korirky,

kam se bude pipetovat roztok proteinu k nasledeiéreiforéze.
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3.3.3. Design gelové elektroforézy

VySe uvedeny fipraveny gel i se skiky, mezi nimiz ztuhnul, byl umi&h do
drazek elektroforetické komory. Poté byidan gedem pipraveny pufr (25mM Tris-
HCI, 200mM Glycinu a 0,15% SDS), kterym se naplrelektroforeticka komora.
Nasledr byly pridany vzorky proteith a ke kazdému specificky sample buffer (modra
barvicka, ktera se sklada z 10% SDS, 10 mM beta-marapenol, 20 % Glycerol,
0.2 M Tris-HCI, pH6.8, 0.05% Bromophenolblue). Mgbéylo vytvaeno 12 konirek,
postupovalo se tim Zgobem, Ze vzdy byly vzorky pipetovany ob jednu kdm, kwili
lepSi orientaci aighlednosti.

Do prvni koniirky byl aplikovan pomoci pipety kontrolni markeakd marker
byl pouzity Biorad marker-unstained, ktery je sloZze10 rekombinantnich prot@in
(10-250 kDa). Do ieti komiurky byl aplikovan LinB32 a sample buffer, doSlo ke
smiseni, v koncentraci 1:5 (1l roztoku proteirbud sample buffer), do paté kanky
byl aplikovan Thaumatin arislusny sample buffer v koncentram pongéru 1:1 (5ul
proteinu a 5ul sample buffer), do sedmé kdwg byl aplikovan opt Thaumatin a
sample buffer v pogru 1:5 (1ul proteinu a 5ul sample buffer), do dévdgl aplikovan
LinB32 a sample buffer v pafru 1:1 (5ul proteinu a 5ul sample buffer) a do padsi
jedenacté korirky byl aplikovan kontrolni marker. Po tomto krokyly ke vzorkim
piidany 2ul metylenové mad, pro viditelnost vysledkelektroforézy. Elektroforeticka
komora byla dolita po okraj vySe zmsirym p'edem pipravenym pufrem. Komora byla
zakryta krytem a nasledrpripojena na zdroj, ktery vytva stejnosmirny elektricky
proud. Bylo dbano, aby se nezamia polarita. Byl pouZzit stejnostmy elektricky
proud o nagti 21mA, po dobu 1,5hod.

Po uplynuti doportené doby elektroforézy se opatrn vyjmuly
Z elektroforetického boxu sklené destiky s gelem. DalSim krokem bylo opatrné
vyjmuti gelu z destiek, coz bylo provedeno pomoci skalpelu. Po vyjngatiu bylo

mozno pozorovat vysledek elektroforézy.
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3.4. Metoda visici kapky (podle T.M. Bergfors, 1999

3.4.1. Design metody v Petriho misce

Prvni zpisob byl proveden v Petriho misce nasledujicinisppem. Na dno
Petriho misky byl fidan srazeci roztok, ktery dosahoval vysky ode Eletiho misky
cca. 3mm. Poté byly nadkio Petriho misky umighy 3 kapky (1 kapka 8ul) srdzeciho
roztoku a do dchto kapek byl pdan roztok proteinu, doSlo tedy ke smiseni
precipitaniho ¢inidla a roztoku proteinu. V kazdé kapcst@gm byla jin& koncentrace
proteinu a srazeciho roztoku. V prvni kapce byl goproteinu a srazecih#inidla 1:1
(4ul proteinu a 4ul srazeciho roztoku), ve druhgckabyl porngr 1:3 (2ul proteinu a
6ul srdZzeciho roztoku) a véeti kapce byl porr 3:1 (6ul proteinu a 2ul srdZzeciho
roztoku). Poté se opatrivickem miska zakela a oblepila parafilmem, ktery zajistil, aby
do Petriho misky nepronikal vzduch. Timtoigpbem byla metoda provedena pro oba

vySe uvedené testované proteiny s jejich srazecnoky.

