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1. Uvod

Rentgenova krystalografie je v soucasné dobé jednou z nejvyznamnéjSich metod,
které se pouzivaji K urovani trojrozmérné struktury proteint na zakladé jejich atomarniho
slozeni. Nezbytnou a nutnou podminkou k pouziti této metody je ptiprava kvalitniho
monokrystalu. Proces ziskani krystalu 0 vyhovujici kvalité pro rentgenovou difrakci je velmi

naro¢ny a zavisi na mnoha parametrech.

Proteinova krystalografie nachazi uplatnéni v mnoha oborech, zejména v medicing,
pramyslu nebo zeméd€lstvi. Strukturni studie maji dalezitou roli také pro molekularni
biologii, enzymologii, farmakologii a dalsi discipliny jako biochemie a biofyzika
(McPherson, 2004).

Bakalarska prace v teoretické Casti popisuje principy krystalizace, fazovy diagram,
krystalizaéni metody, nejcastéjsi mozné vysledky krystalizace, testy krystall, zakladni

informace o studovanych proteinech v ramci této prace a makromolekularni databazi.

Prakticka ¢ast bakalarské prace je zaméfena na krystalizaci Xylanasy a thaumatinu -
dvou modelovych proteinii a popisem jejich fazovych diagramd. V neposledni fadé se
zabyva krystalizaci nové ptipravené a doposud necharakterizované cukr-fosfatasy DH Tt80

Z Thermococcus kodakarensis KODL1.
Cilem bakalaiské prace bylo:

1. zvladnout zakladni a pokrocilé krystalizatni metody na vybranych modelovych
proteinech

2. pokusit se zaznamenat fazovy diagram krystalizaéniho procesu na modelovych
proteinech

3. nalézt a optimalizovat krystalizaéni podminky pro piipravu proteinovych krystalt

4. pripravit krystaly studovaného proteinu DH Tt80 v difrakéni kvalité

5. otestovat piipravené krystaly a pokusit se ziskat difrak¢ni data



2. Literarni prehled

2.1. Uvod do krystalizace

Krystalizace je komplikovany proces, skladajici se zhledani individualnich
podminek a parametri, které ovlivituji vznik krystald a jejich naslednou optimalizaci
zaucelem ziskani dostateCn¢ kvalitnich krystalii vhodnych pro provedeni rentgenové
difrak¢ni analyzy. Principem tohoto procesu je pozvolné prevedeni systému do stavu snizené
rozpustnosti a nasledna uprava vlastnosti systému, z divodu dosazeni limitniho stupné

pfesyceni (Kutd Smatanova, 2003).

Makromolekularni krystalizace zahrnuje krystalizaci proteinti, nukleovych kyselin,
virt a ribozomu. Doposud neexistuje zadna komplexni teorie, ktera by popisovala, jak
ptesné lze urCitou makromolekulu uspé$né vykrystalizovat, rast makromolekularnich
krystalt je z velké ¢asti empiricky. V dusledku toho krystalizace vyZzaduje zkuSenosti, intuici

a predevsim trpélivost a vytrvalost (McPherson & Gavira, 2014).

Uspésnost krystalizace zavisi na mnoha faktorech (napt. teplota, pH, koncentrace),
pfi¢emz musi byt vzdy splnéna zakladni podminka a tou je supersaturace, tj. piesyceni
roztoku. Bergfors (1999) stav supersaturace definuje jako nerovnovazny stav, ktery je
charakterizovan tendenci formovat pevnou fazi a zaroven zvySovat pomér této faze do doby,
nez je ustdlena rovnovaha, respektive rovnovaznd koncentrace. Vyhovujici krystaly

pro rentgenovou difrakéni analyzu maji rozméry od 10 um3 a vice (Chayen, 2004).
2.2. Proces krystalizace

Proces vzniku proteinovych krystalii se sklada ze tii fazi: nukleace, rustu krystalt

a zastaveni rastu krystalt.

2.2.1. Nukleace

vvvvvv

Smatanova (2003) popisuje nukleaci jako proces, kdy dochédzi ke vzajemnému kontaktu
vhodné orientovanych molekul a pfi piekroCeni limitu supersaturace se zaindji vytvaret

stabilni agregaty, v idedlnim piipad¢ krystaliza¢ni jadra.

