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1. Uvod

Krystalografie proteinti je jednou z klicovych technik strukturni biologie poskytujici
informace o struktufe proteinti. Jelikoz proteiny jako strukturni a funk¢ni jednotky hraji
klicovou roli v téle zivych organismi, poskytla tato technika pochopeni jejich funkci a
nasledné ovlivnéni jejich ¢innosti. Z tohoto hlediska ziskala nezastupitelné misto v oblasti
farmaceutického prumyslu, napt. pii hledani novych 1é¢iv, jako Vv piipadé
imunodeficientniho viru (HIV) (Ulbrich a kol., 2012). V neposledni fadé pfinesla nemalé
informace z hlediska imunologie — T-lymfocyty, ¢i umoznila pochopeni struktury
ribozomalniho mechanismu (Ulbrich a kol., 2012).

Halogenalkandehalogenasy (HLDs) patfici mezi mikrobialni enzymy, byly poprvé
identifikovany u gramnegativni bakterie Xantobacter autothrophicus (Janssen, 1985;
Janssen a kol., 1988; Janssen a kol., 1989). Tato bakterie halogenované slouéeniny vyuziva
jako jediny zdroj energie a uhliku. Mechanismus ziskavani uhliku probiha prostfednictvim
hydrolytického S§tépeni vazby halogen — uhlik, pfi némz vznika alkylenovy meziprodukt a
posléze primarni alkohol a vodik (Janssen, 2004). Pomoci tohoto mechanismu, ktery je
charakteristicky pro HLDs, se tato skupina stala vybranou oblasti intenzivniho zkoumani
V ramci Zivotniho prostfedi pro odbouravani halogenovych slou¢enin (zejména s obsahem
bromu a chloru), které jsou soucasti antropogennich latek (Damborsky a kol., 2001,

Koudelakova a kol., 2011).

Halogenalkandehalogenasy se déli podle typu bakterii, ze kterych byly ziskany, napft.
z bakterii Xantobacter a Rhodococus. HLDs jsou rozdéleny do tii podrodin (HLD —I, HLD
—Il'a HLD —IIl) zejména z hlediska sekven¢ni podobnosti, slozeni katalytické pentady a
strukturniho sloZeni vickové domény. Za sesterské podskupiny povazujeme HLD-I a HLD-
I1l, nebot” sloZeni jejich katalytické triady je tvorené ze zbytku kyseliny asparagové a
histidinu (Damborsky a kol., 2010).

Struktura HLDs se sklada ze dvou domén, z hlavni a na ni dosedajici vickové domény.
Hlavni doména je tvotena B-sklddanymi listy a a-Sroubovicemi, kdezto vickovd doména je
tvofena piedevSim a-Sroubovicemi. Mezi t€émito domény se nachéazi aktivni misto, podle
kterého je mozné charakterizovat vlastnosti mikrobialnich enzym HLDs a jejich zatazeni

do tii podrodin (Damborsky a kol, 2010; Otyepka a kol., 2002).



Teoreticka Cast prace zahrnuje charakteristiku rentgenové difrakce, vlastnosti a symetrii
proteinovych krystalt. Dale jsou zde uvedeny programy, které se zabyvaji zpracovanim dat

pro feseni struktury proteint a nasleduje vyuziti halogenalkandehalogenas.

Prakticka ¢ast prace se zabyva feSenim struktury proteinu DgaA z Glacieocola agarilytica
NO2 za vyuziti raznych programii - od zpracovani difrakénich dat pfes validaci az po

grafické zobrazeni konecné struktury.
Cile prace:

1. Zpracovani difrakénich dat ziskanych =z krystald proteinu DgaA =z Glacieocola
agarilytica NO2

2. VyfteSeni a upfesnéni struktury studovaného proteinu
3. Piprava struktury pro deponovani do PDB

4. Porovnani struktury DgaA z Glacieocola agarilytica NO2 s podobnymi proteinovymi

strukturami



2. Literarni prehled

2.1. Rentgenova difrakce

Rentgenova difrakce se v soucasné dobé fadi mezi nejhojnéji vyuzivané techniky pro
stanoveni struktury proteinti. Znalost strukturnich informaci umoziuje vysvétleni jiz diive

nezodpovézenych otazek ve vSech biologickych odvétvich. (Smyth a kol., 2000).

2.1.1. Historie rentgenové difrakce

Dtive nez byla znama rentgenova difrakce, bylo zjisténi proteinové struktury pomérné
narocny a zdlouhavy proces, Casto limitovany na peclivé méteni uhlii mezi vzniklymi
krystalovymi plochami a vykreslovani vektorit do rovinnych vykresti. Pomoci peclivého
méfeni a vykreslovani doSlo k vytvofeni krystalové tfidy nebo bodové skupiny krystald.
Pro zjiSténi vnitini symetrie krystald se krystalografové pokouSeli meéfit fyzikdlni
vlastnosti, jako byl piezoelektricky efekt nebo méfeni dvojitého lomu. Kromé téchto tdaju,
neméli zddné experimentalni dikazy o umisténi atomi v krystalové struktufe, kterymi by
zjistili strukturu krystalti. Tato teoreticka krystalografie se zahy zménila s objevem

Conrada Rontgena (Rupp, 2009).

Wilhelm Conrad Rontgen byl fyzik, ktery poprvé popsal novy typ neviditelného a
pronikajiciho zafeni z katodové trubice v roce 1895. Tento typ zateni nazval rentgenovymi
paprsky (X-rays) (Dreth, 2007). V nasledujicich letech Max von Laue b&hem
experimentovani s rentgenovym zafenim zjistil, Ze atomy v pfirodnim krystalu jsou
pravidelné uspotradany ve stejnych vzdalenostech a vzdalenosti mezi jednotlivymi vrstvami
odpovidaji vinové délce rentgenovych paprski. Z tohoto hlediska dochazelo k interakci
mezi rentgenovym zafenim a pfirodni trojrozmérnou difrakéni miizkou krystalu (Singh,
2009). To znamena, ze pro vyieSeni krystalové struktury dojde Kk ureni a upiesnéni
soufadnic a parametrt teplotniho pohybu vsech atomi v elementarni bunce (Kratochvil a
spol., 2008).



V roce 1913 Waltemen Friedrich, Paul Knipping a Max von Laue ziskali prvni rentgenové
difrak¢ni obrazce. Své prvni data (difraktogramy) ziskali z jednoduchych sloucenin, jako
byl diamant, sulfid zine¢naty ¢i chlorid sodny. (Dreth, 2007; Rupp, 2009). Schématické
znazornéni Laueova experimentalniho uspofadani je znazornéno na Obr. 1. (Singh, 2009).
Timto objevem potvrdili zakladni atomovou konstituci hmoty a interakce (vazby) mezi
atomy a poskytli tak, klicové dikazy pro vyvoj atomové teorie hmoty (Rupp, 2009).
Vysledky, které publikovali v roce 1912, byly pfimym dikazem existence vinové povahy
rentgenovych paprski (Dreth, 2007).
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Obr. 1: Laueovo experimentalni uspoiadani (pievzato z Singh, 2009).

Schématické znazornéni Laueova experimentalniho uspofadani. Rentgenovy paprsek pochazejici z trubice
,»Coolidge tube“ je smérovan do jemné tuzky prichodem dvéma olovénymi sity. Olovéna sita S; a S,
absorbuji vSechny paprsky, s vyjimkou téch, které prochazeji spravné orientovanym krystalem sulfidu
zine¢natého nebo chloridu sodného, ziska se symetricky difraktogram na fotografické desce. Tento vzor se
sklada z centralni tmavé skvrny a dalSich symetrickych bodti odpovidajici konstruktivni interferenci mnoziny

krystalovych rovin vyhovujici Braggové rovnici.

Spravnost rentgenového difraktogramu navrhl Dr. William Bragg, ktery tvrdil, Ze difrakéni
vzor je charakteristicky pro dany krystal a jednotlivé skvrny (Lauecovy skvrny) jsou
zpiisobeny konstruktivni interferenci. Navic tento experiment poukédzal na dvé dilezité
skutetnosti — rentgenové zafeni jsou elektromagnetické viny kratké vinové délky — 10™ m
a atomy krystalu jsou usporadany v pravidelné trojrozmérné miizce. Zjisténi téchto
skutecnosti umoznilo krystalografiim zapocit éru rentgenovych difrakénich metod, které

slouzi ke zjisténi struktury krystal (Singh, 2009).



Elektromagnetické zafeni, které dopada na vzorek krystalu, interaguje s elektrony tfemi
moznymi zpusoby. Prvnim zplsobem je pohlceni rentgenového zafeni elektrony atomu
krystalt, dale elasticky rozptyl (Rayleigh) a nepruzny rozptyl (Comptoniv). Nepruzny
rozptyl, nebo-li negativni (destruktivni) interference, ptispiva k radiatnimu poskozeni,
zvySuje Suméni a vytvafi tak pozadi difraktogramu (difrakéniho obrazce). To znamena, Ze
tii zpisobl interakce s elektrony je pruzny rozptyl (pozitivni interference). Pfi pozitivni
interferenci nedochazi ke ztraté energic a frekvence elektront je stejna, ale pouze se méni
smér Sifeni a vznikd tak sekundarni neboli difraktované zéafeni. Béhem pozitivni
interference, kdy jsou paprsky rentgenového zafeni ve stejné fazi, dojde Kk jejich
interferenci (zesileni). Podminku pro konstruktivni interferenci vysvétluje Braggtiv zakon.
Sumace takovychto rozptylenych vin vede, k tvorbé difrakéniho obrazce, viz Obr. 2, ktery

se pouziva k urceni struktury proteinti (Rupp, 2009).

