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1. Uvod

Cile

Fotosyntéza je biochemicky proces premény svételné energie slunecniho zareni
na energii chemickou, ktera je uklddana v organickych slouceninach. Jako vedlejsi
produkt fotosyntézy je v mnoha piipadech elementarni kyslik, ktery je limitujicim
prvkem pro zivot na zemi.

Proteiny obsazené ve fotosyntetickém aparatu jsou jiz delsi dobou predmétem
vyzkumu. Jejich molekuldrni struktura poskytuje nezbytné tidaje pro objasnéni
jejich funkce a mechanismu biochemickych procest probihajicich pti fotosyntéze.
Molekularni struktura fotosyntetickych proteinti je dlouhodobé studovana metodou
proteinové krystalografie, diky niz byl detailné prostudovan fotosynteticky aparat
bakterii a sinic, nicméné fotosyntetické proteiny vysSich rostlin jsou nadale

pfedmétem tohoto vyzkumu.

Cilem této prace je popis a aplikace metody krystalizace fotosyntetickych
proteintt PsbQ a PsbP izolovanych z vyssich rostlin (ze Spenatu Spinacia oleracea)
a na zéklad¢ difrakénich dat z rentgenové difrakce piiprava 3D molekuldrnich

modelil obou uvedenych proteinl.



2. Literarni c¢ast

2.1. Fotosyntéza

2.1.1.

Fotosyntéza je biochemicky proces, pii némz dochdzi k pfeméné energie
slunecni na energii chemickych vazeb. VedlejsSim produktem fotosyntézy je obvykle
molekularni kyslik, ktery je nezbytnym prvkem pro vznik naseho pozemského
zivota. Tento slozity proces probihd ve fotosyntetickych, tzv. autotrofnich
organismech, jakymi jsou hnédé a zelené fasy, fotosyntetizujici bakterie v€etné sinic,

zelené rostliny aj.

Primarni faze fotosyntézy

Priméarni faze fotosyntézy neboli svételna faze je sled reakci zavislych na
svételném zafeni, piiCemz dochazi k pieméné svételné energie (fotond)
na chemickou energii ve form¢ molekul NADPH a ATP a vedlejsim produktem je u

mnoha organismi vznikajici kyslik.

Zachycenim viditelného svétla fotosyntetickymi pigmenty zac¢ind vlastni
proces fotosyntézy, pficemz napt. zelené rostliny vyuZzivaji svétlo v rozsahu

vinovych délek 400750 nm.

Pro pribéh fotosyntézy je tedy nutné, aby organismy obsahovaly pigmenty
zachycujici slunecni zafeni. Tyto pigmenty se u vySSich rostlin vyskytuji
v organelach zvanych chloroplasty a nazyvaji se chlorofyl a a chlorofyl b. Kazdy
chloroplast obsahuje kolem 600 miliont chlorofyl (von Wettstein a kol. 1995).

Zakladem molekularni struktury chlorofylu jsou porfyriny, coz jsou tetrapyroly
vzajemné spojené metinovymi mustky (-CH=) a s vazanym kationtem Mg2+. Rozdil
mezi chlorofylem a a chlorofylem b je tvofen pouze rozdilnymi skupinami na 3.

atomu uhliku (pyrolovy kruh II).
barviva maji jen pomocnou funkci, tj. dodavaji energii z excitovaného stavu na

chlorofyl a.

Mezi fotosyntetické pigmenty se kromé chlorofylt také tadi fykobiliny a

karotenoidy. Fykobiliny jsou pouze doplitkova barviva a u vysSich rostlin se


http://cs.wikipedia.org/wiki/Kysl%C3%ADk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Foton
http://cs.wikipedia.org/wiki/Chemick%C3%A1_energie
http://cs.wikipedia.org/wiki/NADPH
http://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosintrifosf%C3%A1t
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kysl%C3%ADk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Sv%C4%9Btlo

nevyskytuji. Skladaji se z chromoforu fykobilinu a z pfislusSného proteinu. Obecné
jsou ve vod¢ velmi dobie rozpustné. Zakladem karotenoidti (izoprenoidi) je fetézec
40 atomi uhliku, tzv. tetraterpen. Jsou to bud’ uhlovodiky (karoteny) nebo kyslikaté
derivaty (xantofyly). Vyskytuji se u vyssich rostlin. Jejich nejcastéjsi podobou je B-
karoten, z xantofylu je to violaxantin, lutein a zeaxantin. Také karotenoidy byvaji
vazany na protein. Jejich funkci je chranit fotosynteticky aparat pfed nevratnou

fotooxidaci (Prochazka a kol., 1998).

V ptipadé, ze molekula pigmentu absorbuje foton (tj. kvantum svételné
energie), dostane se preskokem elektronu na vyssi energetickou hladinu do prvniho

¢i do druhého excitovaného stavu a nabytou energii muze molekula vycerpat

vvvvvv

Vnitini pfeména (konverze) piebyte¢né excitacni energie na teplo neboli

kinetickou energii molekuly. Uvedeny d&j je velmi rychly.

Fluorescence, d¢j kdy je bez uzitku vyzatren foton s niz$i energii nez pfijaty.

Tento pochod je pomalejsi nez vnitini preména.

Pfenos excitacni energie na sousedni molekuly diky vzijemnému piekryvu
jejich  molekulovych orbitali. Fotosyntetické pigmenty (tzv.anténni pigmenty)
absorbuji fotony a pienaseji excitacni energii do fotosyntetického reakéniho centra.

Vyznamnym pigmentem fotosyntetického aparatu je akceptor (ptijemce) chlorofyl a.

Fotooxidace, d¢j, pfi némz je vypuzen slabé vazany elektron z molekuly
chlorofylu, pfi¢emz se vytvafi oxidovana forma chlorofylu (Chl*) (kationtovy
volny radikal). Energie vyexcitovaného elektronu je nasledné vyuzita v postupnych

chemickych reakcich fotosyntézy.

2.1.1.1. Chloroplast a supramolekularni komplexy

Chloroplast je organelou, kterd i po samostatné izolaci vaze CO; a vytvaii
sacharidy. Pod dvéma membranami je vnitini médium nazyvané stroma. Typickymi
utvary chloroplasta jsou tylakoidy. U vysSich rostlin chloroplast obsahuje tzv. grana,

coz jsou shluky tylakoidi.
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V tylakoidni membrané chloroplastu u sinic a vyssich rostlin se nachazeji Ctyii

nasledujici supramolekularni komplexy:

Fotosystém II (PSII) katalyzuje rozklad vody za uvolnéni molekuldrniho
kysliku. Pfenos energie PSII je postupné pfedan z anténnich svétlosbérnych systémi
na chlorofyly reakéniho centra oznaCované jako P680, kde dojde po excitaci
K separaci elektrického naboje a elektron je pfedan na feofytin, predstavujici
primarni akceptor PSII. Oxidovany P680" je nasledné redukovan uvolnénym

elektronem z vody.

Redukovany feofytin ptredavd elektrony na jednoelektronovy pienasec
plastochinon Qa, z néhoz pak ptechazeji na Qg, ktery prenasi dva vodikové atomy.
Na pienosu elektronu mezi Qa a Qg se podili i atom Zeleza (Fe) vazany na histidin
proteinu komplexu PSII. Zde jsou ke dvéma elektrontim pfijaty dva H' ze stromatu
chloroplastu. Zredukovany plastochinon, plastochinon PQH, pfedava elektrony do
komplexu cytochromu bef.

Cytochrom bg/f slouzi jako ptenasec elektronti z PSII do fotosystému | (PSI).