3.4.2. Design metody v krystalizéni destice

Druhy zpmsob krystalizace byl proveden v krystalina destéce Limbro plate
(Obrazek 1) pro visici kapky [Hampton Researchs@lViejo, CA, USA]. Destka
mela 24 otvofi, ale pro tento experiment bylo pouzito pouze pfrii2 otvod. Kolem
kazdého otvoru byl silikonovy olej resp. silikonotwk, ktery slouzi k filepeni kryciho
sklicka s kapkou proteinu a srazeciho roztoku (1 kap&la wbjem 4pul). Do kazdého
otvoru destiky se pidalo 800ul srdzeciho roztoku, bez roztoku proteidle
sepostupovalo tak, Zze prvni 4 otvory byly zakrytydimi sklicky, ktera obsahovala
kapky se stejnymi koncentracemi proteinu a srabecdrtoku v ponsru 2:2 (2ul
proteinu a 2 pl srazeciho roztoku). Do 5 a 6 otvbgda pouzita koncentrace
v ponerul:3 (1pl proteinu a 3ul srazeciho roztoku), deoni 7 a 8 byla pouZzita
koncentrace v po#énu 3:1 (3ul proteinu a 1l srdzeciho roztoku). D@ 90 byla
pouzita snizena koncentrace v gomn1:2 (1pl proteinu a 2ul srdZzeciho roztoku) a do
11 a 12 otvoru koncentrace 2:1 (2ul proteinu ast@izeciho roztoku). Tento ignb byl
pouZzit pro oba vySe uvedené testované proteinych jgraZzecimi roztoky.
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Obrazek 1. Krystaliza'ni destika (Limbro plate) — pouZitd pro metodu visici kagfgto

autor)

3.5. Metoda sedici kapky (podle T.M. Bergfors, 1999

3.5.1. Design metody v Petriho misce

Prvni zgisob byl proveden v Petriho misce, kde na rozdiptetleSlé metody
visici kapky na dno nebylian srazeci roztok. Na dno byly umdfst 3 kapky (1
kapka o objemu 8pl), kazdou tilaroztok proteinu a srazeciho roztoku, doslo tegst
k jejich smiseni. Kazda kapka obsahovala jinou katraci proteinu a srézeciho
roztoku. Prvni kapka byla v pamu 1:1 (4ul proteinu a 4ul srazeciho roztoku), druh
kapka byla v porru 1:3 (2ul proteinu a 6ul srdzeciho roztoku)ietitkapka byla
v ponmeru 3:1 (6ul proteinu a 2ul srdzeciho roztoku). Miskkapkami byla zakryta
vickem a oblepena parafilmem, ktery zatmaal vstupu vzduchu do misky. Takto byly
piipraveny oba vySe uvedené testované proteinychjsjiazecimi roztoky.

3.5.2. Design metody v krystalizéni destice

Druhy zpsob byl proveden v krystaligaich destikach (Obrazek 2) pro sedici
kapky CrysChem plates [Hampton Research, CA, U32gstika byla vybavena
dvanacti otvory a uprosd kazdého otvoru &a podpirny stojanek, ktery wnival
z rezervoaru pro precipitai cinidlo. Do kazdého otvoru (rezervoaru) byldidano
800ul srazeciho roztoku a na vrchol kazdého podgho stojanku kapka, ktera byla
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vytvorena smisenim roztoku proteinu a sraZzeciho rozekni 4 stojanky obsahovaly
kapky v pongru 2:2 (2ul proteinu a 2ul srdzeciho roztoku),astly 5 a 6 obsahovaly
kapky v pongru 1:3 (1pl proteinu a 3ul srazeciho roztoku),asiky 7 a 8 obsahovaly
kapky v pongru 3:1 (3ul proteinu a 1pl srazeciho roztoku), tlmaski 9 a 10 byl
pouzit pongr 1:2 (1ul proteinu a 2ul sraZzeciho roztoku) a wgaski 11 a 12 2:1 (2ul
proteinu a 1ul srdZeciho roztoku). Taktippavend krystalizeni destéka poté byla
zakryta vékem a oblepena samolepici paskou, aby nedochapgistipu vzduchu.