2,5 A4

Obr. 2: Difrakéni obrazec proteinu DgaA. Tmavé skvrny — pozitivni interference a

svetld mista — negativni interference (Sum pozadi) (Pievzato z Berkova, 2016).



2.1.2. Braggiv ziakon

Braggtiv zakon je podminkou pro konstruktivni interferenci (tmavé tecky)
v difraktogramu. W. L. Bragg vysvétluje pozitivni interferenci tak, ze Uzky paprsek
monochromatickych rentgenovych paprski s vinovou délkou A dopada pod thlem 6 na
mnozinu paralelnich atomovych rovin krystalu, jak je znazornéno na Obr. 3. Tyto paprsky
jsou rozptyleny atomy (B a E) dvou sousednich rovin ‘d’, ve v§ech smérech. Konstruktivni
interference bude probihat pouze mezi témito rozptylovymi vlnami, které se odrézeji
zrcadlové (u zrcadlového odrazu je uhel dopadu roven uhlu rozptylu 6 = 07, lezi ve stejné
roving) z rovnobéznych rovin atomi, maji pouze rozdilnou drahu ni, kde A je vinova délka

rentgenovych paprskt a n je celé ¢islo (Singh, 2009).
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Obr. 3: Bragguv zakon (Braggiv rozptyl). Dvé dopadajici vlny rentgenového
zateni (Podle Singh, (2009) vytvorila Ivana Berkova).

Dvé viny rentgenového zateni A, D, rozptylujici se na atomech B a E, jsou zrcadlové odrazeny podél BC a

EF z krystalovych rovin X a y.

Braggiiv zdkon lze vyjadfit matematicky jako: nh = 2d sinf, kde A je vlnova délka
dopadajicich rentgenovych paprski, n je celé ¢islo (n = 1,2,3...), které odpovida spektru
prvni, druhé, tieti fady a tak dale, d je vzdalenost mezi rovinami, 0 je thel mezi pfichozimi
(rozptylenymi) vinami rentgenového zafeni a rovinami, 2d sin6 je rozdil cesty mezi vinami

(Rupp, 2009; Singh, 2009).



Pro zjisténi struktury proteinu je zapotiebi vzorek monokrystalického ¢i polykrystalického
materialu. Pokud je pouzit monokrystal, mluvime o monokrystalové RTG difrakéni
analyze a v pfipad¢ polykrystalickych vzorkd, se jednd o praskovou RTG difrakéni
analyzu. Experimentalni zafizeni pro RTG strukturni analyzu se nazyva difraktometr, viz

Obr. 4. (Kratochvil a spol., 2008).
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Obr. 4: Schéma difraktometru (pfevzato z Vitek, 2017).

Zékladni slozky proteinového rentgenového difraktometru jsou: zdroj monochromatického
rentgenového zafeni uzavieny v trubici S Cu anodou, kterd musi byt nepfetrzité chlazena
(Brynda, 2002; Fernanda, 2018). Systém je nasledné vybaven optickou soustavou pro
fokusaci difrakéniho zafeni — jedna se o systém zrcadel a clon, které usmérnuji difrakéni
zatreni (Brynda, 2002; Pala a spol., 2012). Dalsi nezbytnou soucasti difraktometru je tzv.
monochromator, ktery slouzi pro selekci jedné vinové délky zafeni a kolimator, ktery
upravuje velikost prochazejiciho rentgenového paprsku, tzn., umoziuje prichod jen uzkému
svazku zafeni a zbylé odstini (Brynda, 2002). V neposledni fadé¢ je dulezity detektor, ktery
se pohybuje v kruhu kolem vzorku a pokryva vSechny thly zafeni a zaznamenava jejich
intenzitu (Fernanda, 2018). Vysledkem rentgenového difraktometru je difrakéni obrazec

S pozitivni a negativni interferenci.



2.2. Vlastnosti proteinovych krystala

Krystaly proteini se vyznacuji pravidelnym uspofadénim do 3D struktury. Zékladni
stavebni jednotka tohoto uspotadani, tzv. elementarni bunka, vytvari krystalovou miizku.
Usporadani v krystalové mfizce je zprostiedkovano slabymi nevazebnymi interakcemi
(napft.: vodikové mustky), které maji za nasledek nizkou mechanickou odolnost (proteiny
jsou obvykle velmi kiehké a lehce rozdrtitelné) a také jsou velmi citlivé k vn€jsim zménam
(pH, teplota a jiné dalsi). Pokud jsou krystaly proteinii vystaveny dehydrataci Ci radiaci
dochdzi k rozsdhlému poskozeni nebo dokonce rozpadu krystalu. Veskeré tyto vlastnosti

jsou zapfic¢inéné strukturou a symetrii proteinovych krystald (McPherson, 2004).

2.2.1. Struktura a symetrie proteinovych krystala

Krystal proteinu je pevna latka, kterd se vyznacuje pravidelnym uspotfadanim. Proteinovy
krystal je charakterizovan krystalovou miizkou, kterou tvoii opakujici se zakladni stavebni
prvek — tzv. elementarni buika, viz Obr. 5 (llari a Savino, 2008; J. Drenth, 2007).
Elementarni burika je definovana tfemi translatnimi vektory a, b, ¢ a tyto vektory spolu
sviraji thly a, B, a A (Drenth, 2007).

v rw

Obr. 5: Elementarni buiika krystalové mfizky, ktera je definovana transla¢nimi
vektory a, b, ¢ a spolu sviraji thly a, B, a A (podle Dreth, 2007 vytvofila Ivana Berkova,
2019).



Opakovanim téchto jednotek dochazi k vytvoreni krystalové miizky, viz Obr. 6.
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Obr. 6: Tridimenzionalni krystalovd mriZka tvorena zakladni (elementarni)

stavebni jednotkou (Podle Dreth, 2007 vytvofila Ivana Berkova, 2019).

Krystalova miizka je tedy tvofena ze zakladni stavebni jednotky, nicméné tato jednotka je
dale tvotena z tzv. asymetrické podjednotky, kterd je povazovana za nejmensi jednotku, na
kterou lze vztahovat operaci symetrie. To znamena, Ze pokud aplikujeme operace
krystalografické symetrie na asymetrickou jednotku, dojde k vytvofeni jedné elementarni
bunky, ktera pii piekladu ve tfech smérech vytvoii cely krystal proteinu, viz Obr. 7. (PDB-
101, 2019).
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Obr. 7: Asymetricka podjednotka, kterou predstavuje modrozelena Sipka a tim,
ze se oto¢i o 180° kolem krystalografické osy symetrie, vznika druha kopie tohoto tvaru.
Spolecné tyto dva tvary vytvareji zakladni stavebni jednotku, ktera pti pfekladu ve tfech
smérech vytvoti krystalovou miizku — Kkrystal proteinu (podle PDB-101, 2019 vytvofila
Ivana Berkova, 2019).

Existuje nékolik zpusobtd, jak asymetrické podjednotky uspofadat do trojrozmérné
krystalové miizky proteinu. Vysledky téchto zpiisobt tvofi prostorové grupy (space group)
a celkem je téchto prostorovych grup na 230. Kazda z téchto prostorovych skupin je
tvofena celoCiselnym indexem, parametry a symboly, které popisuji vlastnosti krystalové
miizky (Aroyo, 2016).
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2.3. ReSeni struktury proteinu

Ke stanoveni struktury proteinu, se pouziva rentgenova difrak¢ni analyza, ktera je zaloZena
na pouziti rentgenového zareni, kde svazkem monochromatického rentgenového zareni
ozafujeme tfidimenzionalni strukturu proteinu (krystalovou miizku). Pfi jejim ozafovani
dochazi k rozptylu rentgenového zatreni na elektronech a vysledkem je difrakéni obrazec

svétlych a tmavych mist, odpovidajici pozitivni ¢i negativni interferenci (B. Rupp, 2009).

Kazdy odraz (strukturni faktor) rentgenového zatreni je charakterizovan amplitudou a fazi,
ktery slouzi pro rekonstrukci elektronové hustoty. Nicméné difrakéni experiment (difrakcni
vzor) neposkytuje pfimou informaci o reflexnich fazich. Tyto informace jsou b&hem
rentgenového difrakéniho experimentu ztraceny a tato neznalost fazi se oznacCuje jako

fazovy problém (G. Taylor, 2003; Wlodawer a kol., 2013).

2.3.1. Fazovy problém

Kazda skvrna (pozitivni a negativni interference) je popsana tzv. strukturnim faktorem.
Strukturni faktor pfedstavuje soucet vSech rozptyld (jsou tvofeny amplitudou a fazi) ze
vSech atomt, které tvofi elementarni buniku krystalu. Fourierovou transformaci tohoto
faktoru mizeme ziskat rozlozeni elektronové hustoty, viz Obr. 8. Amplitudu ziskame
z naméfené intenzity zafeni, jako druhou odmocninu. Kdezto z difrakéniho experimentu
neziskdme Zadnou pifimou informaci o fazi a tato skuteCnost se oznacuje jako fazovy

problém (G. Taylor, 2003; Wlodawer a kol., 2013).
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Obr. 8: Difrakéni experiment.

RTG — zafeni dopada na krystal proteinu (krystalovou mftizku) s uréitou intenzitou (hkl). Amplitu viny (] F
(hKkl)|) 1ze vypocitat z intenzity dopadajiciho zafeni, jako druha odmocnina. K vypoétu elektronové hustoty
v poloze x, y a z (Xyz ptedstavuji soufadnice elementarni buriky), vyzaduje s¢itani vSech hkl. To znamena:
hustota elektronl v (xyz) = soucet piispévki do bodu (xyz) vln rozptylenych z roviny (hkl), jehoz amplituda

zavisi na poctu elektrond v roviné s pfidanim spravné relativni faze. Matematické vyjadieni:
p(xyz) = 1/V|Fhkl|exp Y.(iahkl) exp(—2mihx + ky + z),

Kde h, k a I jsou tzv. Millerovy indexy, V je objem elementarni jednotky a p je elektronova hustota v bod¢ x,
y a z. (podle G. Taylor, 2003; L. Zidek, 2015).