Nukleace je aktivovany proces, jelikoz nové vznikajici jadro musi ptekonat
energetickou bariéru. Toto jadro se nachazi v horni ¢asti bariéry, ktera urcuje rychlost
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nukleace. V horni ¢asti bariéry jsou jadra mikroskopicka, coz ¢ini pozorovani nukleace pfilis
slozité. Tento proces je témét vzdy heterogenni, jadra jsou v kontaktu s povrchem. Nicméné
vznik jader muze byt studovan pomoci pocitacovych simulaci (Sear, 2007). Pokud je

zformovano jadro, rist krystalu pak nésleduje spontanné (Chayen, 2004).
2.2.2. Riist krystalii

Rist krystald je dynamickym procesem, pfi kterém dochdzi k interakci vhodné
orientovanych molekul s jadrem krystalu a jejich nasledném uspotfadani na povrchu jadra.
Rust krystalu zavisi na dvou parametrech - difuznim stupni, ktery popisuje rychlost difuze
V oblasti ristu krystalu a depozi¢nim stupni, ktery popisuje rychlost vylouceni pevné faze
z roztoku. Nejlepsi krystaly vznikaji z malého poctu jader a rostou volnou rychlosti (Kuta

Smatanova, 2003).

Rust krystaltl je vyrazné prozkoumanégj$im procesem nez nukleace. Jiz od 19. stoleti
bylo znamo, ze krystaly v roztoku nabyvaji na velikosti nardstanim. Ruastové jednotky se
volné pohybuji v roztoku a za vhodnych podminek se ptipoji ke krystalu (Garcia-Ruiz,
2003). Proteinové krystaly rostou hlavné klasickym mechanismem dislokaé¢niho rustu,

dvojrozmérnym, normalnim a trojrozmérnym ristem (McPherson, 2004).

V ideédlnim ptipadé rostou kvalitni monokrystaly pro difrakéni analyzu z malého
poctu malych krystald, v jinych ptipadech muze dojit napi. Kk tvorbé velkého mnozstvi
mikrokrystali, dendritli, sferulitl, olejovych agregati, amorfnich pudri nebo kapka

proteinového roztoku zistane ¢ird (Kuta Smatanova, 2003).

Rist proteinovych krystaltl je ovlivnén celou fadou faktori, pticemz kazdy z faktort
je jinak dulezity pro dany protein. Mezi tyto faktory patii napt. vliv pH, pufry, koncentrace
srazeciho c¢inidla, koncentrace proteinového roztoku ajeho dcistota, teplota, substraty,
koenzymy, inhibitory nebo také vibrace a zvuk, tlak, aditiva nebo manipulace a Cistota prace
(Kuta Smatanova, 2003).

2.2.3. Ukonceni ristu krystali

Zastaveni rustu krystalG je findlni faze, dochazi k ni po ustaleni termodynamické
rovnovahy nebo pfi ptiliSném nahromadéni necistot a defektii na povrchu krystalu (Kierzek

& Zielenkiewicz, 2001).



2.3. Fazovy diagram

Ptiklady fazovych ptechodl vidime vSude kolem nés, napt. srazky nebo zmrznuti
vody do ledovych krystali (Sear, 2007). VSechny tyto procesy jsou zalozeny na nukleaci
arustu krystald stejné jako vznik proteinovych krystali. Protein zustava v roztoku pouze
do urcité koncentrace. Pokud je této limitni koncentrace dosaZeno, roztok jiz nezistiava
homogenni, nastava zména faze a protein se vylucuje z roztoku v pevném stavu, idealné

ve form¢ krystalu (Kuta Smatanova, 2003).

Proces krystalizace je ilustrovan fazovym diagramem, ktery popisuje skupensky stav
vSech veli¢in v systému. Pro proteinovy roztok jsou témito veli¢inami koncentrace proteinu,
teplota, srazeci ¢inidlo a jeho vlastnosti, napi. pH, koncentrace, pufry, aditiva. Nejb&znéjSim
typem je 2-D fazovy diagram, znazoriujici zavislost rozpustnosti proteinu na jiném ur¢itém

parametru roztoku a to ve vétsing piipadd na koncentraci srazeciho ¢inidla (Asherie, 2004).