Obrazek 2. Krystaliza’ni destika (CrysChem plate) — pouZzitd pro metodu sedickkdfoto
autor)

3.6. Design krystalizace pod silikonovym olejem

Tato metoda krystalizace byla provedena v kryss&tizdestéce Terasaki plate
(Obrazek 3) pro microbatch experiment [Hampton Bede CA, USA], ktera
obsahovala 72 jamek, kam se urfpigly kapky, které byly vyti@né smichanim
roztoku proteinu a srazeciho roztoku. Nejprve bydda plocha destky zalita 4mi
smési oleje. Smis oleje byla vytvéena smichanim 2ml parafinového oleje a 2ml
silikonového oleje. Po tomto kroku se postéipgio jamek, které byly zality s¥ai oleje,
pipetovaly pomoci mikropipety jednotlivé kapky. Neje byly pomoci mikropipety
pipetovany kapky precipitaiho ¢inidla a poté se doéthto kapek fidaly kapky
roztoku proteinu, aby byla vytvena smis pro krystalizaci. Off bylo v destice

testovano 6itznych koncentraci roztoku proteinu a sraZecihmkazt
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V prvni vodorovn&adt dvanacti jamek byla pouZita koncentrace v panm:2
(2ul proteinu a 2ul sradzeciho roztoku), ve druhdovovnérad byla pouzita stejna
koncentrace jako v prviiack. Ve tretiradé byla pouzita koncentrace v péra 1:3 (1ul
proteinu a 3ul srazeciho roztoku), &terté rack 3:1 (3ul proteinu a 1pl precipttaiho
¢inidla). V poslednich dvou vodorovnyctadach byla pouzita snizena koncentrace
v ponmeru 1:2 (1l proteinu a 2ul srdzeciho roztoku) a(2idl proteinu a 1ul srazeciho
roztoku). Tento pokus byl pouzit pro oba vySe uved@roteiny s jejich srazecimi
roztoky.

Obrazek 3. Krystaliza'ni desttka (Terasaki plate) — pouZzitd pro metodu krystal&god
olejem (foto autor)

3.7. Design krystalizace v kapilarach

Tato metoda krystalizace byla provedena ve skigch kapilarach o fiméru
0,5mm. Skletna kapilara byla uzSim koncem uniis do roztoku proteinu a pomoci
kapilarni sily byl roztok nasat kapilarou &em vzhiru. Roztok proteinu byl naséat do
vySky kapilary v mist, kde dochazelo k jejimu ro¥éni. Poté se pomoci modelovaci
hmoty kapilara ve spodiésti utsnila, aby nedochézelo ke ztrébztoku proteinu.

DalSim krokem bylo fidani srdzeciho roztoku pomoci mikropipetyilé€Zité
bylo, aby roztok srazeciho roztoku bytigan tak, aby byl v kontaktu s roztokem
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proteinu. Takto fipravena kapilara bylaipmistna do krystalizéniho boxu GCB®
[Triana Sci&Tech, Spain] (Obrazek 4) a poté doSladksreni rozStenécasti kapilary.
Utésreéni bylo provedeno pomoci rozeéité kapky vosku, aby do kapilary s roztoky
srazeciho roztoku a proteinu nepronikal vzduch.t®igpisobem byly testovany oba

dva vySe uvedené proteiny s jejich srazecimi roztok

Obrézek 4.Kapilary umiséné v krystalizénim boxu GCB® (foto autor)

3.8. Metody testovani krystaii

Testovani krystdl bylo provedeno pro @eni, zdali vytvéené krystaly jsou

krystaly proteii, protoze se fize stat, Zze vytd@né krystaly nemusi vykazovat

vlastnosti proteinovych krystalh mize se jednat o krystaly soli.

3.8.1. Design DYE testu (barveni krystai)

Test barveni krystalbyl proveden tak, Ze do kapky (smisené roztokyama a
srazeciho roztoku), kde byly vytkené krystaly, se pomoci mikropipety opétpiidala
modra barva Izlt [Hampton Research, CA, USA]. Par80utiach se pod mikroskopem
kontrolovalo zabarveni krystal Pokud se krystaly zabarvi mied(Obrazek 5), tak se
jedna o proteinové krystaly, pokud by krystaly bylgproteinového jvodu (krystaly
soli), tak by k zabarveni krystahedoSlo.
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Obrazek 5.Metoda barveni krystél(foto autor)