Fotosystéem I ziskava elektron pomoci pohyblivych pfenasecti z reakcéniho
centra, a jeho pfenosem redukuje molekulu NADP" (nikotinamid adenin dinukleotid
fostat) na NADPH.

Ctvrtym komplexem je enzym ATP-syntaza, kterd vyuZiva protonovy gradient
vytvoteny pienosem elektroni k syntéze (tzv. fotofosforylaci) adenozintrifosfatu

(ATP) na vngj$im povrchu tylakoidni membrany.

Vysledkem primarni faze fotosyntetického procesu je tedy fotolyza vody za
uvolnéni kysliku a chemicka energie obsazend ve formé ATP a NADPH, ktera

vstupuje do sekundéarni temnostni faze k tvorbé glukézy (Prochédzka a kol., 1998).
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Stroma chloroplastu
hv

o T
2 H —_—— o - P . .
Kyslik vyvijejici komplex ( oxygen Dutina thylakoidu

evolving complex)

Obrazek 1 Pribéh fotosyntetickych reakci (prevzato z www.mojechemie.cz/biochemie)

2.1.1.2 Proteiny OEC

Kyslik vyvijejici komplex (oxygen-evolving complex — OEC) je soudasti
fotosystému II (PS II) a nachazi se na lumenalni stran¢ membrany tylakoidu. Ve
vyssich rostlinach je tvotfen proteiny PsbQ, PsbP a PsbO a u sinic je tvofen proteiny
PsbU, PsbV a PsbO. Jejich vzajemné uspotadani je piedmétem vyzkumu. V téchto
proteinech se odehrava fotolyza vody a maji tedy podil na vzniku kysliku v prubéhu
fotosyntézy. Funkce téchto proteinli je umoznéna pfitomnosti anorganickych
kofaktorti (ionty vapniku, chloru a manganovy klastr Mng). Protein PsbO je také
nazyvan Mn-stabilizacni protein. Divodem je vazba stabilizacniho manganového
Klastru, a to pfi vystaveni nizkym koncentracim chloru nebo exogennim redukénim
¢inidlim. Proteiny PsbP a PsbQ moduluji vapnikové a chloridové pozadavky PSII
pii tvorbé kysliku (Bricker a kol. 2003). U PsbQ proteinu bylo zjisténo, ze zvySuje
afinitu CI” Kk PSII a u PsbP je to zji§téno nejen u iontu CI, ale také u iontd Ca?*
(Bondarava a kol. 2005).

Pii experimentu s proteiny PsbP a PsbQ izolovanych z vyssi rostliny (tabak,
Nicotiana tabacum) bylo prokazano, ze chybéjici PsbP protein narusi svételnou fazi

fotosyntézy a pii temnostni fazi doslo dokonce Kkrozkladu manganového
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stabiliza¢niho klastru. V ptipad¢ chybéjiciho proteinu PsbQ bylo prokazano, ze
rostlina nestradd, a tudiz protein PsbQ neni pro vyssi rostliny nepostradatelny (Ikufu

a kol. 2005).

Stroma

PS 11

T ™
1 Y

Mn, CaO;
\/—__‘\ cluster —
PsbO PsbP Lumen
PsbQ
e pe—— x4

Obrazek 2 Umistéent PsbQ a PsbP vV membrdné (prrevzato z
www.ebi.ac.uk/interpro/potm/2004_11/Page2.html a
http://www.frontiersin.org/plant_physiology/10.3389/fpls.2011.00028/pdf/full)

2.1.1.3 Protein PsbQ

Nejasnosti ve funkci proteinu PsbQ vedou k snaze objasnit jeho strukturu a
fyziologickou funkci v procesu fotosyntézy. Z tohoto divodu byl pfipraven vektor
rekombinantniho proteinu PsbQ ze Spenatu (Balsera a kol. 2005) pro biochemické
studie. Tento protein je vhodnym modelovym proteinem i pro proteinovou
krystalizaci, velice dobte se skladuje uz pii teplotich okolo -20°C, je rozpustny ve

vode¢ a je termostabilni.
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2.1.1.4. Struktura PsbOQ

Jedna se o vngjsi protein z fotosystému II (PSII). Obsahuje 149 aminokyselin a
jeho velikost je 17 kDa. Protein PsbQ se nachéazi v blizkosti proteinu PsbO a
Vv blizkosti manganového klastru v OEC. U tohoto proteinu se ptredpoklada, ze je

soucasti fotolyzy vody. Tento protein se nenachazi u sinic (Ristvejova a kol. 2006).

Dle jiz zjisténé struktury proteinu za pomoci modeld, spektroskopie a jinych
biofyzikalnich metod vime, Ze protein PsbQ je sloZzen pievazné z a-Sroubovic.
Protein se sklada ze 4 a-Sroubovic a paralelniho B-listu, kotvici smy¢kou nedaleko
N-konce. Strukturni data zrentgenové difrakce jsou ptistupna z proteinové

databanky s kédovym oznacenim ,,1VYK*.

2.1.1.5. Protein PsbP

Tento protein obsahuje 186 aminokyselin, jeho odhadovana velikost je 23 kDa.
Byl popsan ve vysSich rostlinach, ale v fasach se nenachdzi. Také se podili na
optimalizaci koncentrace iontu Ca?* a CI" v PSII. Vyskytuje se v blizkosti proteinu
PsbO a PsbQ (Barber 2003). Pro analyzy byl pfipraven vektor rekombinantniho
proteinu PsbP (Kouhoutova a kol. 2009), ktery je v porovnani s rekombinantnim

proteinem PsbQ zna¢né nestabilni.

2.1.1.6. Struktura PsbP

Sekundérni struktura tohoto proteinu byla ziskana pomoci FTIR
spektroskopie v roztoku pii riznych fyziologickych teplotach a PHS s minimalnim
vzorkem pfipravku, ktery neni kdispozici pro jiné techniky, jako je

rentgenostrukturni analyza ¢i nukledrni magneticka rezonance.

Pomérné prekvapivym faktem je zjisténi, Ze PsbP obsahuje neobvykle velké
mnozstvi rozsitenych B-listtt (37%) a pouze 5% je a-helikalni. Uvedena struktura se
proto vyrazné odliSuje od sekundarni struktury reakéniho centra PSII, které ma

vysoky obsah a-Sroubovic (40 — 62%, stanoveno opét metodou FTIR spektroskopie).

14



Struktura PsbP proteinu izolovaného z vyssi rostliny tabaku byla detailné
objasnéna metodou rentgenové difrakce s rozlisenim 1.68 A (Ifuku a kol. 2004) a ze

S$pendtu s rozlisenim 1,98 A (Kohoutova a kol. 2009).

Ve strukturnich studiich proteinu PsbP (Ifuku a kol 2005) a piedchozich
biochemickych pracich (Ifuku a kol 2004) bylo potvrzeno, Ze flexibilni ¢ast proteinu
PsbP, ktera nemutze byt vidéna na 3D modelu, je nezbytnd pro udrZeni ionti Ca* a

CI" v PSII.