Typicky fazovy diagram se sklada ze Ctyi Casti, které reprezentuji odlisné stupné

presyceni. Tyto oblasti jsou znazornény na Obr. 1 a Chayen (2004) je popisuje nasledovng:

e Oblast vysokého piesyceni (oblast precipitace, zlutd), kde se protein bude srazet.

e Oblast mirného ptesyceni (labilni oblast, modrd), kde probiha spontanni nukleace.

e Oblast nizkého piesyceni (metastabilni oblast, fialova), kde jiz neprobiha nukleace,
krystaly jsou stabilni a mohou rlst. Podminky v této oblasti jsou nejvhodngjsi
pro rist spravné uspotadanych krystalt.

e Oblast nenasyceni (bild), kde je protein plné rozpustény a nekrystalizuje.



kitvka rozpustnosti  kitvkca srazeni

koncentrace
protein

nenasycena oblast

koncentrace srafeciho Ginidla

Obrazek 1: Fazovy diagram rastu krystali.

Dilezitou soucasti fazového diagramu je kiivka rozpustnosti, kterd ilustruje, jak se
meéni rozpustnost proteinu v zavislosti na koncentraci srazeciho c¢inidla. Rozpustnost
proteinu se obvykle uruje vlozenim proteinového krystalu do srazeciho roztoku, ktery
neobsahuje zadny protein a Krystal se v ném zacne rozpoustét. Jestlize je objem srazeciho
roztoku dostate¢né maly, krystal se pIné nerozpusti, ale rozpousténi ustane, jakmile protein
v roztoku dosahne urcité koncentrace. Pii dosazeni této koncentrace je systém v rovnovaze
a znamena to, ze krystal ztraci proteinové molekuly stejnou rychlosti, jako je ziskava.
Variaci tohoto experimentu je zacit v pfesyceném roztoku, kde systém dosdhne rovnovahy
rustem krystalu. Ur€eni rozpustnosti proteinu touto metodou je ale obtiznéjsi, jelikoZ povrch
krystalu mize byt postizen necistotami a nespravné orientovanymi proteiny. Ve stru¢nosti
1ze vyznam kiivky rozpustnosti pro proteinové krystaly popsat tak, ze krystaly se rozpousti
V oblasti nenasyceni, kde je koncentrace pod rozpustnosti proteinu a naopak rast krystali

probiha v oblasti presyceni (Asherie, 2004).



2.4. Pre-krystaliza¢ni test

Pre-krystalizani test se vyuzivd za ucelem stanoveni vhodné koncentrace
proteinového roztoku pro krystalizacni experiment. Koncentrace proteinového roztoku je
dalezitym parametrem, pfili§ koncentrované vzorky mohou vyustit v amorfni sraZeniny,
naopak piili§ zfedéné vzorky poskytuji ¢iré kapky. Provedeni tohoto testu pred samotnou
krystalizaci napomaha v minimalizaci poctu kapek s témito vysledky (Hampton Research,
2015).

Pre-krystalizacni test se provadi pomoci PCT sady, kterou poskytuje spolecnost
Hampton Research (USA). Sada obsahuje 4 unikatni ¢inidla, diky kterym lze vyhodnotit
vhodné podminky pro uréity protein. Nejprve je protein smichan se dvéma prvnimi ¢inidly,
ktera diagnostikuji, zda je koncentrace proteinu vhodna pro krystaliza¢ni ucely. Tieti a ¢tvrté
¢inidlo je vyuzivano, pokud je protein citlivy na koncentraci soli a polymeru (Hampton
Research, 2015).