3.8.2. Design CRUSH testu (rozbiti krystai)

Test rozbiti krystadl byl prova@n pod mikroskopem, kam se umistila désdi
s vytvaenymi krystaly, a pomoci jektky se pod mikroskopem krystaly rozbijely.
Pokud se krystalova struktura po doteku jiddiu okamzi¢ rozpadla (Obrazek 6), tak
se jednalo o krystal proteinovéhoavoedu. Pokud by se jednalo o krystaly
neproteinového fvodu (krystaly soli), tak po doteku by se jejicruktura nerozpadla,
protozZe jsou mnohem od@jsi, nez proteinové krystaly.
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Obrazek 6.Metoda rozbijeni krystél(foto autor)

3.9. Modelovani struktury LinB32

Z internetového serveru University v Leicestru, ebtazena voth dostupna

verze programu na modelovani proteinu — WinCootpragramu byla otaena
struktura mapy elektronové hustoty a upravena &k usp#adani aminokyselin

odpovidalo skutnosti, ve které jsou aminokyseliny v dehalogenagpeiadany.

Po Upra¥ mapy elektronové hustoty v programu WinCoot, kieey naleznout

na odkazuhttp://www.ysbl.york.ac.uk/~lohkamp/coot/wincootsidoad.htm] byl jeSt

stazen vol# dostupny program prieSeni struktur proteina vytvaeni skuténého 3D
obrazu — VMD, ktery Ize naleznout na odkaxtp://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/

Nasled’ bylaieSena struktura halogenalkandehalogenasy LinB32.
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4. Vysledky

4.1. Gelova elektroforéza

Vysledkem metody gelové elektroforézy je gel, ktakazuje jakou velikost a
¢istotu maji modelovy proteinThaumatin a testovana halogenalkandehalogenasa
LinB32 Z obrazku je patrné, Ze modelovy protdihaumatinma Wtsi velikost nez
testovana halogenalkandehalogenasa Lin@8#azek 7).

75

~32kDa ' |
2% " - - |.

] S

(R I R :

Obrézek 7.Gelova elektroforéza — modelovy protein Thaumatiestovaného protein LinB32.
Cisla sloupd@ 1 a 6 - marker a jeho velikostiisla sloupé 2 a 5 - modelovy protein Thaumatin
a jeho velikost na arovni 32 kDacgsla sloupé 3 a 4 - velikost testovaného proteinu LinB32 na
arovni 18 kDa. kDa — kilo Daltony (foto autor)

4.2. Vysledky krystalizaceThaumatinu

V krystalizani destéce @i pouziti metody sedici kapky doslo #kterych
kapkach k narstu mikrokrystai a monokrystadl. V této metod bylo pouZito vice
koncentranich pongri — 1:1 (stejny porr roztoku proteinu a sraZzeciho roztoku), 1:3 a
1:2 (pongr ve prospch roztoku srazecihginidla), 3:1 a 2:1 (powr ve prosgch
roztoku proteinu). Tyto pouzité pamy, jsou spolu s vysledky krystalizace, vyobrazeny

v tabulce 1.
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Z vysledki je tedy patrné, Ze k n#stu W&tSich a kvalitgjSich monokrystai
(Obrazek 8) dochazi, kdyz je peémkoncentraci 1:1, 3:1 a 2:1. Je to tehdy, kdyz je
koncentrace roztoku proteintgi, nez koncentrace srazeciho roztoku. A naogak p
koncentracich 1:3 a 1:2, kdyZ je koncentrace sihpemztoku ¥tSi, nez koncentrace
roztoku proteinu, dochazi k ridgtu mikrokrystal (Obrazek 9), které jsou m&hrvalitni
a nedaji se pouzit kareni difrakknich dat. Po krystalizaci byla jéStpomoci
vizualiza&tniho programu VMD vyhotovena struktura halogenatidralogenasy
Thaumatinu/Obrazek 10).

Tabulka 1. Metoda sedici kapky v krystaliza destice pro Thaumatin — 3Sed& barva
(krystaliza’ni destika), bila barva (pouzité pafry koncentrace), zelena barva (dat
monokrystatl), Zluta barva (naist mikrokrystat).