2.1.2 Sekundarni faze fotosyntézy

Sekundarni faze fotosyntézy, tzv. temnostni faze, mize probihat i bez
ptistupu slune¢niho zafeni. Dochazi k postupné redukci CO, na monosacharid,
kterym je D-glukosa, a to za vyuziti redukovanych koenzymti a ATP. Tato faze miize
probihat tfemi riznymi cykly. Nejbéznéjsim je Calvintv cyklus, ve kterém dochazi
k pfeméné CO, za pomoci nejrozsitenégj$iho proteinu rubisca, kde vznika glukosa-6-

fosfat. Rostliny, které vyuzivaji tento cyklus, se nazyvaji rostliny C3.

b, C ~O- [7)
CH,on s
( 2 Q{?_@ lC’OOA
=0 UP It Cel -t —pi
E I et Llyedse
H;c-o R e e -0 -{?)
i bulosecS Jod n, e ~o{¥ \
Rkh&m-’\\g‘%\wx
Ccu\loc, \/
Y-, -6 Ox ,
C & LAVR O\‘g -0 -)
e HC-ol < ope TH-c-on
Loy ( Lipp .
: tp ¢ ~oW 1,0 -0-(P)

Obrazek 3 Schéma sekundarni fize fotosyntézy (prevzato z www.e-chembook.eu.cz, Jan

Brizdala UK Praha)
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2.2. Krystalizace proteinu

Krystalizace proteini ndm pomaha objasnit strukturu proteinti a nasledovné
jejich fyziologickou funkci a biologicky vyznam. Veskeré tyto poznatky lze vyuzit
Vv primyslu, biochemii, 1ékatstvi, farmakologii ¢i v ochrané Zivotniho prostfedi nebo

vodnich zdroji (Rezaéova 2003).

Podstata proteinové krystalizace spociva v hledani podminek a v jejich
optimalizaci scilem pfipravit krystaly studované latky, které jsou nasledné
analyzovany pomoci rentgenového zafeni. Ziskand difrakéni data jsou pouZita
K uréeni molekularni 3D struktury proteinu a ke zjisténi a popisu jeho fyziologické

funkece.

Podstatou krystalizace je piivést roztok daného proteinu za urcitych podminek
(teplota, pH, koncentrace proteinu) do stavu presyceni, kdy mize dojit ke tvorbé

krystalii (Kutd Smatanova 2006).

Rast krystalu ovliviiuje rozpustnost dané latky a zpasob. Rust krystalu
znamena fazovou pfeménu kapaliny (protein v roztoku) na skupenstvi pevné
(krystalicky protein). Jednou znezbytnych podminek nukleace je dostatecné

presyceni roztoku, jehoz vysledkem je srazenina (precipitace) nebo stabilni krystal.

Celkova krystalizace proteini se sklada ze tii casti (Obrazek ¢. 4). Prvni fazi je
nukleace, pii které dochazi ke vzajemnému kontaktu vhodné orientovanych molekul
resp. iontl a po piekroCeni limitu nasyceni se zacinaji tvofit stabilni agregaty,

submikroskopické krystalické zarodky (Kuta Smatanova 2006).

Dalsi fazi krystalizace je rust krystalu. Tato faze je také nazyvéna terminem
dynamicky proces. Dochézi zde k interakci vhodné orientovanych ionti a molekul,
které¢ néasledovné reaguji s povrchem zéarodku, a to zplsobem, Ze se usidluji dané
molekuly a ionty na povrchu zarodku. Rychlost ristu krystalu je ovlivnéna difiznim
a depozi¢nim stupném. Difuzni stupeni je rychlost zabudovani molekul a ionti na
povrch zarodku a depozi¢ni stupen je rychlost pfenosu molekul z objemu roztoku do
mista krystalizace. V ptipad¢ nizkého depozi¢niho stupné je krystalizace inhibovéana
a rast zpomalen, ale pokud je depozi¢ni stupen vysoky, tak dochazi k vzniku

mnozstvi malych rychle narostlych krystalii s velkym mnozstvim defekti. Idealni
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krystaly vznikaji z malého mnozstvi zarodka pfi pozvolném rastu, tim je i omezeno
mnozstvi defektd a krystaly jsou vhodné pro difrakéni experiment (Kutd Smatanova
2006).

Rist krystalti je dale ovlivnén fyzikalné-chemickymi podminkami. Obecné
znama je napiiklad zéavislost na teploté, kdy plati ¢im nizsi teplota tim lepsi rast
krystalti. Nizs$i teplota snizuje transfer molekul a zvySuje riistovy stupen. Plisobenim
vhodnych intermolekularnich interakci dochazi ke snizeni rychlosti pfenosu molekul.

Nasledkem zpomaleni pfenosu molekul je tvorba a kvalitnéjsi rist krystalti.

Finalni fazi je ukonceni rastu krystal. Malé krystaly mohou rist pomalu a
nasledné zvétSovat své rozméry, tyto jsou pak vhodné pro rentgenovou strukturni
analyzu. Také mtze dochazet k ristu velkého mnozstvi mikrokrystali nebo naopak
tvorbé velkych krystalickych agregatii. Tyto agregaty se nazyvaji napiiklad dendrity
(vypadaji jako snéhova vlocka) nebo sferulity (tenké jehlice). Déle také mohou
vznikat hydrofobni olejovité agregaty. Pfitomnost danych agregétli naznacuje, Ze
malou modifikaci podminek mutize dojit ke vzniku krystaldi. V opa¢ném piipadé mize
dojit k tvorbé amorfnich gelti ¢i pudrti nebo nedochazi k zadné zméné a roztok

zustava Ciry (Kuta Smatanova 2006).

Na zaklad¢ uvedenych skuteCnosti je mozné konstatovat, Ze ziskani vhodného
monokrystalu pro difrak¢éni experimenty je Casto ¢asové naro¢né z divodu mnohdy
enormniho poctu podminek, které ovliviiuji krystalizaci, a z divodu nemoZnosti
proces krystalizace predikovat nebo jej simulovat. Pro hledani vhodnych
krystalizaénich podminek je proto nezbytné pocitat fadové s nékolika tydny az
nékolika roky.
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Obrazek 4 Fazovy diagram popisujici krystalizaci proteinit (prevzato z A. McPherson,
1999).

2.2.1. Krystaliza¢ni techniky

Mezi nejcastéji pouzivané krystaliza¢ni techniky v dneSni dobé¢ patii dialyza a
krystalizace zaloZena na difuzi par. Tyto dvé metody nam pomahaji produkovat
krystaly proteinti vhodné K rentgenovému méfeni. Podstata obou technik spociva
v kombinaci difize par S pouzitim danych precipitath (srazecich roztoki), kdy je
proteinovy roztok pfiveden do bodu nasyceni regulovanym zpusobem. (Kuta

Smatanova 2006)

2.2.1.1 Metoda zaloZena na dialvze

Tato metoda je zaloZzena na difizi malych molekul a iontd pfes pory
polopropustné membrany, ktera oddéluje roztok proteinu od roztoku vnéjsiho, ktery
obsahuje srazeci roztok. Priichod malych molekul a iontl pfes polopropustnou
membranu zpisobuje vytvoreni koncentracniho gradientu. Vytvofeni tohoto

gradientu se nazyva tzv. oblast lokalniho pfesyceni ve vnitinim roztoku. Proteinovy
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roztok zlstdva ve vnitinim roztoku a postupné¢ dochazi k jeho nasycovani. To
zpusobuje tvorbu krystalickych zéarodkt, ty dale rostou a dochéazi k tvorbé
pozadovanych krystalit (obrazek ¢. 4). Rychlost dosazeného piesyceni zalezi na
pouziti dané membrany, na koncentratnim gradientu mezi vnitinim a vnéjSim

roztokem a také na teploté. (Kutd Smatanova 2006)

kryci
sklicko

vakuové
utésnéni

krystalizaéni
desticka
VDX

srazeci
¢inidlo v

I I rezervoaru

mikrodializa¢ni knoflik

Obrazek 5 Dialyza v dialyzacnim knofliku (prevzato z Hampton Research:

Crystallization: Research Tools, Vol. 11, No. 1 (2001) 152-165)