Na zaklad¢ této skutecnosti musi byt faze potvrzena nepiimo. V dneSni dobé existuje
n¢kolik metod, jak wvyfesit fazovy problém: pfimé metody, molekuldrni nahrazeni,

izomorfni nahrazeni a anomalni rozptyl (Woldawer a kol., 2003).
e Primé metody (direct methods)

Jednd se o matematické techniky, které umoznuji vyfeSit fazovy problém pomoci
analytickych metod bez znalosti strukturné-chemickych informaci (Allegra, 1980). Jinymi
slovy ptimé metody vyuzivaji pravdépodobnostni vztahy mezi strukturdlnimi faktory
urcitych skupin reflexi k odhadu jejich fazi, obvykle rozsitenim souboru faze a vyzaduji,
aby tdaje o difrakci probihaly alespoii k atomovému rozliseni 1,2 A (Woldawer a kol.,

2003).

Piimé metody se pouzivaji pfevazné pro feSeni malych molekul a nikoli pfi feSeni velkych
makromolekularnich struktur. Mohou byt vyuZiti 1 pfi nalezeni urcitych ,,specidlnich*
atomu, jako jsou tézké nebo anomalni podstruktury v makromolekularnich krystalech
(Woldawer a kol., 2003). Pfima metoda byla pouzita pfi feSeni struktury inhibitoru
trypsinu (R. Thaimattam, 2002).
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e Molekularni nahrazeni (molecular replacement)

Molekularni nahrazeni je jednou z nejvice vyuzivanych metod v Krystalografii pro feseni
fazového problému. Tato metoda se pouziva, pokud mame strukturné podobny model
proteinu k nami shodnému proteinu (sekvenéni podobnost musi byt > 25%) (G. Taylor,
2003; B. Rupp, 2009). To znamena, Ze tento model (strukturu) jiz nékdo v minulosti
vyiesil a jeho struktura je dostatecné podobnd. Dochazi k porovndvani obou struktur,
nebot’ tato podobnost vétSinou odrazi primarni podobnost, takZze srovnanim sekvenci
ziskame dobry usudek, zda molekularni nahrazeni bude usp$né (L. Zidek, 2015).
Molekula se znamou strukturou (struktura modelu), ktera je z vice nez 25% podobna cilové
struktufe, je umisténd v asymetrické jednotce tak, aby byla minimalizovana odchylka
kotenového sttedniho ¢tverce mezi modelem a cilem (urcuji se tfi rotacni thly a polohové
parametry urcujici polohu). Faze, kterd je vypocitana z modelové struktury, se pak
kombinuje s amplitudou naméfenou z cilové struktury, za ucelem vytvofeni pocatecni
mapy elektronové hustoty. Tedy model nahrazuje cil pro vypocet fazi. Pokud je odchylka
mezi modelem a cilovou strukturou mala, pak mapa elektronové hustoty bude ukazovat
nové vlastnosti cilové struktury. Z toho hlediska povazujeme fazovy problém za vytesSeny

(A. J. McCoy, 2013).

Rotace
= B
O‘{ h “\ - Y ’/{;
< .‘;‘ R 1‘ £}
Yo' ¥ ‘,:b ® A .
- " 4. A
s « \

) )\ Translace
oy, W\
P N\
A%

Homologni model e
omologni mode! }(g?’>‘~.
I;
Neznama struktura

Obr. 9: Molekularni nahrazeni. Orientace nezndmé struktury je zjiSténa rotacni
funk¢ni a jeji poloha v nové jednotkové bunce transla¢ni funkci (podle z G.Taylor, 2003,
vytvoftila Ivana Berkova, 2019).
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Pro molekularni nahrazeni se pouzivaji programy X-PLOR/CNS, AmoRe, MOLREP nebo
Phaser, z nichz se v sou¢asné dob¢ nejhojnéji vyuzivaji MOLREP a Phaser. Pomoci téchto

metod bylo v soucasné dobé vyteseno vice nez 90 % struktur (Scapin, 2013).
e Izomorfni nahrada nahrazeni (isomorphous replacement)

Izomorfni nahrazeni vyuziva rozdily v intenzit¢ odrazu (porovnani difrak¢nich obrazct)
nativniho krystalu a jeho derivatu. Krystal derivatu je charakterizovan tak, ze ve struktufe
ma navazan jeden ¢i vice atoma s velkym poctem elektront (t€zké atomy). V praxi se tento
derivat ponofi do roztoku obsahujici stl t€zkych kovi — Au, Hg, Pb, Pt a jiné dalsi. Tyto
tézké kovy difunduji kanalky, které jsou obsazeny v krystalu a vazi se na specifickd mista.
V ptipad¢ navazani t€zkého kovu musi oba krystaly (krystal bez navazani tézkého kovu a
nativni krystal) vykazovat stejnou velikost prostoru, rozméry jednotkovych bunék a
orientaci proteinu v buiice (stejné miizkové parametry). (G. Taylor, 2003; Lattman a Loll,
2008; B. Rupp, 2009).

Ptidani tézkych kovi do struktury krystalu vyznamné ptispiva k difrakci, a nasledné tim
ovliviiuje intenzitu rozptylenych paprskii. Porovnénim difrakénich obrazcii nativniho
proteinu a jeho derivatu, dochazi k odvozeni pozice téZkych kovl a ziskani hodnoty

pocatecni faze (G. Tayor, 2003).
e Metody anomalniho rozptylu (anomalous dispersion methods)

Vyse zminéné metody jsou zaloZené na tom, Ze rentgenové zafeni prochazi krystalem
netecné vuci elektroniim, tedy nijak nedochazi k vyméné energie mezi krystalem a zafenim

(L. Zidek, 2015).

V piipadé¢ anomalniho rozptylu je to jinak. Tato metoda je charakteristicka tim, ze se
frekvence rentgenového zareni blizi frekvenci resonanéniho pfechodu mezi jednotlivymi
stavy elektronli (dochazi k interakci mezi zafenim a elektrony). Pohlceny foton umoZzni
ptechod elektronu do jiného stavu a vyzareny foton bude mit jinou amplitudu a fazi nez na
pocatku. Tento rozdil je oznatovan za anomalni rozptyl (Lattman a Loll, 2008; L. Zidek,
2015).
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2.3.2. Mapa elektronové hustoty

Vyiesenim fazového problému prostiednictvim vhodné zvolené metody, dojde K vytvoreni
mapy elektronové hustoty. Elektronova mapa je primarnim vysledkem experimentu

s rentgenovou difrakci a reprezentuje distribuci atomut v prostoru (Smyth a Martin, 2000).

Po ziskani mapy elektronové hustoty, je zapotiebi ziskat kvantitativni reprezentaci
atomové struktury molekuly. To znamena, Ze je potieba védét, kde jsou vSechny atomy —
vytvofit seznam soufadnic X, Yy, z kazdého atomu molekul. Ziskani téchto soufadnic
odpovida zakladni molekularni struktufe, kterou konstruujeme pomoci pocitacového
softwaru. Software nam umoznuje manipulovat s pozicemi atomu, dokud se neShoduji

s experimentalnimi obrazy (E. Lattman a P. Loll, 2008).

Interpretace map elektronové hustoty, a tim i pfesnost atomovych modelil je zavisld na
rozliSeni (tj. na poctu odrazii obsaZzené v mapovém vypoctu) (Wlodawer a kol., 2003). Na
zaklad¢ kvality krystalu (kvalita difrak¢énich dat) mize elektronovd mapa obsahovat Sum, a
tim zpUsobit nezietelny tvar molekuly. Cim lepsi rozliseni ziskame, tim bude snadn&jsi
stavba modelu. Rozliseni se udava v A [1 A = 0,1 mm] a za atomarni rozliSeni se povazuje
1 A. Pfi tomto rozlieni miiZzeme pozorovat pozice jednotlivych atomd. Tim, jak se
rozliSeni snizuje (A nabyvaji na hodnot&) dochazi ke zkresleni a neni tedy mozné urcit
pozici jednotlivych atomil. Za mezni hodnotu rozlieni se povazuje 3A (Smyth a Martin,

2000).

2.3.3. Budovani modelu a zpiesiiovani struktury

Po ziskani dostate¢n¢ kvalitni mapy elektronové hustoty je dilezité, do jejich kontur vlozit
model proteinové struktury, viz obr. 10. Minimalni shoda aminokyselinové sekvence se
uvadi > 25%. Po vloZeni modelového proteinu dochazi k vytvofeni prvotniho modelu,
ktery obsahuje mnoho chyb, které se opravuji v procesu zpiesiovani modelu (tzv.
refirement) (Emsley a Cowtan, 2004; E. Lattman a P. Loll, 2008). To znamena, Ze se
provadi opakovana minimalizace, vypocitaji se nové strukturni faktory a vysledkem je

presnéjsi mapa elektronové hustoty (L. Zidek, 2015).
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Automatickou ¢i manudlni tUpravou je snaha docilit, co moznd nejlepsi shody mezi
pozorovanymi a vypocitanymi difrakénimi daty. Pro upravu téchto chyb se vyuziva celd
fada pocitacovych softwarli, napt. Coot (ktery je propojen s programem REFMAC
poskytujici dalsi kroky k upfesnéni struktury), XtalView nebo O (Emsley a Cowtan, 2004;
E. Lattman a P. Loll, 2008). Métitkem spravnosti (kvality) ziskaného modelu je tzv. R
faktor. R faktor udava miru shody mezi krystalografickym modelem a experimentalnimi
RTG daty. To znamena, ze pokud se snizuje hodnota R, dochazi ke zdokonalovani

struktury (L. Zidek, 2015).