50% 50% 25% % 3B,3% 66,6%
Thaumatin | Thaumatin | Thaumatin | Thaumatin | Thaumatin | Thaunatin

11 11 1.3 31 1.2 2.1

50% 50% 25% % 3B,3% 66,6%
Thaumatin | Thaumatin | Thaumatin | Thaumatin | Thaumatin | Thaunmatin

Je poutit roztok proteinu, ktery obsahuje 500ul destilované vody a 12,5mg Thaumatinu a roztok
srazed, ktery obsahuje 42,33g vinanu sodno-draselného ve 100ml destilované vody
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Obrazek 8. Monokrystaly Thaumatinu — monokrystaly narostliekpystaliza’nich podminkach
za pouziti 1,5M vinanu sodno-draselného za pom&tody sedici kapky (foto autor)

Obrazek 9. Mikrokrystaly Thaumatinu - krystaly narostléi fkrystaliza’nich podminkach za
pouziti 1,5M vinanu sodno-draselného za pouzitddyesedici kapky (foto autor)
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Obrazek 10.Struktura Thaumatinu
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4.3. Vysledky krystalizace LinB32
V metod sedici kapky v krystalizai desttce (Tabulka 2) je vysledkem

krystalizace ndrst jehlicovitych krystal (Obréazek 11) a menSich monokrystal
(Obrazek 12). K ndistu jehlicovitych krystdl dochazi v porru 1:1 (pondr roztoku
proteinu a srazeciho roztoku je ve stejném §a zatimco v koncentéaich
pomeérech 3:1 a 2:1 dochazi kstu menSich monokrystalzde je koncentrace roztoku
proteinu tSi, neZz koncentrace sréZzeciho roztoku). V postbédnpouZzitych
koncentr&nich pongrech 1:2 a 1:3&bec k fistu krystal nedosSlo (koncentrace roztoku

srazeciha@inidla je &tSi, nez koncentrace roztoku proteinu).

Tabulka 2. Metoda sedici kapky v krystaliza destice pro LinB32 — Sed& barva (krystalizd
destrka), bila barva (pouzité pafry koncentraci), Zlutd barva (jehlicovité krystalyelena
barva (mensi monokrystaly)arvena barva (bez krystal

50% LinB32| 50% LinB3 p 75% LinB3 86,6% LinB31

p 75% LinB3

50% LinB32| 50% LinB3 86,6% LinB31

Pouzit je roztok proteinu, ktery obsahuje 500l destilované vody a 12,5mg LinB32 a roztok
srazeci, ktery obsahuje 100ml destilované vody, 2,022g 0,2M dusi¢nanu draselného a 20g PEG 3350
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Obrazek 11. Jehlicovité krystaly LinB32 — krystaly narostlé frystaliza'nich podminkach
0.1M MES, pH 5.6-5.8, 0.2M MgR5% PEG 3350 pouzitim metody sedici kapky édator)

Obréazek 12.MenSi monokrystaly LinB32 — krystaly narostiékpystaliza’nich podminkéch
0.2 M KNO3, 25% PEG 3350 za pouZiti metody sédjuky (foto autor)
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4.4. VVysledky z molekularniho modelovani LinB32

Vysledek  modelovani v programu VMD je  kon&n&  struktura
halogenalkandehalogendsynB32 (Obrazek 13). Ve strukte je patrné pozorovat to, Zze
se tato halogenalkandehalogenasa sklada ze dvoénd@ro z domény jadra a druha

doména je vytviena ze spiralové (cap) domény, ktera doseda nardojaéra.

DalSim vysledkem je nalezeni aktivniho mista halafjeandehalogenasy
LinB32. V aktivnim mist se nachazi molekula chloru, na ktery je navazéamapda
aminokyselin (Obrazek 14). Pentadu ifivasparagin, tryptofan, kyselina asparagova,
histidin a kyselina glutamova. Aktivni misto leZhydrofobni dutig, kter4 se nachazi
mezi d¥ma domeénami LinB32.
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Obrazek 13.Struktura halogenalkandehalogenasy LinB32
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Obrazek 14.Aktivni misto LinB32 — zelérchlor, cerver¥ Aspl108, mage Trp109, Zlut Asn38,
oranzo¥ His272 a fialo¢ Glu132
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4.5. Schéma dehalogerai reakce LinB32

Dehalogenéni reakce LinB32 se sklada ze dvou KrolPrvni krok je &
substituce zobrazena Obrazku 15 a druhym je hyzaatyeziproduktu (Obrazek 16).