2.2.1.2. Metoda zaloZena na difuzi par

Pii téchto metodach se dosahuje pfesyceni proteinového roztoku pomalym
odpafovanim rozpoustédla. Jelikoz stav, pfi kterém za danych podminek dochazi
K vylucovani krystali z rozpoustédla, je zavisly na dosaZeni minimalni povrchové

energie pro dany krystal, je vhodné&jsi vyuziti co nejmensich kapek. Molekuly uvnitf
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kapky maji jinou energii nez molekuly ulozené na povrchu dané kapky. Za danych
podminek muize mit pevna faze sklon k vylouceni v kapce a vznikne krystal. Metody,
pfi kterych se dosahuje piesyceni v mikrokapkach, jsou zalozeny na difuzi par.
Uvedena technika je zalozena na transportu rozpoustédla mezi kapkou s proteinem,
pufrem, sraZzecim cinidlem a s aditivem (2-25ul) a velky objem srazeciho ¢inidla
Vv rezervoaru (0,75 — 25ml) se stejnym slozenim kromé roztoku proteinu. V disledku
rozdilné koncentrace roztoku a té€kavosti latek (zejména vody) dochézi k postupnému
vyrovnani koncentraci a nasledovnému ustaleni rovnovahy. K uvedenému jevu
dochazi vypafovanim vody z kapky do rezervoaru. Migrace molekul je velmi
ovlivnéna koncentraci a rozpustnosti proteinu, koncentraci srdzeciho cinidla a

dal$imi faktory.

Krystalizaci zalozenou na difizi par je mozné provadét naptiklad v kapce visici
("hanging drops”), sedici (’sitting drops”) nebo sendviCové (“sandwich drops”)

(Kutd Smatanova 2006).

Obrazek 6 Krystalizace v sedici kapce (pfevzato z www.xray.cz)
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I kdyz metoda sedici kapky patii k nejjednodussim metodam, dojit k vysledkiim
je cCastokrat zdlouhava cesta. Z téchto diivodu jsou vyuzivany komeréné vyrabéné
sady srazecich roztokl, které umoziuji rychlé poskytnuti hmatatelnych dikazt
pouzitelnych pro dalsi krystalizaci. Také odstrafiuji ¢asové naro¢nou piipravu danych
Cinidel. Tato metoda slouzi jak ke zjisténi krystalizaCnich podminek, tak i

Kk péstovani krystall a jejich pouziti pro difrakéni méfeni.

2.2.2. Faktory ovliviiujici krystalizaci

Mezi tyto faktory, které dokdzi znatelné ovlivnit vysledek krystaliza¢niho
pokusu, zejména patii né€kolik zakladnich podminek. Nejdulezitéjsim faktorem je
Cistota proteinu, ktera zajist'uje i kvalitni vysledky. Krystalizaci mize dale ovlivnit
teplota, pii které byl protein skladovan i teplota, pii které byla krystalizace

provadéna. Velky vliv ma také srazeci ¢inidlo a jeho pH a také koncentrace.

2.3. Zpracovani difrakénich dat

Rentgenova difrakce (rentgenostrukturni analyza) je v soucasnosti hlavni
ptimou metodou pro studium prostorové struktury latek v pevném stavu ve formé
monokrystald.  Pfi rentgenové difrakci se pouziva rentgenové zateni jako
elektromagnetické vinéni s vlnovou délkou 10 az 0,01 nm. Monochromatizované
rentgenové zafeni podléha pti dopadu na krystal absorpci (coz je nezadouci pro
krystalografii) a také difrakci (ohybu paprsku) na elektronech hmotnych atomu. P#i
difrakci rentgenového zafeni dochazi k interferenci rentgenovych vin po ohybu
rentgenového zareni na elektronech difraktujiciho atomu. Difrakéni zdznam
(difraktogram) znazornuje zavislost intenzit difraktovaného zafeni na orientaci
vzorku (monokrystalu). Nasnimany difrak¢éni obraz vSak nepfipomind chemickou
strukturu molekul v monokrystalu, tuto je mozné ziskat teprve po matematickém
zpracovani poloh a intenzit naméfenych difrakci. Pro zpracovani difrak¢énich dat se
pouziva naptiklad program MOSFLM, ktery je soucasti programového balicku CCP4
nebo je poskytovan samostatné. Vystupem z tohoto programu je model elektronové

hustoty zkoumané molekuly ve formatu MTZ (Rezacova 2003).
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2.4. WinCoot

Slouzi pro vizualizaci elektronovych hustot ziskanych z difrak¢ni analyzy a
modelt makromolekul, jakymi jsou naptiklad proteiny ¢i nukleové kyseliny. Mimo
uveden¢ funkce Wincoot obsahuje vlastni nastroje pro validaci modelu
makromolekuly. Vstupnimi daty programu je mapa elektronovych hustot ve formatu

mtz a struktura molekuly ve formatu pdb.
2.5. VMD

Tento  program  slouzi  kvizualizaci, analyze a  modelovani
biomakromolekuldrnich latek, jakymi jsou proteiny, nukleové kyseliny, lipidy apod.
VMD nabizi $irokou $kalu metod pro zobrazovani molekul a podporuje vice nez 60
molekularnich formati a datovych typt. Pomoci VMD lze ptehrat a analyzovat
drahu molekularni simulace dynamiky (MD) a interaktivné ovladat molekuly, jez
jsou simulovany na vzdalenych pocitacich. Vystupem tohoto programu je naptiklad
3D model proteinu, ktery ndm dokonale zobrazuje vazby v daném proteinu a

znazornuje sekundarni strukturni prvky proteinu, a-Sroubovice a f3-skladané listy.
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3. Material a metodika

3.1. Ustav komplexnich systémi

Veskeré provadéné experimenty této bakalaiské prace byly provadény na
Fakultd rybaistvi a ochrany vod v laboratotich Ustavu komplexnich systémil

vV Novych Hradech.

Pro krystalizacni experimenty byly pouZzity rekombinantni fotosyntetické

proteiny PsbP, PsbQ a modifikace PsbQ-HisPsbQ (His -20 AA).

Analyza rekombinantnich proteini byla provedena metodou SDS — PAGE
vertikalni elektroforézy. Samotnd krystalizace zahrnovala piipravu krystaliza¢nich
roztokt, srazecich roztokt a metodou sedici kapky byla provedena krystalizace
proteint. Vzniklé krystaly fotosyntetickych proteini byly podrobeny testim ptivodu,
CRUSH test a DYE test.

Posledni fazi prace bylo modelovani proteinti PsbP, PsbQ a komplexu PSII za
pomoci programi WinCoot (Cowtan 2006) a VMD (Emsley a kol. 2009). Z
naméfenych difrakénich dat a map elektronové hustoty byly vytvoreny 3D modely

studovanych proteind, které byly pouzity k dalsimu popisu jejich struktury a funkce.

3. 2. SDS — PAGE

Metoda SDS-PAGE (Sodium Dodecyl-Sulphate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) je elektroforéza v polyakrylamidovém geluv SDS a slouzi
k separaci proteintt dle jejich velikosti (délky peptidového fetézce) a molekularni
hmotnosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Vyuziti této metody k izolaci proteinti

je nenahraditelné.