2.5. Krystaliza¢ni metody

Existuje celd fada metod pouzivanych pro uvedeni roztoku proteinu do stavu
supersaturace, zejména pomalym snizovanim koncentrace rozpoustédla (McPherson, 1999).
DosazZeni stavu supersaturace je nezbytné pro ziskani proteinovych krystali. Tyto metody se

nazyvaji krystaliza¢ni a je moZné je rozdé€lit do tfi skupin:

e Standardni (zékladni) metody
e Pokrocilé metody

e Alternativni metody
2.5.1. Standardni krystaliza¢ni metody

Mezi stadardni krystalizacni metody patii techniky zalozené¢ na difuzi par
rozpoustédla, konkrétné metoda sedici kapky (Sitting Drop Vapor Diffusion), metoda visici
kapky (Hanging Drop Vapor Diffusion) a metoda sendvi¢ové kapky (Sandwich Drop Vapor
Diffusion). Dale se do této kategorie fadi davkova krystalizace (Batch Crystallization),

mikrokrystalizace pod olejem (Microbatch Under QOil) a dialyza (Dialysis).



2.5.1.1. Metody zaloZené na diftzi par

Principem krystalizacnich technik zalozenych na difuzi par je odpafovani vody
Z kapky rozpoustédla, z mista s niz§i koncentraci sraZzeciho ¢inidla, do reservoaru, mista
s vyssi koncentraci srazeciho ¢inidla, pficemz se v kapce zvySuje koncentrace proteinu
a krystaly se formuji v okamziku, kdy je systém v rovnovazném stavu nebo jeho blizkosti,
idealné v nuklea¢ni zo6n¢ fazového diagramu (Dessau & Modis, 2011). Ve stru¢nosti Ize tyto
metody popsat tak, ze rovnovaha je ustanovena na zakladé rozdilné koncentrace v kapce

a reservoaru pomoci difize par.
Metoda sedici kapky (Sitting Drop Vapor Diffusion)

Provedeni metody sedici kapky spoc¢iva v napipetovani ur€itého objemu srazeciho
¢inidla (500 - 1000 ul) do reservoaru a umisténi kapky proteinu (az 20 pl) a srazeciho ¢inidla
(az 20 ul) do stojanku uprostied reservoaru. Cely systém se poté zaizoluje lepici paskou
nebo krycim skli¢kem, aby bylo umoznéno dosaZeni termodynamické rovnovahy. Schéma

metody sedici kapky je znazornéno na Obr. 2.

krvei sklicko nebo
lepici paska

voda ;
— kapka proteinu a

srazeciho ¢inidla

/

/

srazeci cinidlo v
reservodara

Obrazek 2: Schéma metody sedici kapky.

Metoda sedici kapky se vyuziva v pfipadech, kdy experiment vyzaduje vétsi objem

kapky proteinu a srazeciho ¢inidla, nez je mozné pouzit v experimentu s visici kapkou. Dale



pak v pfitomnosti aditiv, které snizuji povrchové napéti kapky, jako jsou detergenty nebo

organicka rozpoustédla (Bergfors, 1999).

Mezi vyhody techniky sedici kapky patii nakladova 1 casova efektivnost, rychlost
a jednoduchost experimentu, umisténi kapek ve stabilni poloze vsedé, kompatibilita s gely,
moznost pouziti detergentti a organickych a hydrofobnich ¢inidel (Hampton Research,
2015). Nevyhodou této metody je, ze krystaly mohou nekdy pfili§ pfilnout k povrchu, coz

¢ini pozd¢js$i manipulaci s nimi obtiznou.
Metoda visici kapky (Hanging Drop Vapor Diffusion)

Metoda visici kapky se provadi tak, ze do reservodru je napipetovan urcity objem
srazeciho Cinidla. Kapka smési proteinu a sraZeciho Cinidla je napipetovana na sklenéné
kryci sklicko, které¢ je nésledné umisténo nad reservoar a utésnéno pomoci silikonu, ¢imz je
systém izolovan a dochazi k postupnému ustanoveni rovnovahy. Schéma metody visici

kapky je znazornéno na Obr. 3.
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Obrazek 3: Schéma metody visici kapky.

Nejvice biologickych makromolekul bylo vykrystalizovano pomoci metod
zalozenych na difuzi par a visici kapka je nejbéznéjsim pouzivanym typem (McPherson,

1982). Metoda visici kapky je pouzivand v ptipadech, kdy experiment nevyzaduje vétsi



objem kapky (od né€kolika pl do 20 pl) a zaroven roztok neobsahuje detergenty nebo
organicka rozpoustédla (Bergfors, 1999).