0 L= H

\7/0-- ) \N&N

Glu132

His272

0]
Asp108 Trp109

Obrazek 15.Prvni krok reakce g substituce — dochazi k tv@rkovalentniho meziproduktu

NH Asn38
\ H
. \
e, X,
Q O:\H P \ H
"H—N" SNy o‘j \
_ \ =0 N S
G132 /O\—4 N ‘
H i 2
|
N
His272
o] Trp109

Asp108

Obrazek 16. Druhy krok reakce hydrolyza — dochazi k hydrolyzeikého kovalentniho
meziproduktu



5. Diskuze

Postup samotnych krystalig@ch experimerit vychazel z praci D"Arcy a kol.
(1996), Chayen a kol. (1992), McPherson (2004),ctagRuiz and Moreno (1994),
Garcia-Ruiz a kol. (2001), Stura a Wilson (1992)ly kve vSech fipadech byly
experimenty podobné. Pouze u krystalidah technik sedici a visici kapky, kterou ve
sveé praci popsala néglad Kuta Smatanova (2008), byla vyzkouSena mkalii tchto
metod v Petriho miskach. Tato modifikace byla né&sp z toho dvodu, Ze nedoSlo
k dikladnému utsreni Petrihno misky. Dopokieni tedy je, vzdy p@dre provést
utésreni a kontrolu, kteréd by tak zabranila netdpu krystalizace. Toto pravidlo plati i
pro ostatni pouzité metody, které jsou prasd v krystaliz&nich destikach.
NejlepSich vysledk bylo dosazenoip pouziti standardni metody sedici kapky u obou
studovanych halogenalkandehalogenas. V pilgah a alternativnich metodach, kterée
byly nasleds vyzkouSeny, doSlo k néstu mér kvalitnich krystal, nebo krystaly

vibec nevznikly.

Ve standardni krystalizai meto@ formou sedici kapky, ktera byla pouzita pro
krystalizaci modelového proteinChaumatiny doslo k nakstu mikrokrystal a wtSich
monokrystal. Okg tvarové varianty krystélnarostly @i krystalizatnich podminkach za
pouziti 1,5M vinanu draselnéhai pokojové teplat (18 °C). K nafistu mikrokrystai
dochéazelo tehdy, kdyz byl pamkoncentraci roztak protein : sraZeci roztok 1:3 a 1:2.
Bezbarvé krystaly Thaumatinu m¢ly tvar tetragonalni dipyramidy a velikost
0.25x0.1x0.04 micrometru (Obrazek 8). ¥padct, Ze byl pouZit porr koncentraci
1:1, 3:1 a 2:1, ktery byl ve prosgh roztoku proteinu, doSlo k nfstu WtSich
monokrystal, které je mozné pouzit pro ¢épeni difralkénich dat. Tyto krystaly
v polarizovaném sitle vykazovaly zabarveni tmavsimi odstiny zelenkitéz nebo

fialové barvy. Z vysledk tedy vyplyva, Ze pokud je pouzita 50%, 75% a 66,6%

e

Pri  krystalizaci halogenalkandehalogenasy LinB32 pouziti standardni
krystaliza&ni metody zaloZzené na krystalizaci v sedici kapa&lod k naéstu
jehlicovitych krystal, menSich monokrystal a v rekterych gipadech nedoSlo