3.2.1. Priprava gelu SDS — PAGE

Latky byly smichany za ucelem polymerace V pofadi a mnozstvi, které je
uvedeno v tabulkach. Mnozstvi TEMEDU bylo zdvojnasobeno pro rychlejsi ztuhnuti
gelu a snizeni Casové narocnosti.
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Gel ¢. 1 (horni tzv. zaostfovaci (5%)), celkové mnozstvi 4ml

Destilovani voda 2,700 ml
30% Akrylamid mix 0,670 ml
1,0M Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan (pH = | 0,500 ml
6,8))

10% SDS 0,040 ml
10% Amonium persulfat 0,040 ml
TEMED (N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin) 0,008 ml

Gel ¢. 2 (spodni tzv. separacni (12%)), celkové mnozstvi 10 ml

Destilovana voda 3,300 ml
30% Akrylamid mix 4,000 ml
1,5 M Tris (pH = 8,8) 2,500 ml
10% SDS 0,100 ml
10% amonium persulfat 0,100 mi
TEMED 0,004 ml

Ze zaostfovaciho gelu se vyjme hiebinek, ktery tvofi prostor pro
vzorkovaci komurky. Tato metoda umoziuje testovat nékolik vzorkl nardz. Desticka
je vlozena dle navodu vyrobce do elektroforetick¢ho pfistroje, napipetuji se dané
vzorky a zalije se pufrem o téchto vlastnostech: 25 mM Tris-HCI, 200 mM Glycinu a
0.1% SDS. Vedle vzorki je napipetovan i tzv. proteinovy marker s proteiny o znamé

velikosti, ktery ndm pomaha pfi urceni velikosti sledovaného proteinu.

Do prvnich dvou komurek byl napipetovan protein PsbQ, do komurky
uprostied byl napipetovan marker Unstained Biorad a do dalSich dvou krajnich
komiirek byl napipetovan protein PsbP. Oba proteiny byly pipetovany ve dvou
pomerech a to 1 : 5 (1ul roztoku proteinu a 5Sul pufru) a1 : 1 (5ul roztoku proteinu a

Sul pufru).

Po doliti pufru do maximalni hranice uzavieni elektroforetického pftistroje

byla aparatura spusténa dle uvedenych podminek (tabulka ¢. 1).
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Tabulka €. 1 Podminky elektroforézy

Elektricky proud 25 mA
Elektrické napéti 300V
piikon 150 W
cas 90 min.

Po ukonceni prubéhu gelové elektroforézy byl gel vyjmut a umistén na
michajici aparaturu do roztoku barvicky Coomasie blue, kterym byl cely gel obarven
do modra. Nasledovné byl gel vyjmut (cca po 30 min.), oplachnut destilovanou
vodou a vloZen do roztoku 7% kyseliny octové. Doslo k vybarveni pouze nami

studovanych proteini, které barvivo vazi, zatimco gel samotny nikoli.

3.3. Priprava srazecich roztoku

Pro proteiny PsbQ a PsbP byly pfipraveny srdZeci roztoky pro vyvolani

srazeci reakce s roztokem proteinu.

Byly pfipraveny zasobni roztoky:

50% PEG 6000 (PolyEthylenGlykol)

50% PEG MME (Polyethylenglykol monomethyl ether)

1M MES [2-(N-Morfolino) etansulfonova kyselina] pH 6.5, 1M bisTRIS pH 6.5, 1M
TRISpH 7.0, IM TRIS pH 7.5, 1M TRIS pH 8.0

IM octan zine¢naty, 1M chlorid zine¢naty a 0,2M siran zinecnaty

Pro protein HisPsbQ byly nové krystaliza¢ni podminky hledany za pomoci

komerénich roztoku distribuovanych firmou Sigma.

3.3.1. Priklad p¥ipravy srazeciho roztoku pro PsbQ

Zakladnim krokem pii ptipravé sraZeciho roztoku pro protein PsbQ je vypocet

molarnich hmotnosti danych ¢inidel.
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Bylo vypocitano, ze pro piipravu 100 ml srazeciho roztoku s vyslednymi
koncentracemi 25% PEG 6000, 0.1M MES a 0.3 M octanu zine¢natého je tieba
navazit 25 g 25 % PEG 6000, dale 1,952 ¢ MES a 6,582 octanu zine¢natého.

Nejprve byl rozpustén 0,1 M MES a upraveno pH na 6.5, potom ptidan 0,3 M
octan zinec¢naty a nakonec byl rozpustén PEG 6000, a to za stalého michani pomoci

magnetické michacky.

Mnozstvi vypocitané pro 1 M chlorid zine¢naty je 1,363g a pro 0,2 M siran
zinecnaty je 2,875 g. Tyto roztoky soli byly vyuzity jako zasobni roztoky pro
ptipravu roztokl o koncentracich SmM, 20mM, 100mM a 300mM.

3.4. Metoda sedici kapky

Pii této metod¢ byly pouzity krystalizacni desticky CrysChem plate
(Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA), které maji rezervoar a uprostted n¢ho
stojanek, na ktery se umistuje roztok proteinu v urcitém pomeéru (viz. Tabulky ¢. 2-
10). Tyto krystaliza¢ni podminky byly aplikovany na stejny typ desti¢ek jako pro

chlorid zinecnaty.

Tabulka 2 Podminky pro krystalizaci PsbQ, pfi pouziti soli ZnCl, jako aditiva, zobrazeno

pipetované mnozstvi latek a rizné pH

PEG 6k 15% 20% 25% 30%
0.1M TRIS, pH 8.00

20mM ZnCl,

PEG 6k 300 400 500 600
50% (pl)
1 M Tris pH=8 100 100 100 100
(ul)

100mM ZnCl; (ul) 200 200 200 200
Dest. H,O  (ul) 400 300 200 100
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PEG 6k, 0.1M 15% 20% 25% 30%
TRIS, pH 7.50
20mM ZnCl,
PEG 6k 50% 300 400 500 600
(nh
1M Tris pH=7,5 100 100 100 100
(ul)
100mM ZnCl, 200 200 200 200
oy
Dest. H,0O 400 300 200 100
(ul)
PEG 6k, 0.1M 15% 20% 25% 30%
TRIS, pH 7.00
20mM ZnCl,
PEG 6k 50% 300 400 500 600
(ul)
1M Tris pH=7 100 100 100 100
(ul)
100mM ZnCl, 200 200 200 200
(ul)
Dest. H,0O 400 300 200 100
(ul)
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PEG 6k, 0.1M 15% 20% 25% 30%
BisTris, pH 6.50
20mM ZnCl,
PEG 6k 50% 300 400 500 600
(uh)
1 M BisTris 100 100 100 100
pH=6,5 (ul)
100mM ZnCl, 200 200 200 200
(ul)
Dest. H,0 400 300 200 100
(ul)

Tyto krystalizaéni podminky byly pouzity pfi metodé sedici kapky, kdy
veskeré chemikdlie byly pipetovany do zéasobniku v krystalizaéni desticce,
nasledovné byl protein pipetovan do stfedu stojanku (sedici kapka) a v daném

pomeéru pridano odpovidajici mnozstvi roztoku ze zasobniku (Obrazek €. 7).

Obrazek T Krystalizace metodou sedici kapky (foto autor)
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Tabulka 3 Krystaliza¢ni podminky proteinu PsbQ pii pouziti aditiva octanu

Zine¢natého
PEG 6k 15% PEG 6k 20% PEG 6k 25% PEG 6k 30%
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
MES, pH 6.50 MES, pH 6.50 MES, pH 6.50 MES, pH 6.50
60mM octan 60mM octan 60mM octan 60mM octan
zinecnaty zine¢naty zine¢naty zine¢naty
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0
60mM octan 60mM octan 60mM octan 60mM octan
zineCnaty zinecnaty zinecnaty zinecnaty
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50
60mM octan 60mM octan 60mM octan 60mM octan
zinecnaty zinecnaty zinecnaty zinecnaty
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00
60mM octan 60mM octan 60mM octan 60mM octan
zinecnaty zinecnaty zinecnaty zinecnaty

Tabulka 4 Krystaliza¢ni podminky proteinu PsbQ za pouziti ptipravku siranu

zine¢natého

PEG 6k 15% PEG 6k 20% PEG 6k 25% PEG 6k 30%

PEG 6K 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M

MES, pH 6.50 MES, pH 6.50

60mM ZnSO, 60mM ZnSO, MES, pH 6.50 MES, pH 6.50

60mM ZnSO, 60 mM ZnSO,

PEG 6K 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6K 0.1M PEG 6K 0.1M

TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0

Som s, TRIS, pH 7.0 Som Zns0, TRIS, pH 7.0
60mM ZnSO. 60mM ZnSO.