Jako vyhody techniky visici kapky se uvadi nakladova a casova efektivnost, rychlost
a jednoduchost experimentu, snadné pozorovani krystalli, snadny piistup ke krystaltim,
kontakt kapky se silikonizovanym povrchem skla a moznost provedeni nékolika pokust,
t]. kapek sjednim reservoarem (Hampton Research, 2015). Nevyhodou této metody je

omezeny objem kapky, se kterym Ize experiment provést.
Metoda sendvi¢ové kapky (Sandwich Drop Vapor Diffusion)

Pii pokusu provedenym metodou sendvicové kapky, ktera je znazornéna na Obr. 4,
se do reservoaru napipetuje uréity objem srazeciho ¢inidla a dale se smichany roztok
proteinu a srazeciho ¢inidla napipetuje doprostied na spodni silikonizované sklicko a poté se
umisti vrchni silikonizované sklicko nad kapku. Mezi sklicky zistane maly prostor, takze

kapka je zde seviena a tim je vytvofen ,,sendvic®, podle kterého je tato metoda pojmenovana

(Hampton Research, 2015).
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Obrazek 4: Schéma metody sendvicové kapky.

Tato technika v porovnani se sedici nebo visici kapkou redukuje rychlost odpafovani

z kapky a poskytuje stabilni prostfedi pro rlst krystali (Sun et al.,, 2010). Pouziva se



v ptipadech, kdy experiment vyzaduje pomalejSi mechanismus ustanoveni rovnovahy

a specialni optické vlastnosti.

Jako vyhoda této techniky se uvadi dobré optické vlastnosti pro pozorovani krystala

(McPherson, 1999), nevyhodou je ¢asova narocnost.
2.5.1.2. Davkova krystalizace (Batch Crystallization)

Davkova krystalizace je nejjednodussi a zaroven nejstarsSi metodou pouzivanou
ke krystalizaci protein jiz ptes 150 let. Vyzaduje pouze smichani proteinu a roztoku

srazeciho ¢inidla a ¢as, za ktery se zapocne spontanni nukleace (McPherson, 1999).

Vyhodou davkové krystalizace je jeji rychlost a jednoduchost, mize byt provedena
ve vétSich objemech (od 350 pl a vice) v Petriho misce, kapilafe nebo vétSim reservoaru
(Bergfors, 1999). Nevyhodou je, Ze pfi experimentu je najednou testovano pouze uzké

rozmezi koncentrace roztoku proteinu a srazeciho ¢inidla (Tomcova, 2007).
2.5.1.3. Mikrokrystalizace pod olejem (Microbatch Under Qil)

Mikrokrystalizace pod olejem spociva v napipetovani malé kapky smési roztoku
proteinu a srazeciho c¢inidla (1 —2 pl) pod tenkou vrstvu oleje. Olej zajisStuje malou
a pomalou difazi par. Tato metoda muze byt provadéna klasicky ru¢né nebo pomoci robotd,
coz nabizi vysokou piesnost, rychlost a moznost vyuziti velmi malych objeml kapek

(Chayen et al., 1992). NaObr.5 je znazornéno schéma mikrokrystalizace pod olejem.
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Obrazek 5: Schéma metody krystalizace pod olejem.

Pro tuto techniku se pouzivaji dva typy oleji - parafinovy a silikonovy. Parafinovy
olej umoznuje pouze nepatrnou difuzi par, zatimco pii pouziti silikonového oleje difuze par
probihd volné. Rliznymi poméry parafinového a silikonového oleje Ize manipulovat difuzi
(Bergfors, 1999). Smés parafinového a silikonového oleje 1 : 1 je znama jako Al’s Oil,
pfijejim pouZiti se experiment oznaCuje jako modifikovand mikrokrystalizace a vyusti
v o nékolik fadi vysSi koncentraci proteinu, jelikoZ zde neni z4dné konecné stadium

na rozdil od metod zaloZenych na difuzi par (D’ Arcy et al., 2004).