k vykrystalizovani proteinu. V poenech koncentraci 1:3 a 1:2, kde bylo pouzito &nén
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roztoku proteinu, nedoslo k vytkeni krystah. K tvorke krystali nedoSlo #ejmeé nizkou
koncentraci LinB32 v pouzitych konceritréch pongrech. V pordrech koncentraci 3:1
a 2:1, kde bylo pouzito&Si mnoZstvi roztoku proteinu nez srazeciho roztalaslo
k nafistu \tSich jehlicovitych krystdl. Tyto jehlicovité krystaly narostly ip
krystaliza&nich podminkach za pouziti srazeciho roztoku siétierz 0,1M MES, 0,2M
chloridu hde¢natého a 25% PEG 335Gi pokojové teplat (18°C). Krystaly byly
prihledné a mly velikost 0,6x0,03x0,03 micrometru (Obrazek 1M.pongru
koncentrace 1:1, kde bylo pouZzito stejné mnoZzsixiaku proteinu a srazeciho roztoku
doSlo k nakstu mensich monokrystal Tyto menSi monokrystaly narostlyiip
krystalizanich podminkach ze sradzeciho roztoku obsahujicjB®l @ustnan draselny
a 25% PEG 3350ippokojové teplat (18°C). Tyto krystaly byly bezbarvé acin
velikost 0,2x0,2x0,05 micrometru (Obrazek 12). Zleflki je tedy patrné, Zeip
pouZziti stejné nebo&s8i koncentrace LinB32 dochazi k vyteai krystal. V tomto
piipact by bylo mozné jest optimalizovat krystalizéni podminky, které by vedly
Krystaly LinB32 byly néfeny na synchrotronech BESSY HZB v Betlin EMBL
DESY v Hamburku (Degtjarik a kol, 2013).

Z vysledki vyieSené struktury halogenalkandehalogenasy LinB32\ist, Ze
diky vysokému rozliSeni je struktura debpgrehledna. Ve strukie je mozné ietelrg
rozeznat domény, ze kterych je tato halogenalkaaldgbnasa tiena. Zetelrt je
vidét prvni doména jadra, na kterou dosed& druha spi&atap doména. Mezirhato
dvéma doménami je mozZnoretelre rozeznat hydrofobni dutinu, ktera tvamensi
prostor mezi obma doménami a obsahuje aktivni misto halogenalkeaidgenasy.
vyieSeném strukie LinB32 je patrné, Ze v aktivnim miste nachazi molekula chloru a
na rgéj je navazana pentada aminokyselin. Tuto pentadud#ek 14) tvti asparagin,
tryptofan, kyselina asparagova, histidin a kyseljhgamova. Aktivni misto i pentadda
aminokyselin se ve w¥gSené strukiie daly Zetelr najit a rozpoznat. Ve struktubyla
pozorovana jes8t jedna molekula chloru, kterd je produktem hydrglypii
dehalogenéni reakci, ale nachazela se na mimo strukturu. Bataktura mimo jiné

obsahovala i molekuly vody.
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Mechanismus dehalogetrd reakce (HLD) se sklada ze dvou fyzikélnich a
chemickych krok. Mezi fyzikalni kroky lze zgadit navazani substratu a ukoVani
produkti a mezi kroky chemické SN2 substituci (Obrazek 43)ydrolyzu (Obrazek
16). Molekula substratu je vazana na konformacikteé ji opousti atom halogenu.
Tento atom halogenu jefitpm stabilizovany pomoci dvou halogenid-stabilizigh
zbytki. Atom uhliku, ktery nese halogenovy substituenh@paden jednim z kysfik
nukleofilu (Asp) a uvalovani halogenidu od molekuly substratu je z&jiét
prostednictvim jeho stabilizace v halogenid-stabilizigic zbytcich. Tento krok vede
ke vzniku kovalentniho enzym-substrat meziproduktoalogenidového iontu. Poté je
meziprodukt hydrolyzovan pomoci katalytické vodyerié aktivuje katalytickou bazi
(His). Na katalytické zakladnse Ehem hydrolyzy vytvéi naboj, ktery je stabilizovan
pomoci katalytické kyseliny. Po tomto kroku hydmjlydochazi k uvokini produktu
alkoholu a halogenidového iontu z aktivniho mi§taly cyklus je zakaten regeneraci
enzymu, pi které je navazan proton ze zbyvajici katalytickéy a voda dopkna.

Standardni, pokkilé a alternativni krystalizmi techniky se prokazaly jako
efektivni prostedek pro produkci krystal halogenalkandehalogenagyto krystaly
byly vhodné k difraknim experimeniim a ziskana difraii data byla poté pouZzita k
vytvoieni model jejich struktury. DalSim vyvojem a optimalizacitigravenych
strukturnich  modél je mozno ziskavat udkezité informace o strukturach
halogenalkandehalogenas jejich substratové speciiti katalytické aktivi€, kterou

tyto enzymy vykazuiji.