Obr. 10: Mapa elektronové hustoty molekuly proteinu (modie) s vestavénym

strukturnim modelem (vytvofila Ivana Berkova, 2019).

Vysledkem zptesiiovani a modelovani je model struktury, ve kterém zname soufadnice
vSech atomu (x, y, z). Nicméné tento vysledek neni vzdy uplny, nebot’ se v modelu
vyskytuji ¢asti molekul, které mohou zaujimat riznou konformaci. Je tedy velmi bézné, Ze
z difrakénich dat nelze uréit polohu nékterych pohyblivych aminokyselin na koncich
polypeptidovych fetézcti ¢i polohu nékterych atoml v postrannich fetézcich na povrchu

biomakromolekul (L. Zidek, 2015).
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2.3.4. Validace struktury

Béhem feseni struktury proteinu je molekulové modelovani a zpfesinovani Cisté
subjektivni. Z ¢ehoz vyplyva, ze je zapotiebi programti ovéfujicich kvalitu dané struktury.
Na validaci se pouziva cela fada programu, které sleduji kvalitu a jsou schopny detekovat a
odstranit chyby. Jednim z takovych programt, ktery je schopen dané chyby detekovat, aby
byl ziskan co mozna nejlepsi kone¢ny vysledek, je MolProbity. MolProbity je schopen
nabidnout validaci kvality pro nukleové kyseliny, fadu komplexti a v neposledni fadé

struktury proteind, vice v kapitole 2.5 (Kleywegt, 2000).
Mefritka kvality ziskané struktury:
R — faktor

R-faktor nebo také faktor spolehlivosti je fazen mezi vyznamné a nejhojnéji pouzivané
méfitko kvality. Faktor, ktery vyjadiuje miru shody mezi krystalografickym modelem a
experimentalné namétenymi rentgenovymi difrakénimi daty. Jinak feceno, vyjadiuje shodu
toho, jak upfesnénd struktura odpovidd zjisténym datim (Kleywegt a Briinger, 1996;
Kleywegt, 2000; Kasplus a Diederichts, 2012).

Hodnoty, které mize R faktor nabyvat, jsou 0 — 1. Hodnota 0 odpovida dokonalé shodé
mezi experimentalnim pozorovanim a strukturnimi faktory pifedpovézenymi z modelu. To
znamend, ze b&hem validace by se mél R-faktor sniZzovat. A tim by mélo dochazet
k zptesiiovani struktury daného proteinu. Za znak spravnosti u dat s vysokym rozlisenim se
povazuje hodnota R-faktoru 0,25 a méné. Nicméné existuji ptipady, kdy nizka hodnota R-
faktoru nemusi nutn¢ odpovidat dobrému modelu (Kleywegt a Briinger, 1996; Kleywegt,
2000). Podle Zidka (2015) je také mozné ziskat nizkou hodnotu R faktoru uméle, napiiklad

doplnénim molekul vody.
L Rfree = faktOr

Rree je definovan stejnym vztahem jako v piipadé R-faktoru s rozdilem, ze se pocita jen s
malou podmnoZinou odrazi (reflexi). Tento faktor méfi miru, do jaké model odpovida
difrakénim datim testovaci sady. Jinymi slovy, faktor Rfee by nemél pfesdhnout hodnotu
0,40, bez ohledu na hodnotu R faktoru, ktera by byla pod 0,20. Protoze pokud by byla
hodnota nad 0,40, jednalo by se o modely obsahujici vazné chyby (Kleywegt a Briinger,
1996; Karplus a Diederichts, 2012).
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Podle Kleywegta a Briinera (1996) by mél byt rozdil mezi hodnotami R-faktoru a Riree -
faktoru maly.

e Kompletnost dat

Kompletnost dat udava, jaka cast reflexi byla v rozsahu Braggovych vzdalenosti skute¢né
naméfena ze vSech pozorovatelnych hodnot. Hodnota komplexnosti se udava v procentech
a nejvyssi hodnota dosahuje 100. Pokud je hodnota méné€ nez 100, znamena to, ze néjaké
reflexe chybi a dochazi ke zhorSeni modelovych parametri (Kleywegt, 2000; Weiss, 2001,
Dauter, 2017).

e Ramachandraniv diagram

Dalsim spolehlivym métitkem kvality, které posuzuje, zda je feSena struktura proteinu
dostate¢né kvalitni, je Ramachandrantv diagram. Ramachandraniv diagram je soucasti
valida¢nich nastroji, jako naptiklad: PROCHECK, MolProbity a jiné dalsi. Princip
Ramachandranova diagramu je zaloZzen na skuteCnosti, Ze kazda aminokyselina
Vv polypeptidovém fetézci je charakterizovana dvéma torznimi uhly @ a Y. To znamena, ze
kazda aminokyselina je v polypeptidovém fetézci usporadana tak, aby nedochazelo ke
sterickym zabrandm pomoci kombinaci téchto dvou uhld, které jsou dovolené. K tomu
slouzi tento diagram, ktery vynasi tyto kombinace obou uhla — thel @ je osa x a thel ¥ je
osa y. Graf je rozdélen do nékolika oblasti. Oblast, ktera je pfednostné zajimava, oblast
povolena, oblast vyjime¢na a oblast zakdzana. Udava se, Ze pokud je hodnota
Ramachandranova diagramu nad 90%, tak se jedna o kvalitni strukturu studovaného
proteinu (Laskowski a kol., 1993; Vondrasek a Vymeétal, 2016).
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2.4. Programy na zpracovani dat

Ziskani struktury proteint je zdlouhavy a naro¢ny proces, ktery lze zrealizovat pomoci

nékolika pocitacovych programu, napi. XDSAPP, MolRep, WinCoot a jiné dalsi.

2.4.1. XDSAPP

Prvotnim krokem pro ziskéani struktury proteinu je zpracovani difrak¢énich dat pocitaCovym

programem XDSAPP (XDS Automation and Plotting Protocols) (Krug a kol., 2012).

Program XDSAPP umoziuje automatické zpracovani difrakénich dat s minimalnim
vstupem uzivatele a soucasné generuje vizudlni zpétnou vazbu (napt. grafy a jiné dalsi) o
prabéhu zpracovani a vyslednou kvalitu dat (Krug a kol.,, 2012). Krom¢ programu
XDSAPP je mozné pouziti MOSFLM (Leslie, 2006) nebo HKL-2000 (Otwinovski a
Minor, 1999) a podobné programy. Od programu XDSAPP se tyto programové softwary

1isi napt. v rychlosti Fourierovy transformace (Krug a kol., 2012).

XDSAPP obsahuje potiebné kroky ke zpracovani difrakénich dat — opravy, indexovani,
integrace, rizné skalovani a statistiky (méfitka faktor, pocet silnych mist, divergence
paprskt, apod.). Kromé téchto krokt je program schopen vyhodnocovat kvalitu
difrakénich dat a provadét testy potenciondlnich problémil. Po zpracovani difrakénich dat
dochazi k vytvoreni mapy elektronové hustoty a je vygenerovan mtz file (Krug a kol.,
2012; Karine a kol., 2016).

Program XDS generuje osm raznych tabulek, které ptedstavuji rtzné tkoly a jsou
reprezentovany jako grafy, tabulky a jiné dalsi, viz Obr. 11. V téchto tabulkach jsou
zaznamenany napf. parametry zékladni stavebni jednotky (unit cell), prostorova skupina

(space group), R faktory a dalsi parametry (Krug a kol., 2012; Karine a kol., 2016).
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Obr. 11:
2012).

Shrnuti vysledku p¥i zpracovani difrakénich dat (pfevzato z Krug a kol.,

2.4.2. MolRep

Po zpracovani difrakénich dat v programu XDSAPP, kde je vytvofena pifedb&éznid mapa
elektronové hustoty, je potfeba vyfesit fazovy problém. Vyteseni tohoto problému nabizi
nékolik programl. Nicméné nejhojnéji vyuzivanym programem je MolRep (molecular

replacement).

Jedna se o automatizovany program pro molekuldrni nahrazeni (molecular replacement),
ktery vybira vSechny pozadované parametry feSeni a vytvaii tak model, ve kterém jsou
orientované a umisténé jednotkové bunky (unit cell). Tento model se vytvari pomoci
struktury, ktera je > 25% aminokyselinové sekvence podobna té studované (Vagin a

Teplyakov, 1997).

Program MolRep je softwarovy bali¢ek a je soucasti programu CCP4 (Collaborative

Computational Project, Cislo 4), ktery sdruzuje i jiné programy dulezité pro feSeni struktury
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proteini. Pomoci MolRepu je v soucasné dobé vyieSeno vice nez 95% proteinovych
struktur. MolRep, ktery se pouziva pro feSeni fazového programu pomoci molekulédrniho
nahrazeni, obsahuje nékolik vestavénych funkci pro piipravu modelu, napf. umoziuje
specifické ptizpisobeni modifikace modelu — parametry pro efektivni vyhledavani,

moznosti pro piipravu a korekci modelu. (Lebedev a kol., 2008).

Molekularni nahrazeni muze byt také provadéno programem Phaser. Tento program
vyuziva metody maximalni pravdépodobnosti pro vyhledavani prekladii a rotacnich funkeci.
Phaser byl velmi uspésny pfti feSeni mnoha diive nezvladatelnych molekulérnich nahrazeni

(McCoy, 2007).