Vyhodou této techniky je, ze ptitomnost oleje chrani krystaly ptfed vysouSenim, coz
se mize stat v ptipad¢ technik zalozenych na difuzi par (Chayen, 1997). Déle se jako vyhody
uvadi jednoduchost a rychlost, nutnost pouZziti velmi malého objemu kapky proteinu
a srazeciho cinidla, minimélni povrch interakce se vzorkem, schopnost pfesné kontrolovat
koncentraci proteinu a srazeciho ¢inidla v prubéhu experimentu a minimalni kondenzaci
pfi kolisani teplot (Hampton Research, 2015). Jako moznou nevyhodu lze uvést v nékterych

ptipadech obtiznou manipulaci s krystaly pod olejem.
2.5.1.4. Dialyza (Dialysis)

Dialyza je obmé&nou metod zaloZenych na difizi par. Pfi tomto experimentu je roztok

proteinu odde€len od roztoku srazeciho ¢inidla dialyzaéni polopropustnou membranou,
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tzv. semi-permeabilni membranou. Ta umoziiuje prichod malym molekuldm, jako jsou soli,
rizna aditiva a dal$i krystaliza¢ni c¢inidla, ale znemoziiuje prachod biologickych
makromolekul. Krystalizace probiha pronikdnim srazeciho Ccinidla dovniti nebo ven
ze vzorku, pficemz koncentrace proteinu zustava konstantni (Hampton Research, 2015).

Na Obr. 6 je znadzornéno schéma dialyzy.

leryei skdigko

/

ilconove tésném

/ dialyzacni
membrana

—— A 7EC] Cidlo
v reservoaru

) roztok proteinu
dialyzaéni komirka

Obrazek 6: Schéma dialyzy.

Rychlost ustanoveni rovnovahy zavisi na pouZitém srazecim c¢inidle, propustnosti
dialyza¢ni membrany, molekulové hmotnosti, koncentraci vné a uvnitf membrany, velikosti
dialyza¢éniho knofliku, objemu reservoaru, viskozit¢ roztoku a na zménach

chemicko-fyzikalnich parametri (Thomas et al., 1989).

Dialyza je nejefektivnéj$i metoda pro krystalizaci makromolekul s nizkou iontovou
silou (Bergfors, 1999). Jeji vyhodou je moZnost snadné zmény sloZeni reservoaru
jednoduchym ptesunutim dialyza¢niho knofliku z jedné podminky do druhé, to znamena, ze
Ize vzorek proteinu opakované pouzivat, dokud se nedosahne spravnych podminek
pro krystalizaci. Dale lze rychlost ustanoveni rovnovahy modulovat na zékladé zmény
koncentrace vné a uvnitf membrany. Nevyhodou je, Ze tuto metodu nelze pouzit

s koncentrovanymi roztoky PEGTU, které maji tendenci od€erpat vSechnu vodu z dialyzaéniho
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knofliku (komtrky), coz ma za nasledek vysrazeni proteinu a nemoznost meénit jeho

koncentraci (Russo Krauss et al., 2013). Krystalizace dialyzou ma nékolik modifikaci:
Makrodialyza (Macrodialysis)

Vzorek se vlozi do tuby s piislusnou molekulovou hmotnosti a je dialyzovan proti
prislusnému roztoku v reservoaru. Pro tuto metodu je typické, ze je vyzadovano alespon

100 pl vzorku a experiment mize byt proveden s objemem az v fadu litrti (Tomcova, 2007).
Zeppenzauerova metoda

Tato metoda je pouzivand pro mikrolitry vzorku, kdy se vyuzivaji silnosténné
mikrokapilary nebo dialyza¢ni knoflik z plexiskla pokryty dialyzacni membranou

(Zeppenzauer, 1971).
Microdialyza (Microcap Dialysis)

Pfi této metode se vyuziva vzorek o mensim objemu nez je 50 pl, ktery je vlozen
do sklenéné kapilary, z jedné strany uzaviené voskem a z druhé dialyza¢ni membranou. Cely
systém je poté vlozen do malé odstfedivé zkumavky, kterd je naplnéna srdZecim cinidlem