42



6. Zawr

Cilem bakal&ské prace bylo n&it se na vybranych systémech pouzivat metody
proteinové krystalografie a pokusit se o krystalizaodelového proteinu Thaumatinu a
now pripravené mutantni varianty halogenalkandehalogehasy32 zeSphingobium
japonicum UT26 ve snaze popsat krystalimé protokol obsahujici podminky,fip
kterych dochazi kastu krystal. DalSim krokem bylo na zakladzpracovanych
difrak¢nich dat popsat strukturu této halogenalkandehakmgye Experimenty byly
provedeny v pibéhu roku 2012. Zvysledk prace je patrné, Ze za pomoci
krystalizanich metod je mozné zkoumanou halogenalkandehasgevykrystalizovat
a popsat krystalizai protokol. Dale se z kvalitnvypéstovanych krystal daji nandfit
difrak¢ni data a pouzit k zobrazeni celkové strukturyginot Se strukturou je mozneé
pracovat pomocitaznych dostupnych zobrazovacich progiiaana zaklagl detailniho
studia je mozné strukturu déle upravovat a navrh@jamodifikace. Je jen otazkou
¢asu a dalSiho vyzkumu, aby se uvedeny typ halokgendéhalogenasy dal vyuzit
k ¢isteni povrchovych vod, které jsou zZfi&eny riznymi halogenovanymi organickymi

polutanty.
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The protein crystallography is one of the powerful tech-
niques used for studying of protein structures and descrip-
tion their mechanism and function. This is possible only in
the case of obtaining diffractable monocrystals. Different
crystallization techniques such as standard, advanced and
alternative methods are used to crystallize soluble and
membrane proteins and protein complexes. Research pro-
jects are designed for graduate students and postgraduates
who work on these projects on different levels. Finally de-
veloped methods and obtained crystallization and crystal-
lographic data are compiled and results are published in
prestigious journals.

Nowadays more than 20 proteins, protein complexes
and their mutant variants are systematically studied. The

P21

main target is focused on research of (1) soluble haloalkane
dehalogenases e.g. DhaA from Rhodococcus rhodochrous
NCIMB 13064, DbeA of Bradyrhizobium elkani USDA94,
LinB of Sphingobium japonicum UT26 or new haloalkan
dehalogenases DpcA from Psychrobacter cryohalolentis
K5 and DmxA from Marynobacter sp ELB 17, as well as
(2) membrane photosynthetic proteins isolated from differ-
ent higher plants.
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Photosystem II (PSIT) is a pigment-protein complex of
thylakoid membrane in cyanobacteria, algae and higher
plants. PSII performs series of light driven reactions re-
sulting in charge separation and subsequently in a reduc-
tion of an electron-transport chain and water oxidation.

Primary site of the light to chemical energy conversion is
located in so-called reaction center (RC).

PSII is a multisubunit complex embedded in the
thylakoid membrane of plants, algae and cyanobacteria
The function of the PSII in different organisms is identical
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10. Abstrakt

Cilem této prace bylo seznamit se s metodami prowé krystalografie a
pokusit se o krystalizaci modelového proteinu Thatinu a no¥ pripravené
halogenalkandehalogenasy LinB323ghingobium japonicurdT26. Krystalizace byla
provedena metodami sedici a visici kapky, krysdalizpod olejem a krystalizaci
v kapiladrach. Po z#ieni difrakénich dat byla struktura LinB32 modelovana ve ¥oln
dostupnych verzich softwarovych nasirqgyro vizualizaci aieSeni strukturnich dat
WinCoot a VMD.

Kli¢ova slova: halogenalkandehalogenasy, proteinovatddografie, krystalizani
metody, struktura proteinu
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11. Abstract

The main aim of this thesis was focused on proteystallography and attempt
to crystallize model protein Thaumatin and a neeppred haloalkane dehalogenase
LinB32 of Sphingobium japonicurdT26. Crystallization trials were performed using
the sitting and hanging drop vapour diffusion meth)ocrystallization under oil and
crystallization in the capillaries. After measuring diffraction data, the structure of
LinB32 was modeled by the use of visualizing molacmodeling programs WinCoot
and VMD.

Keys words: haloalkane dehalogenase, protein digygtaphy, crystallization methods,

protein structure
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