2.4.3. Refinement (zpresnéni, zdokonaleni)

Poté, co bylo provedeno molekularni nahrazeni (porovnani aminokyselinové sekvence,
feSeni fazového problému), je model stile nepfesny. Je tedy zapotiebi, aby doSlo ke
zdokonaleni faze, a nasledné tak k vylepSeni mapy elektronové hustoty. Pro zpfesnéni
(refinement) jsou zapotiebi dodatecné prestavby. Tyto dodate¢né piestavby umoctiuji
softwarové programy, jako napt.: Refmac5 (The Link to X-Ray Protein Crystallography
[online], Florian Fish, 2009).

Program Refmac5, ktery je soucasti programového balicku CCP4, pouziva techniku
maximalni pravdépodobnosti pro optimalizaci — tzn., pfizpusobuje atomové parametry
modelu k rentgenovym krystalografickym datim (dochazi ke statistickému pfizptisobeni
atomovych soufadnic, aby 1épe odpovidaly difrakénim datim). Toto pfizptisobeni je
charakterizovano prostfednictvim R faktoru (méfi se, jak daleko se vypocitané amplitudy
lisi od pozorovanych amplitud) (Rinaldelli a kol., 2014). Béhem zpiesiiovani dochazi
k poklesu (minimalizaci) R faktoru a obecné se uvadi, ze hodnoty lezici mezi 15% - 25%
odpovidaji kvalitnimu modelu (The Link to X-Ray Protein Crystallography [online],
Florian Fish, 2009).

Tento program, ktery slouzi k zptesiiovani struktury makromolekularnich komponentt
Vv celém rozsahu, vyuziva rizné funkce v zavislosti na difrakci (napt. amplituda, intenzita a

jiné dalsi) a pomoci riznych vylepsujicich nastroji (Murshudov a kol., 2011).
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Pti zdokonaleni modelu jsou vyuzivany dvé metody: maximalni pravdépodobnost, ktera je
popséana vySe a simulované zihani. Obé metody pouzivaji omezeni, jak ma vypadat
atomovy model (rizné vzdalenosti, uhly vazeb a teplotni faktory — faktor B) (The Link to
X-Ray Protein Crystallography [online], Florian Fish, 2009).

Program umoznuje vylepsSeni konecné faze modelu a nasledné zlepSeni mapy elektronové
hustoty, se kterou nasledné pracuji dal$i programy, napi. Coot (Crystallographic Object-
Oriented Toolkit). Krom¢ programu Refmac5 se vyzivaji i dalsi, jako napt.: CNS
(Crystallography and NMR System), MOPRO (Molecular Properties) (Murshudov a kol.,
2011).

2.4.4. WinCoot

Coot (Crystallographic Object-Oriented Toolkit) je urCen pro makromolekularni
modelovéni, kompletaci a validaci modelu. Tento program zobrazuje mapy elektronové
hustoty, modely a umoziiuje modelovou manipulaci (idealizace, zdokonaleni redlné¢ho
prostoru, manualni rotaci/pfemistovani, mutaci a dalsi manipulace). Cilem Cootu je
poskytnout pfistup k potfebnym nastrojim pro intenzivni zpifesiiovani a validaci

makromolekularni struktury (Emsley a Cowtan, 2004; Emsley a kol., 2010).

Hlavnim tkolem softwaru je vizualizace makromolekularni struktury a dat, budovani

modelu do mapy elektronové hustoty a nasledna validace (Emsley a kol., 2010).

Coot poskytuje néstroje pro zobrazeni trojrozmérnych dat spadajicich do tii tfid: atomové
modely (obecné zobrazené jako vektory spojujici atomy), mapy elektronové hustoty a

obecné grafické objekty (Emsley a kol., 2010).

Program Coot obsahuje: 1. Hlavni okno, viz Obr. 12, které se sklada z nasledujicich prvkd.
Ve stfedu hlavniho okna je trojrozmérné platno, které obsahuje atomové modely, mapy
elektronové hustoty a jiné. 2. V horni ¢asti je panel nabidek, ktery zahrnuje rtizné soubory
(File, Edit a jiné dalsi), ktera poskytuje piistup k t€émto souborim a nastrojim pro
manipulaci s modely. 3. Mezi listou nabidky a hlavnim oknem je panel nastrojt, obsahujici
casto pouzivané ovladaci prvky (napf. Reset view — pfepind mezi pohledy molekul). 4. Na

pravé strané okna je panel néstroji umoziujici modifikaci atomovych modelii (napf.
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mutace, rotace a dalsi) 5. Pod oknem je fadek, ve kterém je kratky text zobrazujici zpravy

o stavu provadénych operacich (Emsley a kol., 2010).

File Edit Calculate Draw Measures Validate HID About Ligand Extensions

R/RC
Map

[=3 ©, Reset View [ Display Manager & S,

MBFOO

fo -

& @D~

40 e

@ -

__-es file C:/DgaA_CCP4\2XT0_withot_water_molrep1_refmac2.pdb. Molecule number 0 created.

Obr.12: Program Coot, poskytujici makromolekularni modelovani (vytvoieno:
Ivana Berkova, 2019).

2.4.5. MolProbity

Jednd se o webovou sluzbu poskytujici ovéfeni struktury, kterd je zaloZzend na
Sirokospektralni trovni hodnoceni kvality modelu na globélni a lokalni Grovni. Poskytuje
informace o kvalité struktury nejen proteint, ale také nukleovych kyselin. Informace jsou
poskytovany v grafickych formatech — tabulky a grafy (Vincent a kol., 2009; Davis a kol.,
2007; Davis a kol., 2004).

Ovefteni struktury dané makromolekuly za¢ina nahranim vlastniho koordina¢niho souboru
nebo PDB souboru (napt. PDB soubor z programu WinCoot). Posléze se vybere jedna
z moznych funkci, které webovy portal nabizi pro dal$i validaci (napf. ptidani vodikd,
analyza vSech atomu a jejich geometrie), vesSkeré tyto kroky slouzi k validaci a posléze

Kk zpiesnéni dané struktury makromolekuly (Vincent a kol., 2009).

Kromé¢ téchto funkci je také MolProbity schopen kontrolovat konformacni odchylky,

analyzovat rotamery a Ramachandrantiv diagram. Pfidanim atomt vodikd upozoriiuje na
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sterické problémy uvniti molekuly, dokaze vypocitat vodikové mistky a van der Waalsovy

interakce, pomoci programem REDUCE (Davids a kol., 2007).

Kromé této webové sluzby pro ovéteni struktury je mozné pouzit program PROCheck,
ktery poskytuje celkové statistické udaje, hodnoceni a informace o lokdlnich

problémovych oblastech (Davis a kol., 2004; Davis a kol., 2007).
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2.5. Vyuziti halogenalkandehalogenas

Halogenované slouceniny jsou latky, které znecist'uji zivotni prostfedi v dusledku jejich
vyuziti — herbicidy, insekticidy, fungicidy, rozpoustédla, hydraulické a teplonosné
kapaliny, plastifikatory a v neposledni fad¢ jako meziprodukty pii chemické syntéze.
Kromé toho je také znamo, Ze jsou halogenované uhlovodiky produkovany napiiklad
dfevokaznymi houbami, vice nez 130 sloucenin obsahujicich chlér bylo izolovano z rostlin
a kapradin (Fetzner a Linges, 1994; Fetzner, 1998). Bylo zjisténo, Ze nékteré organismy
tyto latky syntetizuji k chemické obrané, naptiklad jako drazdivé latky nebo pesticidy, ¢i
jako antibakterialni, antimykotické, insekticidni a herbicidni latky (Fetzner, 1998). Navic
jsou halogenované slouceniny produkovany v abiogennich procesech, naptiklad pii erupci

sopky, lesnimi pozary a v dalSich geotermickych procesech (Kurihara a Esaki, 2008).

Velky pocet halogenovych sloucenin byl uznan za potencialné¢ mutagenni, karcinogenni a
toxické latky pro nékteré organy (jatra, ledviny nebo nervovy systém). Velké nebezpeci
téchto sloucenin tkvi v jejich nizké biologické rozlozitelnosti, kterd predstavuje velkou
hrozbu pro Zivotni prostfedi a volné Zijici zvifata. Za nejvic nebezpetné lze povaZzovat
halogenové¢ alifatické slouceniny bromové a chlorované alkany a alkeny (Stucki a Thuer,

1995).

Halogenalkandehalogenasy (HLDs) jsou pievazné znamy svou schopnosti transformovat
halogenové slouceniny a na zaklad¢ této schopnosti, znamé jako bioremediace, se hojné
vyuZivaji pro odstranéni téchto latek ze znecisténé pudy, povrchové vody, podzemnich vod
a z atmosféry. Bioremediace lze dosdhnout pouZitim mikroorganismi, které vytvareji
HLDs. Piikladem takové aplikace je naptiklad odstranéni 1,2- dichlorethanu z podzemnich
vod za pomoci kmene X.autrotrophicus GJ10. Obecné znamé jako mikrobialni
dehalogenace (Stucki a Thuer, 1995).

Navic tyto degradacni aspekty mohou byt vyuZity pro primyslové biokatalyzatory pii
vyrobé cennych meziprodukti v chemickych syntézach. Kromé toho se biokatalyzatory
vyznacuji riznou regiospecifitou a chiralitou, ktera vede k vytvotfeni novych produkti
v primyslovém odvétvi (Fetzner a Linges, 1994). Napiiklad opticky ¢isté alkoholy a estery
jsou dulezité stavebni bloky pii syntéze 1é¢iv (Pieters a kol., 2001; Kourist a spol., 2008;
Westerbeek a kol., 2011). Vysoce enantioselektivni HLD DbjA je schopen produkovat (S)-
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pentan-2-ol, ktery je pouzivan jako meziprodukt pifi vyrobé Ilé¢iv pro  léceni

Alzheimerovych chorob (Patel, 2006).