PEG 6K 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M

TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50

S Zns0s TRIS,pH7.50 | oo PRI TRIS, pH 7.50
60mM ZnSO, 60mM ZnSO,

PEG 6K 0.1M PEG 6K 0.1M PEG 6K 0.1M PEG 6K 0.1M

TRIS, pH8.00 | TRIS,pH8.00 | TRIS, pH8.00 | TRIS, pH 8.00

60mM ZnSO, 60mM ZnSO, 60mM ZnSO, 60mM ZnSO,
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Tabulka 5 Podminky pro krystalizaci HisPsbQ, kdy byl pouzit ZnCl; a rizného pH.

PEG 6k 15% PEG 6k 20% PEG 6k 25% PEG 6k 30%
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
BisTris, pH 6.50 | BisTris, pH 6.50 o L
20mM ZnCl, 20mM ZnCl, BisTris, pH 6.50 BisTris, pH 6.50
20mM ZnCl, 20mM ZnCl,
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0
20mM ZnCl, TRIS, pH 7.0 60mM ZnSO, | TRIS:PHT.0
60mM ZnSO,4 60mM ZnSO,
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50
20mM ZnCl, TRIS, pH 7.50 20mM ZnCl, TRIS, pH 7.50
20mM ZnCl, 20mM ZnCl,
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00
20mM ZnCl, 20mM ZnCl, 20mM ZnCl, 20mM ZnCl,

Tabulka 6 Krystaliza¢ni podminky proteinu HisPsbQ, kdy byl pouzZit octan zine¢naty

PEG 6k 15% PEG 6k 20% PEG 6k 25% PEG 6k 30%
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
MES, pH 6.50 MES, pH 6.50 MES, pH 6.50 MES, pH 6.50
60mM octan 60mM octan 60mM octan 60mM octan
zinecnaty zinecnaty zinecnaty zinecnaty
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0
60mM octan 60mM octan 60mM octan 60mM octan
zinecnaty zinecnaty zinecnaty zinecnaty
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50
60mM octan 60mM octan 60mM octan 60mM octan
zinecnaty zinecnaty zinecnaty zinec¢naty
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00
60mM octan 60mM octan 60mM octan 60mM octan
zine€naty zine€naty zine€naty zine€naty

30




Tabulka 7 Krystaliza¢ni podminky proteinu HisPsbQ kdy byl testovan efekt siranu

zine¢natého
PEG 6k 15% PEG 6k 20% PEG 6k 25% PEG 6k 30%
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
MES , pH 6.50 MES, pH 6.50 MES, pH 6.50 MES, pH 6.50
60mM ZnSO, 60mM ZnSO,4 60mM ZnSO, 60 mM ZnSO,
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.0
60mM ZnSO, 60mM ZnSO,4 60mM ZnSO, 60mM ZnSO,
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50 TRIS, pH 7.50
60mM ZnSO, 60mM ZnSO,4 60mM ZnSO, 60mM ZnSO,
PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M PEG 6k 0.1M
TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00 TRIS, pH 8.00
60mM ZnSO, 60mM ZnSO,4 60mM ZnSO, 60mM ZnSO,

Tabulka 8 Krystaliza¢ni podminky proteinu PsbP za pouziti ZnCl,

PEG 550 MME 25% PEG 550 MME 25%
PEG 550 MME 0,1M PEG 550 MME 0,1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

5 mM ZnCl, 5 mM ZnCl,

PEG 550 MME 0,1M PEG 550 MME 0,1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

20 mM ZnCl, 20 mM ZnCl,

PEG 550 MME 0,1M PEG 550 MME 0,1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

100 mM ZnCl, 100 mM ZnCl,

PEG 550 MME 0,1M PEG 550 MME 0,1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

300 mM ZnCl, 300 ZnCl,

31




Tabulka 9 Krystaliza¢ni podminky proteinu PsbP za pouziti ZnSQ,

PEG 550 MME 25%

PEG 550 MME 25%

100 mM ZnSO,

PEG 550 MME 0,1M PEG 550 0,1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

5 mM ZnSOq, 5 mM ZnSOq,

PEG 550 MME 0,1M PEG 550 MME 0,1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

20 mM ZnSO, 20 mM ZnSO,

PEG 550 MME 0,1M PEG 550 MME 0,1M
TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

100 mM ZnSOq4

PEG 550 MME 0,1M
TRIS, pH 7.0
300 mM ZnSO,

PEG 550 MME 0,1M
TRIS, pH 7.5
300 ZnSO,

Tabulka 10 Krystaliza¢ni podminky proteinu PsbP kdy bylo vyuZito octanu

zine¢natého

PEG MME 25% PEG MME 25%

PEG MME 0,1M PEG MME 0,1M

TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

5 mM Octan zine¢naty 5 mM Octan zine¢naty
PEG MME 0,1M PEG MME 0,1M

TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

20 mM Octan zine¢naty 20 mM Octan zine¢naty
PEG MME 0,1M PEG MME 0,1M

TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

100 mM Octan zine¢naty 100 mM Octan zinec¢naty
PEG MME 0,1M PEG MME 0,1M

TRIS, pH 7.0 TRIS, pH 7.5

300 mM Octan zinec¢naty 300 mM Octan zine¢naty

Tyto krystaliza¢ni podminky byly aplikovany na stejny typ desti¢ek jako pro
ptedchozi protein PsbQ a protein HisPshQ.
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3.5. Testovani krystalu

Testovani krystalll probiha z diivodu nutnosti zjistit proteinovy charakter

krystald.

3.5.1. CRUSH test

Crush test je zaloZzen na mechanickém rozbijeni krystald proteina ¢i soli pii
pozorovani pod mikroskopem. Krystal proteinu snadno podléha mechanickému
pusobeni a rozpada se, zatimco krystal anorganické soli mechanickému poskozeni

odolava a nedochazi k jejimu rozpadu.

3.5.2. DYE test

Tento test je zalozen na principu difiize barviva krystalem proteinu. Vyuziva

se barvivo IzIt (Hamptorn Research), které obarvi krystaly proteinu do modra. Test
funguje na zdklad¢ priniku barviva do vodnych kanali proteinového krystalu.
Vysledkem je bud’ obarveny krystal proteinu, nebo neobarveny krystal jiné

ruznorodé latky, nejspis soli.

3.6. Modelovani proteinu

Z internetovych stranek University Vv Leicestru http://www?2.le.ac.uk, byla
stazena a nainstalovana volné dostupna verze programu WinCoot, a softwarovy

nastroj VMD pro vizualizace strukturnich dat a molekuldrné dynamické simulace.

3.6.1. PsbQ

Tento protein byl ziskdn zvolné¢ dostupné proteinové databanky

(www.pdb.org) s kodovym ozna¢enim 1VYK a zpracovan v programu VMD do
vysledného 3D modelu.
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3.6.2. PsbP

Tento protein byl ziskdn zvolné dostupné proteinové databanky
(www.pdb.org ), s kodovym oznacenim 1V2B a zpracovan v programu VMD do
vysledného 3D modelu.