(Ducruix & Giege, 1992).
Dvojita dialyza (Double Dialysis)

Dialyzacni knoflik je umistén v reservodru, ktery je utésnény dialyza¢ni membranou
a tento cely systém je uvnitf jiného dal$iho reservoaru. Tato metoda se pouziva v ptipadech,

kdy je zadouci redukce rychlosti ustaleni rovnovahy (Lee & Cudney, 2004).
2.5.2. Pokrocilé krystaliza¢ni metody

Mezi pokrocilé krystalizacni techniky fadime napf. metodu volné difaze
(Free Interface Diffusion Method), krystalizaci v gelech (Crystallization in Gels)
a,,Gel Acupuncture Method“ (GAME).

2.5.2.1. Metoda volné difuze (Free Interface Diffusion Method)

Tato metoda je zaloZena na volné difizi mezi koncentrovanym roztokem proteinu
aroztokem sraZeciho ¢inidla. Provadi se nejcastéji ve sklenénych kapilarach. Mezi roztoky
se nejprve vytvori rozhrani, poté do sebe oba roztoky zacinaji difundovat, v oblasti rozhrani

vznikd prechodné stadium vysoké supersaturace a indukuje tvorbu nukleacnich jader,
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ze kterych se po ustanoveni rovnovahy formuji krystaly (Salemme, 1972). Na Obr. 7 je

znazornéno schéma metody volné diftize.

roztok proteinu

<— , I\

srazeci cindlo

Obrazek 7: Schéma metody volné difuze.

Technika se provadi tak, ze se do jednoho konce sklenéné kapilary nasaje roztok
proteinu, do druhého konce roztok srazeciho cCinidla a oba konce se utésni voskem, aby

mohlo byt dosaZeno rovnovahy.

Jako vyhodu této metody uvadi Rupp (2010) testovani rozsahlého pokryti fazového
prostoru, tj. mnoha rozdilnych podminek pii provedeni jednoho experimentu, nevyhodou je

jeho narocnost.
2.5.2.2. Krystalizace v gelech (Crystallization in Gels)

Gely jsou zndmy tim, ze podporuji rist vysoce kvalitnich krystali vhodnych
pro rentgenovou strukturni analyzu. Konkrétné se pouZivaji silikonovy, polyakrylamidovy
a vilbec nejcastéji agarézovy gel. Tim, jak krystal roste, od¢erpava ve svém okoli mate¢ny

roztok a vznika zona vy€erpani, zatimco pii pouZiti gelu k tomuto jevu nedochézi.

Jako vyhody pouziti gelt se uvadi, ze udrzuji krystaly v suspenzi v mate¢ném
roztoku, zabranuji sedimentaci, podporuji rast krystald ve tfech dimenzich, poskytuji
mechanickou ochranu a snadnou manipulaci s krystaly (Biertimpfel et al., 2002). Nejen

pro tyto vyhody byva tento zplisob krystalizace provadén také v mnoha modifikacich.
2.5.2.3. Gel Acupuncture Method (GAME)

Tato metoda je zalozena na principu difaze par pres piekazku (Counter Diffusion

Method), kterou v kapilare predstavuje gelova vrstva. Provadi se tak, ze roztok proteinu je

14



do kapilary nasavan pomoci kapilarni sily a poté se jeden konec kapilary uzavie. Druhy
otevieny konec kapilary se umisti do gelu v krystalizacnim boxu. Gel zde ma nejen
stabilizacni roli, kdy udrzuje kapilary ve svislé pozici, ale predevSim pisobi jako transportni

systém pro roztok srazeciho ¢inidla (Tomc¢ova, 2007).
2.5.3. Alternativni krystaliza¢ni metody

Jako alternativni krystalizatni metody se oznacuji ockovaci techniky (Seeding

Techniques) nebo pouziti aditiv (Additives).
2.5.3.1. O¢kovaci techniky (Seeding Techniques)

Ockovani je technika pouzivana pro optimalizaci krystalizacnich podminek, jejimz
smyslem je ziskani vétSich a kvalitngjSich krystall (Kutd Smatanova, 2003). Jednim
Z problému krystalizace je, ze optimalni podminky pro nukleaci, tj. vznik krystaliza¢nich
jader, nejsou idedlnimi podminkami pro nasledny rist krystald. Divodem je, ze spontanni
nukleace nastane pravdépodobnéji pfi vysoké hodnoté piesyceni roztoku, na druhé strané
pomaly a uspofddany rast velkych krystalli nastdva spiSe pii nizSich hodnotach ptesyceni

(Bergfors, 2003).