Zajimavé pouziti HLDs je naptiklad u bakterii, které jsou geneticky modifikované pro
expresi rekombinantniho fluoroacetatu dehalogenasy. Uvadi se, ze byly pouzity k ochrané
ovci pred toxicitou fluoroacetatu, které byly syntetizovany nékterymi rostlinami (Kurihara

a Esaki, 2008).

HLDs jako DhaA, DmbA a LinB se pouzivaji pii dekontaminaci pudy od vale¢nych
¢inidel, jako je naptiklad yperit (Prokop a kol., 2006). Dalsi aplikaci téchto enzymi je
stanoveni Urovn¢ toxicity halogenovych uhlovodikli v zivotnim prostfedi pomoci

biosenzori (Peter a kol., 1996).
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3. Material a metody

3.1. Sbhér difrakénich dat

Pro ziskani difrakénich obrazcu byly vybrany krystaly proteinu DgaA z Glacieocola
agarilytica NO2, které byly vypéstovany metodou sedici kapky o koncentraci proteinu 5
mg/ml. Nejlepsi krystaly byly ziskdny za pouziti krystaliza¢nich ¢inidel ze sady Index
HR2-144 (Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA) a za podminek oznacené 49 a 74,
viz Tab. | a na Obr. 13. Rentgenova difrakce byla provedena ve védeckém pracovisti
Helmholtz Zentrum Berlin (HBZ) v némeckém Berliné se zdrojem synchrotronového
zatizeni BESY — II. Pfed zahajenim sbéru difrakénich obrazci byly nejprve krystaly
proteinu DgaA zmrazeny pomoci tekutého dusiku, z divodu zamezeni teplotné-vibra¢nich
pohybli. RTG — zafeni o vinové délce 0,918 A prochézelo krystalem s oscila¢nim {thlem
0,1°, kdy pfi kazdém pootoceni krystalu byl ziskdn difrakéni snimek. Méteni krystalu bylo

ukonéeno po otoceni o 180°.

Tab. I: Podminky, pFi niZ vznikaly krystaly proteinu DgaA, vhodné pro rentgenovou

difrakéni analyzu.

€ Dgan Krystalizacni Cinidlo pomér
[mg/ml] ¢~ Tsal pufr srazedlo v kapce
5 49 |0,2MCaCl,.2H,0  |0,1MBIS-TRISpH 6,5 |45 % 2-methyl-2,4-pentadiol |1:1

5 74 |0,2MLi,SO,.H,0 0,1 M BIS-TRIS pH 5,5 25 % Polyethylen glykol 3350 |1:1
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Obr. 13:  Krystaly A — krystalizace s krystalizaénim ¢inidlem ¢. 49 a Kkrystaly B —

krystalizace s krystaliza¢nim ¢inidlem ¢. 74.
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3.2. Zpracovani difrakénich dat

Ziskana difrak¢ni data byla dale zpracovana pomoci programu XDSAPP béhem tii krokl —
indexace, integrace a analyza. Béhem zpracovani difrak¢nich dat bylo ziskdno predbézné
grafické vyhodnoceni informaci (napf. parametry unit cell, R-faktor a dalsi) a ziskan
vystupni soubor ve formatu mtz obsahujici informace pro dalsi zpracovani. Posléze byl
tento soubor zpracovan pomoci programu Matthews coef a mosfilm, ktery umoznuje
vyhodnotit poc¢et molekul v asymetrické jednotce a jedna se tak o prvni krok pro stanoveni

struktury.
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3.3. Reseni fazového problému

3.3.1. Srovnani sekvenci

Béhem feseni struktury proteinu DgaA z Glacieocola agarilytica NO2 je zapotiebi vyfesit
fazovy problém. Pro vyieSeni fazového problému byla zvolena metoda molekularniho
nahrazeni, kterd pozaduje znamy model podobného proteinu. Na zékladé aminokyselinové
sekvence proteinu DgaA z Glacieocola agarilytica NO2 byla v RCSB PDB nalezena

podobna aminokyselinova sekvence vhodného homologu.

3.3.2. Molekularni nahrazeni

Sekvence podobného homologu byla pievedena do souboru pdb a nasledné byl tento
soubor pouzit v programu MOLREP (molecular replacement), ktery je soucasti CCP4, pro
vytvofeni pocateéniho modelu. Tento program na zakladé informaci z homologniho
proteinu - parametry elementarni bunky, symetrie krystalu a dalsi, je schopen vytvofit

pocate¢ni model studovaného proteinu. (Lebedev a kol., 2008).

Jako vstupni data pro program MOLREP byl pouzit pdb soubor (obsahujici sekvenci
homologu), mtz soubor (vychozi slozka obsahujici informace o proteinu DgaA
z XDSAPP) a fasta (sekvence studovaného proteinu DgaA) — tento format byl vytvofen
v textovém editoru. Jednotlivé kroky jsou oznafeny na Obr. 14. Kromé& vytvoreni

pocatecniho modelu, je tento program schopen vypocitat space group dané¢ho proteinu.
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Job title |DdgaA_molrep
Do Molecular Replacement

Use MAP files for [ search model

Full path.. — I-::.r N -3--1-----_2'13'1"‘_2_1_F_reﬁna{€|_nlz)

FSIGF = FP —

Dgah Fo-7 % _alig .p:lb‘

pm—

> oo [ )

Fixed DgaA

[ Automatic output filename

Solution DgahA — ngaA_1 _align_molrep1.pdb

Search Options

Experimental Data

Model

Infrequently used options

Run

Obr. 14:  VloZeni vstupnich dat do programu MOLREP.
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3.4. Upresnéni struktury

Pocate¢ni model vytvofeny programem MOLREP, byl nasledné upraven softwarem

REFMAC. Program REFMAC dale slouZi pro zpiesnéni a Gpravu proteinovych struktur.

Dalsi upravy struktury byly provedeny v programu WinCoot. Zpoc¢atku byly kontrolovany
jednotlivé aminokyseliny v fetézci, zda se shoduji s aminokyselinovou sekvenci proteinu
DgaA z Glacieocola agarilytica NO2. Pokud se objevily chybné aminokyseliny, byla
zapotfebi Uprava pomoci tzv. mutace. Poté bylo provedeno fitovani fetézci do mapy
elektronové hustoty pomoci piikazi - ,,Real Space Refine Zone* a ,,Regularize Zone*.
V oblastech bez mapy elektronové hustoty byly aminokyseliny vymazany. Veskeré tyto

upravy se délaji s cilem zlepSeni geometrie molekuly.

Vzdy, pokud jsou provedeny upravy v programu WinCoot, je zapotiebi spusténi programu
REFMAC. Program REFMAC slouzi ke zdokonaleni soufadnic modelu. Jako vstupni data
byl pouzit pdb soubor z programu MOLREP a mtz soubor proteinu DgaA z XDSAPP.
Vlozeni téchto soubort je vyznaceno na Obr. 15. Pii kazdém dal$im zdokonaleni soufadnic
programem REFMAC byla pouzita slozka pdb, ktera byla vygenerovana z ptedchoziho

cyklu s ulozenymi zménami, vytvofené z programu WinCoot.

Pro kontrolu, zda dochazi k zptesiiovani a zdokonaleni geometrie a soufadnic, je vhodné
sledovat hodnotu R-faktoru, Ramachandrantv diagram a teplotni faktor (uvedeno
v kapitole 4.5 a 4.6).
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Job title |DgaA_refmac

Do restrained refinement — |u5ing no prior phase information — |in|:|ut

[~ Input fixed TLS parameters

no — |lwin refinement
Use Prosmart: no —i | {low resolution refinement)
[~ Run libg to generate external restraints (DNA/RNA) automatically — |

[~ Run Cootfindwaters to automatically add/remove waters to refined structure

MTZin} Full path.. —-'Ic.-:—,-;-'-. e ;-_-;':.

P = | sigma SIGFP _-|

e
— |C:Mazaf nawr Astal2WTO withet wentzr mzirop? rofmzod 2 ::)ot-ﬂ@v

MTZ out DgaA — |g22EE_ 7 T L eneIt20.miz
th..

Full pat
PDB out Dgah — I.'!."!'!"'—_-.;;.u;_ uuuuu _sn wpri_tennac?1.pdb

LIBin DgaA —

Output lib Dgah — IZXT 0_withot_water_molrep1_refmac19-coot-18.cif
Refmac keyword file Dgah —

Fl

Obr. 15:  VloZeni vstupnich dat do programu REFMAC.
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3.5. Validace struktury

Validace struktury byla provedena pomoci programi Molprobity a ProCHECK, které jsou
voln¢  dostupné na  webovych  strankach ~ molprobity.biochem.duke.edu a

servicesn.mbi.ucla.edu.

Pro validaci struktury byla pouzita vychozi data pdb souboru proteinu DgaA obsahujici
finalni verzi modelu po upfesnéni struktury pomoci programi WinCoot a REFMAC.
V MolProbity po vlozeni souboru pdb byla zvolena funkce ,,add hydrogens* do struktury a
posléze provedena analyza kontakti v§ech atomi v modelu, za pouziti funkce ,,analyze all-
atom contacts and geometry“. Vysledky pomoci MolProbity a ProCHECK jsou uvedeny
v kapitole 4.5.
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3.6. Zobrazeni struktury

Pro zobrazeni finalni struktury proteinu DgaA z Glacieocola agarilytica NO2 byl pouzit
graficky program PyMol (DeLano, 2002). Software PyMol slouzi ke grafickému
zobrazovani dat, které byly ziskdny pomoci rentgenové krystalografie a NMR
spektroskopie. Pro ziskdni kone¢né struktury je potieba vlozit soubor ve formatu pdb, ktery

byl ziskan po kone¢nych tpravach z programu WinCoot.