3.6.3 PSII

Molekularni struktura proteinového komplexu Fotosystému Il (PSII)
z vysSich rostlin se doposud nedafi experimentdlné urCit V kvalitnim rozliSeni, a
proto byla vyuzita data fotosystému II ze sinic. Tento protein byl ziskan z proteinové
databanky (www.pdb.org) s kédovym ozna¢enim 3BZ1 a 3BZ2 a byl zpracovan
v programu VMD do vysledného 3D modelu.
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4. Vvsledky
4.1. Gelova elektroforéza

Na zéaklad¢ ziskani barevnych prouzki na gelu a jejich porovnani s markerem
o znamé¢ velikosti bylo zji$téno, Ze proteiny neobsahuji Zadné pfimési a jsou vhodné
pro dal$i pouziti pfi krystalizaci. Je ziejmé, Ze protein PsbQ ma hmotnost 17 kDa a
protein PsbP 23 kDa (Obrazek ¢. 8).

-

1PsbQ 50

(1:5) KDa
2PsbQ —
(D 17kDa 23 a2

_— kDa ..’

J marker - -

4 PsbP =
(1:5) 1 & 3

5 PsbP
a:n

Obrazek ¢ 8 Vysledek gelové elektroforézy proteinit PsbQ a PsbP (foto autor)

4.2. Vvsledky krystalizace proteinu PsbQ

Krystaly proteinu PsbQ byly vypéstovany v sedici kapce z krystalizanich
roztoku pti pH =6,5a 7,5, PEG 30%, 0,1 M ZnCl, (Obrazek ¢. 9).

Obrazek ¢ 9 Krystal proteinu PsbQ, jako aditivum pouzita sil chloridu zinecnatého 0
koncentraci 100 mM (foto autor)
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Dalsi krystaly byly vypéstovany pii pouziti soli octanu zine¢natého o
koncentraci 0,3 M a pH = 6,5 (Obrazek ¢. 10).

Obrazek ¢ 10 Krystal PsbQ o velikosti 0,25mm x 0,2mm x 0,2mm, ziskany z roztoku
obsahujictho 10 mM roztoku octanu zinecnatého (foto autor)

Pfi pfidani siranu zine¢natého do krystalizaéniho roztoku o koncentraci 20
mM byl pozorovan vznik mikrokrystalti (Obrazek ¢. 11).

Obrdazek ¢ 11 Mikrokrystaly proteinu PsbQ, pouZita sil siranu zinecnatého 0 koncentraci 20
mM (foto autor)

4.3. VysledKky krystalizace HisPsbQ

Krystalizace téchto proteinti probihala za stejnych podminek jako krystalizace
proteinu PsbQ s pouzitim komerénich sad krystalizanich roztokd. Rozdil mezi
obéma modifikacemi proteinu je v N-terminalni ¢asti — HisPsbQ obsahuje 20
aminokyselin navic (tzv. His kotva), kterd je flexibilni. Vysledkem krystalizace je
pouze krystal neproteinového charakteru (Obrazek ¢. 12), nové krystalizacni
podminky nebyly nalezeny ani pro protein HisPsbQ.
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Obrazek ¢ 12 Krystal neproteinového charakteru pri krystalizaci HisPsbQ, (foto autor)

4.4. Vvsledek krystalizace PsbP

Vysledkem krystalizace proteinu PsbP byly monokrystaly (Obrazek ¢. 13 a
14). Tyto krystaly jsou zavislé na pH=7. Vznikaly pti dodani soli ZnCl, (100 mM) a
octanu zine¢natého (20 a 100 mM). Po pfidavku soli siranu zine¢natého
k vykrystalizovani nedoslo.

Obrazek ¢ 13 Krystal PsbP, pri pouziti chloridu zinecnatého o koncentraci 100 mM (foto
autor)
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Obrazek ¢ 14 Krystal proteinu PsbP po pridani soli octanu zinec¢natého o koncentraci 100
mM (foto autor)

4.5. Testovani krystalu DYE test

Testovani krystalti prob&hlo za pomoci barviva IzIt , které bylo aplikovano 30
minut pfed pozorovanim zmén. Krystaly proteinu byly obarveny (Obrazek ¢. 15),
zatimco krystaly soli obarveny nebyly (Obrazek ¢. 16).

Obrazek ¢ 15 Obarvené krystaly proteinu PsbQ (foto autor)

Obrdazek ¢ 16 Neobarveny krystal soli (foto autor)
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4.6. Testovani krystalu CRUSH testem

Tato metoda je zaloZzena na mechanické kiehkosti krystalu proteinu, ktery
snadno podléha mechanickému poskozeni (Obrazek ¢. 17). Krystaly ostatnich latek
jsou proti mechanickému poskozeni odolnéjsi (Obrazek ¢. 18)

Obrazek ¢ 17 Krystal proteinu PsbQ po CRUSH testu (foto autor)

Obrdazek ¢ 18 Krystaly soli vznikié pri pokusu o krystalizaci HisPsbQ po CRUSH
testu (foto autor)
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4.7. Modelovani proteina programem WinCoot

Softwarovy nastroj Wincoot umoznil znazornit mapu elektronové hustoty
ziskané z difrak¢ni analyzy. Nasledn¢ nato byla do elektronové hustoty postupné
fitovana primarni struktura proteinu, a takto byla budovana prostorovd molekuldrni
struktura studovanych proteinti (Obrazek ¢. 19).

Obrdazek ¢ 19 Elektronova hustota a dratovy model molekuly proteinu PsbQ (foto
autor)

4.8. Modelovani proteinu programem VMD

Programem VMD byl pfipraven prostorovy molekuldrni model proteinu
PsbQ (obrazek ¢. 20), dale model proteinu PsbP (Obrazek ¢. 21) a model
fotosystému II ze sinic a zndzornéni umisténi proteini PsbQ, PsbP a manganového
klastru spole¢nd sCa”* a CI" (Obrazek & 22). Bylo prozkouméno ,srdce
fotosyntézy*, reakéni centrum PSII s feofytinem a chlorofylem a (Obrazek ¢. 23) a
také chlorofyly svétlosbérnych antén.
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Obrazek ¢ 20 Model proteinu PsbQ, fialove a-sroubovice, zluté f-list a cervené molekuly
vody, Sedé vazby mezi a-Sroubovici a f-listem (foto autor)

Obrazek ¢ 21 Model proteinu PsbP, fialové a-Sroubovice, zZluté B-list, Sedé Zn, modie
prechod z a-Sroubovice a f-listu, bile vazby mezi a-Sroubovici a f§ skladanym listem, svetle
modre vazby mezi aminokyselinami (foto autor)
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Obrazek ¢ 22 Model proteini PsbU a PsbV forosystému 11 ze sinic, které jsou obdobou
rostlinnych proteinii PsbP a PsbQ. PsbQ je zndzornén zelené a PsbP rizové, Ca®* modie,
OEC hneéde a CI zelené (foto autor)

Obrazek ¢ 23 Vyznamné molekuly, které jsou soucasti tzv. reakcniho centra PSII, modre a
oranzové chlorofyly a s feofytinem, zelené manganovy klastr, ostatni chlorofyly a (cervené)
jako soucast svetlosbernych antén. (foto autor)