Po vlozZeni pdb souboru do programu PyMol je mozné danou strukturu upravovat, napf.
zvyraznéni o-helixti, B-listd, dale umoziuje zobrazeni struktury v podobé tyCinkového
modelu, maslickového a dal$i. Ostatni piikazy lze dohledat na webovych strankach
pymol.sourceforce.net. Grafické zobrazeni proteinu DgaA z Glacieocola agarilytica NO2

je v kapitole 4.7.
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4. Experimentalni vysledky

4.1. Vysledky rentgenové analyzy

Béhem rentgenové difrakéni analyzy bylo na detektoru ziskano vice nez 2000 difrak¢nich

snimk proteinu DgaA z Glacieocola agarilytica NO2 s rozligenim do 2,5 A viz Obr. 16.

D5 A

Obr.16:  Jeden z difrakénich snimku proteinu DgaA.
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4.2, Vysledky zpracovani difrakénich dat

Program XDSAPP zpracoval 15 135 skvrn (85,5%) z difrak¢nich snimkt a vysledkem

byly stru¢né informace o daném proteinu, které jsou shrnuty v Tab. II.

Tab. Il: Shrnuti informaci poskytnuté program XDSAPP.

Prostorova grupa P2(1)2(1)2(1) (19)

Parametry elem. buiiky [A] 176,46 177,38 253,67 90,0 90,0 90,0
I/sigl 8,00 (1,98)

R faktor [%0] 26,8 (95,5)

Kompletnost [%0] 99,4 (97,8)

Mozaicita [°] 0,042

Isa 28,32

Multiplicita 6,02

Limit rozli$eni [A] 49,45-2,93 (3,11-2,93)
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4.3. Vysledky feSeni fazového problému

4.3.1. Vysledky srovnani sekvenci

Nejvétsi aminokyselinova sekvencni podobnost byla nalezena u proteinu DppA
z Plesiocystis pacifica SIR-1, ktera vykazovala 52% podobnost s proteinem DgaA
z Glacieocola agarilytica NO2, viz Obr. 17. Spole¢na aminokyselinova sekvence proteint,
byla pouzita pii feSeni fazového problému béhem molekularniho nahrazeni.

Length: 293 E-value: 9.73285E-91 Score: 331.643bits (349) Identities: 153/293 (52%) Positives: 203/293 (69%) Gaps: 1/293
(0%)

& 18 28 38 48 58 68 78 88 28 1aa 11e

Query LRTPEERFSVLPAFPYQPNYWDDLGGYESLRMAYIDEGDKDSEYTFLCLHGEPTWSY LYRKMIPYFTDAGHRYVAPDLFGFGREDKP IEDSYYNFEFHRNSLIQLIEHLDY

RTP++RF+ LP FPY P+Y L G+E LRM Y+DEG +D+E+TFLCLHGEP+WS+LYRKM+PVFT AG RVVAPDLFGFGRSDKP +D+VY F FHR SL L U
Shjct VRTPDDRFADLPDFPYAPHYLEGLPGF EGLRMHYVDEGPRDAEHTFLCLHGEPSWSFLYRKMLPYFTAAGGRYVAPDLFGFGRSDKPTDDAYVYTFGFHRRSLLAFLDALQY
. o . N . C
4 1@ =] 3@ 4 58 (als] 70 e =15 ] laa 11@
Obr.17:  Sekven¢ni podobnost proteinu DgaA (horni ¢ast obrazku) a proteinu

DppA (dolni ¢ast obrazku). Zelené jsou vyznacené aminokyseliny, které¢ jsou shodné u
obou proteint. (Vygenerovano v RCSB PDB: Protein Data Bank [online]. Dostupné 5. 8.
2019 z WWW: https://www.rcsh.org/>).

4.3.2. Vysledky molekularniho nahrazeni

Fazovy problém byl feSen metodou molekularniho nahrazeni, s pouzitim proteinu DppA z
Plesiocystis pacifica SIR-1 saminokyselinovou shodou 52% s proteinem DgaA
z Glacieocola agarilytica NO2. Molekularni nahrazeni bylo provedeno programem
MOLREP se vstupnimi slozkami: pdb soubor — aminokyselinova sekvence proteinu DppA,
mtz soubor — vystupni data proteinu DgaA z XDSAPP a fasta — soubor obsahujici
aminokyselinovou sekvenci proteinu DgaA. Program MOLREP vygeneroval pocatecni
model, ktery byl nasledné upravovan programem WinCoot, viz Obr. 18. Kromé této

funkce je program MOLREP schopen zjistit (ovéfit) prostorovou grupu, viz Tab. 111
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Obr.18:  Poc&ateéni model vygenerovany programem MOLREP. Zluté znaéeni —

uhlikovy skelet, modie — dusik, ¢erven¢ — kyslik a zelené€ - sira.

Tab. I11: Ovéfeni prostorové grupy pomoci programu MOLREP.

Nsg sg Score Cntr
1 19 P212121 0, 361 6, 679
2 16 P222 0, 341 4,260
3 17 P2221 0, 336 4,703
4 1017 P2122 0, 338 4,101
5 2017 P2212 0, 339 5,141
6 18 P21212 0, 349 5, 860
7 2018 P21221 0, 343 4,774
8 3018 P22121 0, 346 4, 480

Porovnani Cntr (kontrast), je hodnota u ¢. 1 nejvétsi a lze tedy piedpokladat, Ze prostorova

grupa bude 19.
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4.4, Vysledky upresnéni struktury

Upiesnéni struktury proteinu DgaA probihalo v nékolika cyklech, aby dosSlo ke
zdokonaleni struktury (zlepSeni geometrie molekuly). Zdokonaleni probihalo tak, ze
jakakoliv zména (iprava aminokyselin — zména thlu, mutace, vymazani a jiné dalsi, Obr.
19) v programu WinCoot byla vzdy uloZena jako soubor pdb a vlozena do programu
REFMAC. Béhem téchto cyklu se sledovalo zlepSeni nékolika hodnot; R-faktor a Ry -
faktor, které ukazuji shodu mezi krystalografickym modelem a experimentdlnimi daty
rentgenovou difrakci, viz Tab. IV. Pro kontrolu zda dochazi, k upfesnovani struktury bylo

vhodné také sledovat teplotni faktor.

Aminokyselinova sekvence proteinu DgaA z Glacieocola agarilytica NO2 obsahuje 307
aminokyselin, nicmén¢ koncové aminokyseliny (1 Met, 2 Tyr, 301 lle a 302-307 Met) byly

smazany zddvodu chybéjici mapy elektronové hustoty, protoze tyto koncové

aminokyseliny jsou ve struktufe pohyblivé a Casto dochdzi ke zméné konformace.

Obr.19:  Mutace aminokyseliny tyrosinu na phenylalanin. Béhem kontrolovani
aminokyselinové sekvence se Casto vyskytovaly chyby — jako v ptipadé tyrosinu, kdy na

jeho misté méla byt aminokyselina phenylalanin.
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Tab. IV: Shrnuti hodnot R béhem upfesiiovani struktury.

Refmac 5 R factor IN R factor OUT R free IN Rfree OUT
1 0,5064 0,4988 0,5308 0,5300
2 0,4987 0,4965 0,5284 0,5269
3 0,4951 0,4904 0,5264 0,5257
4 0,4898 0,4897 0,5264 0,5246
5 0,4884 0,4859 0,5232 0,5228
6 0,4868 0,4863 0,5205 0,5198
7 0,3965 0,3958 0,4519 0,4499
8 0,3931 0,3877 0,4498 0,4481
9 0,3861 0,3864 0,4475 0,4469
10 0,3830 0,3847 0,4482 0,4478
11 0,3833 0,3831 0,4487 0,4487
12 0,3826 0,3230 0,4023 0,3820
13 0,3130 0,3120 0,3620 0,3450
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4.5. Vysledky validace struktury

Vysledky validace struktury byly provedeny pomoci internetového serveru MolProbity,
ktery proveril 298 rezidui (aminokyselin). Tato struktura byla vyfeSena pro rozliSeni 2,40

Aa obsahuje 1 hlavni a 1 postranni fetézec. R faktory této domény jsou R fee: 0,3450 a R:
0, 3120.

Po zahrnuti funkce ,,analyze all-atom contacts and geometry byly ziskany informace o

geometrii proteinu a kontaktech jednotlivych atomu. Tyto vysledky jsou shrnuty v Tab. V.