5. Diskuze

Veskeré experimenty uvedené v praci byly provedeny v Ustavu komplexnich
systémtl na Novych Hradech. Béhem experimentti byly dodrZeny sterilni podminky
bez osvétleni slune¢nim svétlem a za stabilni teploty 4 °C. Krystaly byly ziskany
z fotosyntetickych proteini PsbP, PsbQ. Pti krystalizaci proteinu HisPsbQ byly
ziskany pouze krystaly soli. Ackoliv proteiny PsbQ a HisPsbQ byly krystalizovany
za stejnych krystaliza¢nich podminek, protein PsbQ o hmotnosti 17 kDa
vykrystalizoval za pfitomnosti soli octanu zine¢natého, chloridu zine¢natého a také
siranu zine¢natého (Balsera a kol., 2005), zatimco HisPsbQ protein s kotvou His
nevykrystalizoval z divodu své velikosti a jinych narokt na nasyceni svého roztoku.
Dle naSeho nazoru museji byt podminky pro protein HisPsbQ upraveny tak, aby
doslo k ptesyceni roztoku a nasledovné krystalizaci proteinu (Kutd Smatanova 2006).
Pro protein PsbQ je na zdklad¢ vlastnich experimenti nejvhodnéjsi sl octanu
zine¢natého, pfi jehoz pouziti doSlo ke vzniku nejvétsich monokrystali. Nejméné
vhodnou soli pro protein PsbQ je siran zinecnaty, pfi kterém byly pozorovany pouze
mikrokrystaly. Protein PsbP nejlépe krystalizoval za stabilnich podminek pfii
teplotach okolo 18 °C, a to za pfitomnosti octanu zine¢natého a chloridu zine¢natého,
kdy vznikly monokrystaly. Z tohoto diivodu neni nutné u krystalizace tohoto
proteinu aplikovat stl siranu zine¢natého. Molekularni 3D struktura proteinu PsbQ
byla stazena z proteinové databanky www.pdb.org s kédem 1VYK. Molekularni
struktura byla nasledné zpracovana v programu VMD a zobrazeny sekundarni prvky,
Sroubovice a skladané listy a vazby mezi nimi. Diky dobrému rozliseni 1,49 A bylo
mozné zndzornit molekularni model proteinu a pochopit jeho strukturné-funkéni
vztahy. Struktura proteinu PsbP byla stazena taktéz =z proteinové databanky
www.pdb.org s kddem 2VU4. Také tato molekularni struktura byla zpracovana
programem VMD a zobrazena podobné jako v pfedchozim ptipad¢. Diky pomérné
vysokému rozliSeni 1,98 A bylo mozné kvalitni znazornéni proteinu. Data pro cely
proteinovy komplex fotosystému II (PSII) ze sinic byla stazena z www.pdb.org pod
kédem 3BZ1 a 3BZ2. Tento model byl zpracovan programem VMD, kterym bylo
zobrazeno aktivni misto primarni faze fotosyntézy s chlorofyly a a feofytiny. Dale
byl znazornén (Obrazek ¢. 22) kyslik vyvijeci komplex OEC, ktery se podili na

tvorbé€ atmosférického kysliku. Na shodném obrazku je patrné umisténi PsbQ a PsbP
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v blizkosti OEC komplexu a jejich postaveni v celém systému a V membrané

(Obrazek ¢. 2).
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6. Zavér

Cilem bakalatské prace bylo 0svojit si a aplikovat zakladni metody proteomiky,
krystalografie a metod molekularniho modelovani na modelovém a vybraném

fotosyntetickém proteinu.

Pro proteinovou krystalizaci byla pouzita standardni metoda sedici kapky, byl ovéten
krystalizaéni protokol (Prudnikova T. a kol. 2011) a vypéstovany krystaly

studovanych proteint.

Struktura proteinu PsbQ a PsbP byla feSena pomoci modelovacich softwarovych
nastroji WinCoot a vizualizovand nastrojem VMD, jimiZz byly pfipraveny
molekularni 3D modely a popsany strukturné-funkéni vztahy. Byl taktéz pfipraven
model fotosystému II (PSII), bylo znazornéno jeho aktivni misto a proteinovy
komplex OEC, ktery obsahuje anorganické kofaktory (manganovy klastr Mny a ionty
ca®*acl).
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PRACTICAL ASPECTS OF PROTEIN CRYSTALLOGRAPHY

Ivana Kuta Smatanova"?, Jakub Jung', Pavel Malcher', Pavel Nemec', Martin Papez’,
Jan Tvaroh', Oksana Degtjarik’, Jaroslava Kohoutova', Tatyana Prudnikova',
Katsiaryna Tratsiak', and Michal Kuty"?
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CENAKVA and Institute of Complex Systems, Zamek 136, 373 33 Nove Hrady
2 Academy of Sciences of the Czech Republic, Institute of Nanobiology and Structural Biology GCRC,
Zamek 136, 373 33 Nove Hrady

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
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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.

This research is supported by the ME CR (COST LD11011

and CZ.1.05/2.1.00/01.0024), GACR (P207/12/0775 and
P207/11/0717), and by the AS CR.

TOWARDS A STRUCTURE OF GREEN PLANT PHOTOSYSTEM I

Michal Kuty"*, Jaroslava Kohoutova', Jifi Heler'?, Marie Plevako'? Tatsiana Holubeva',
Daryna Kulik', Ondrej Sedo®, Zbynék Zdrahal®, lvana Kuta Smatanova

" University of South Bohemia in Ceské Budgjovice, Institute of complex systems FFPW,
Zamek 136, 373 33 Nové Hrady
2 University of South Bohemia in Ceské Budéjovice, Faculty of Science, BraniSovskéa 31,
37005 Ceské Budsjovice
3Core Facility — Proteomics, CEITEC, Masaryk University, Kamenice 5,625 00 Brno
* Academy of Sciences of the Czech Republic, Inst. of Nanopiology and Structural Biology GCRC, Zamek
136, 373 33 Nové Hrady

Photosystem II (PSII) 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

© Krystalograficka spole&nost
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10. Abstrakt

Cilem této bakalaiské prace byla strukturni studie fotosyntetickych proteinti
PsbP a PsbQ s pouzitim zakladnich krystaliza¢nich technik a metod molekularniho
modelovani V naSich krystalizacnich experimentech jsme aplikovali metodu sedici
kapky principidlné zalozenou na difzi par. Dale byly pouzity softwarové nastroje
pro tvorbu molekuldrntho 3D modelu studovanych proteini. Na zakladé¢
experimentalni mapy elektronové hustoty ziskané z difrakénich dat a na zakladé
znamé primarni struktury studovanych proteinit byly pfipraveny 3D molekularni
modely studovanych proteinii pomoci softwarového nastroje WinCoot. Nasledné byl
pouzit program VMD pro detailni vizualizace ziskané prostorové struktury proteind.
Vyznam bakalafské prace spo¢ivd nejenom v osvojeni modernich biofyzikalnich
metod pro studium struktury a funkce proteint, ale také v ziskani vysledku, které
mohou napomoci detailngji pochopit strukturu a také protein-proteinové interakce
mezi podjednotkami PsbQ a PsbP v ramci multiproteinového komplexu fotosystému
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11. Abstract

The aim of this bachelor thesis is the structural study of photosynthetic proteins

PsbP and PsbQ with the use of basic crystallization techniques and molecular
modelling methods. In our crystallization experiments we have used sitting drop
method that is based on vapor diffusion. Further we have used molecular modeling
software to build the structure of proteins of interest. The molecular 3D structure of
proteins was solved from electron density maps and known primary structure using
software tool WinCoot and visualization was done by VMD software. The results of
this bachelor thesis could be used for closer understanding protein-protein

interactions of subunits PsbQ and PsbP within Photosystem II.
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