Tab. V: Shrnuti validace struktury pomoci MolProbity:

Kontakty atomii Clashscore, all atoms 22.13 54™ percentile
Ramachandran outliers 10 3,38%
Ramachandran favored 240 81,08
Geometrie proteinu | MolProbity score 2,56 64™ percentile
Bad bonds 0/2399 0,00 %
Bad angles 8/3254 0,25 %

Krom¢ MolProbidy byl pouzit pro validaci struktury ProCheck, ktery také provétil 298
rezidui a zobrazil vSechny kombinace torznich thld ® a ¥ Ramachandranovym
diagramem, viz Obr. 20. Podle Ramachandranova diagramu lezi 190 rezidui (73,9 %)
Vv ptednostné povolené oblasti, 62 (24,1 %) v povolené oblasti, 3 (1,2 %) ve vyjimeéné
povolené oblasti a 2 (0,8 %) rezidui v zakazané oblasti. V zak4zané oblasti se nachézi
aminokyselina Glycin a Prolin, stim ze na Glycin se Ramachandraniv diagram
nevztahuje, je to dano tim, ze jeho postranni skupina je nahrazena atomem vodiku a tim se

znaéné zvySuje plocha povolenych skupin v grafu a jeho flexibilita.
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Obr.20: Ramachandranav diagram proteinu DgaA. Cervené je znatena prednostné
povolena oblast, tmavé zluté povolena oblast, svétle Zluté vyjimecna oblast a bile zakazana

oblast.
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4.6. Vysledky zobrazeni struktury

Finalni grafické zobrazeni struktury proteinu DgaA z Glacieocola agarilytica NO2 bylo
provedeno pomoci programu PyMol, viz Obr. 21. Jedna se o polymer (z divodu naro¢nosti
zobrazeni struktury byla zobrazena jedna molekula), ktery se sklada ze dvou domén —
hlavni doména a na ni pfiléhajici vickova doména. Mezi témito doménami se nachazi
aktivni misto. Hlavni doména se sklada z B-listt, s tim Ze obsahuje paralelni a antiparalelni
listy. Tato doména je dale po stranach lemovana a-Sroubovicemi. Hlavni doména je velmi
rigidni oproti vickové doméng, ktera je naopak velmi flexibilni. Vickova doména se sklada

pievazné z a-Sroubovic (Otyepka a kol., 2002; Damborsky a kol., 2010).

Vi¢kova doména

AKtivni misto

Hlavni doména

Obr.21: Finalni struktura proteinu DgaA. Struktura zobrazena programem
PyMOL. Vyznacené domény — hlavni a vickova. Vyznacené a-helixy (Cervené) a B-listy

(Zluté).
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5. Diskuse

Béhem zptesnovani struktury proteinu DgaA z Glaciecola agarilytica NO2 byla vzdy
upfesinovana pouze jedna molekula z osmi molekul v asymetrické jednotce a to z divodu,
ze pti pokusech upfesnéni vSech osmi molekul, byly vysledky neptfesné. Jinymi slovy,
béhem validace pomoci internetovych programi MolProbity (Chen a kol., 2010) a
ProCHECK (Laskowsky a kol., 1993), které umoziuji upozornit na n¢kolik lokalnich chyb
vmodelu (napi.: Spatné uhly, délka vazby a dalsi), vzdy vychazely vysledky
v Ramachandranové diagramu negativné¢ (velké mnozstvi aminokyselin se nachazelo
v zakazané oblasti) a tudiz vychazelo, Ze struktura proteinu DgaA z Glaciecola agarilytica
NO2 neodpovida skutecnosti. Tato komplikace je dana tim, ze protein DgaA z Glaciecola
agarilytica NO2 je jednou zmala halogenalkandehalogenas (HLDs), ktera neni
monomerni. Pii validaci jedné molekuly byly vysledky v Ramachandranové diagramu
uspokojivé. V zakazané oblasti se nachazely pouze 2 aminokyseliny, jako naptiklad glycin,
na ktery se Ramachandrantiv diagram nevztahuje. Z divodu, Ze jeho postranni fetézec je
nahrazen atomem vodiku a tim se zna¢né zvysuje plocha povolenych skupin v grafu a jeho
flexibilita.

Asymetricka jednotka u DgaA z Glacieocola agarilytica NO2 je slozena z 8 molekul,
z nich 2 molekuly jsou chybné orientovany. V Ramachandranové diagramu se nachazi 190
rezidui (73,9 %) v piednostné povolené oblasti, 62 (24,1 %) v povolené oblasti, 3 (1,2 %)
ve vyjimecné povolené oblasti a 2 (0,8 %) v zakazané oblasti. Lokalni chyby a fakt, Ze
73,9% rezidui lezi v pfednostné povolené oblasti Ramachandranova diagramu, i kdyz by
vysledek mél byt nad 90 %, pravdépodobné také souvisi s horSim rozliSenim difrakénich
dat (2,50 A) (Laskowski a kol., 1993). Znakem spravnosti finalniho modelu je hodnota R-
faktoru 0,3120, hodnota Ryee - faktoru 0,3450 a kompletnost dat 99.4. Finalni model byl
zobrazen pomoci programu PyMol (DeLano, 2002).

Porovnani trojrozmérné struktury proteinu DgaA z Glaciecola agarilytica NO2 se
strukturami ulozenymi v PDB databazi pomoci DALI serveru (Holm a Laakso, 2016), se
ukazala podobnost s halogenalkandehalogenasami ID PDB: 2xt0 z Plesiocystis pacifica
SIR-1 (Hesseler a kol., 2011), 2yxp (Liu a kol., 2007), 1cij (Pikkemaat a kol., 1999), 1b6g
(Ridder a kol., 1999), 1be0 (Krooshof a kol., 1998), 1bez (Krooshof a kol., 1998), 2pky
(Liu a kol., 2007) a 2had (Franken a kol., 1991) z Xanthobacter autotrophicus. S tim, ze
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nejvetsi podobnost je s jiz diive zminovanym proteinem 2xt0 z Plesiocystis pacifica SIR —
| (Hesseler a kol., 2011), ktera ¢ini 52%. Zbylé halogenalkandehalogenasy vykazuji
podobnost 50% a méné¢ (RCSB PDB, 2019). V ptipadé¢ prvniho proteinu 2xt0 z
z Plesiocystis pacifica SIR — | (Hesseler a kol., 2011), kdy podobnost aminokyselinové
sekvence odpovidala 52 %, muzeme s jistotou ur€it, ze protein DgaA z Glacieocola
agarilytica NO2 je tfazen do stejné podrodiny HLD-1 jako v pfipadé proteinu 2xt0
z Plesiocystis pacifica SIR — | (Hesseler a kol., 2011), viz Obr. 21. Po porovnani struktur u
vySe zminénych proteinu, které byly izolovany z bakterie Xantobacter autotrophicus a
jejichz shoda byla kolem 50%. MiZeme také pro ovéfeni fici, Ze protein DgaA
z Glacieocola agarilytica NO2 patii do podrodiny HLD-1 (Chovancova a kol., 2007).
Rozdil u téchto struktur spociva v tom, ze nékteré Casti (vétSinou a-helix) jsou viici sobé

mirné posunuty, viz Obr. 22.

Obr.22:  Prekryvajici se struktury proteinu DgaA (Zluté) a 2xt0 - DppA

(€ervené€). Zobrazeno pomoci programu PyMol (DeLano, 2002).
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‘ leij/DgaA:

Obr. 23:  Prekryvajici se struktury proteinu DgaA (Zluté) s proteiny 2yxp (rdzove),
2pky (Sediveé), 2had (svétle modie), 1cij (svétle zelen€), 1be0 (tmavé modic) a 1bbg
(oranzové), jejiz shoda je méné nez 50%. Kdy kazda z téchto struktur vykazovala mirné

posunuti a-helixt. (DeLano, 2002).
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6. Zaver

Teoreticka ¢ast diplomové prace je zaméfena na rentgenovou difrakéni analyzu, jeji
principy a feSeni proteinovych struktur pomoci rtiznych krystalografickych a grafickych
programt.  V neposledni  fadé¢ je  vdiplomové  praci  popsano  vyuziti

halogenalkandehalogenas.

V praktické casti jsou uvedeny jednotlivé kroky, které vedly ke zjisténi struktury proteinu
DgaA z Glaciecola agarilytica NO2. Prvotni krok — sbér difrak¢énich dat, je navazujicim
spojnikem K bakalaiské praci, od které se odviji nasledujici kroky, jako je zpracovani
difrakénich dat, feSeni fazového problému, upfesnéni struktury, validace a zavére¢né

zobrazeni struktury proteinu DgaA z Glaciecola agarilytica NO2.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo feSeni struktury proteinu DgaA z Glaciecola
agarilytica NO2 pomoci nékolika programu. Postupné byly pouzity programy od XDSAPP
az po konecné grafické zobrazeni prostfednictvim programu PyMol. Pomoci programu pro
grafické zobrazeni struktury se potvrdilo, ze se skutecné struktura sklada z vickové (tzv.
,,cap domény*) domény, hlavni domény a mezi témito doménami se nachazi aktivni misto
proteinu. Vickova doména je tvofena z a-Sroubovic a hlavni doména je slozena jak z a-

Sroubovic tak B-skladanych listii (Chovancova a kol., 2007; Damborsky a kol., 2010).

Krystaly proteinu DgaA z Glaciecola agarilytica NO2 krystalizovaly v kosocétvere¢né
krystalové miizce odpovidajici prostorové grupé ¢&islo 19 (P2:P2:P2;) S rozméry
elementarni buiiky: a= 176,46 A, b=177,38 A, ¢ =253,67 A, a=90,00°, B =90,00° a A =
90,00°. Bylo zjisténo, ze asymetricka jednotka proteinu DgaA z Glaciecola agarilytica
NO2 obsahuje 8 molekul, z nichz 2 molekuly jsou chybné orientovany. Struktura byla
vyfeSena pomoci molekularniho nahrazeni s rozlisenim 2,40 A. Finalni model obsahuje
298 rezidui stim, Ze 9 rezidui bylo z proteinu vymazano z diivodu chybé&jici mapy

elektronové hustoty.

Nasledné doslo k porovnani struktury proteinu DgaA z Glaciecola agarilytica NO2
s jinymi halogenalkandehalogenasami, kdy se potvrdilo, ze nejvétsi aminokyselinova
sekvenéni shoda je s proteinem DppA z Plesiocystis pacifica SIR — | (Hesseler a kol.,
2011).
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