Ockovani je idealni technikou pro oddéleni faze nukleace a ristu krystall, jejimz
principem je pouziti diive vzniklych krystaliza¢nich jader jako krystalizacnich zarodku
ajejich vlozeni do nové kapky sraZeciho roztoku s niz$i hodnotou piesyceni (Bergfors,
2003).

Oc¢kovaci metody se rozdéluji na homogenni (Homogeneous Seeding), konkrétné
makroockovani (Macroseeding) a mikrooc¢kovani (Microseeding), dale na vlasové ockovani
(Streak Seeding), epitaxialni ockovani (Epitaxial Seeding) a ockovani pfibuznym krystalem
(Cross Seeding).

Makroockovani (Macroseeding)

Makroockovani je metoda prenosu jednotlivych krystali o velikosti 5-50 um
do nového rovnovazného proteinového roztoku. Spociva ve vyjmuti krystalu proteinu
z pvodni kapky a jeho néslednym opakovanym omyvanim ve stabilizujicich roztocich
(napf. srazeci roztok v reservoaru). Omyty krystal je poté vlozen do nového proteinového

roztoku s cilem piipravit kvalitni krystal (McPherson, 1999).

Bergfors (2003) uvadi jako nevyhodu makroockovani jeho narocnost.
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Mikrooc¢kovani (Microseeding)

Mikroockovani je metoda ptfenosu mikrokrystald do nového rovnovazného
proteinového roztoku. Spociva v rozdrceni malych krystalti (napf. ve sklenéné zkumavce)
a vytvoreni fedici fady oc¢kovaciho roztoku (Seeding Stock), ktery je nasledné fedén, a jeho
ruzné koncentrace jsou pipetovany do nového rovnovazného roztoku proteinu, pfiCemz
spravna koncentrace ockovaciho roztoku vede ke vzniku menSiho poctu vétSich krystali

(McPherson, 1999).

Podle Bergfors (2003) je nevyhodou mikroockovani obtiznost kontroly poctu

mikrokrystall, které jsou do nového rovnovazného proteinového roztoku preneseny.
Vlasové ofkovani (Streak Seeding)

Vlasové ockovani spocivd v pouziti zvifecich chlupti nebo voust (napt. kocic¢ich
vousll), se kterymi se z krystalu uvolni krystalizaéni zarodky. Krystalizacni zarodky
zustavaji uchycené na vousu a jsou preneseny do nového rovnovazného proteinového
roztoku tim, ze se pifes kapku roztoku piejede vousem. Na jednom vousu je zpravidla

dostatek krystaliza¢nich zarodku pro o¢kovani 3 - 6 kapek (Bergfors, 1999).
Epitaxialni o¢kovani (Epitaxial Seeding)

Heterogenni nukleace je principem epitaxidlniho ockovani, kdy se vyuzivaji
materidly, které sniZzuji energii potfebnou pro nukleaci. Nuklea¢ni materidly usnadiiuji
proces krystalizace svym vhodnym povrchem, fadi se sem napft. sklo, syntetické polymery,
rizné mineradly a vibec nejpouzivangj$i vlakno celulozy, které se vétSinou do kapky

nedostane zamérn¢, ale nedopatienim z obleceni (McPherson, 1999).
Oc¢kovani piibuznym krystalem (Cross Seeding)

OcCkovani ptibuznym krystalem spociva v tom, ze jako krystalizacni zarodky jsou
do nového roztoku proteinu pienaSeny krystalizacni zarodky podobného proteinu. Pfi této
metod¢€ se spoléhd na podobné vlastnosti proteinu a hledani krystalizacnich podminek neni

tak zdlouhavé (Bergfors, 1999).
2.5.3.2. Aditiva (Additives)

Alternativni pfistupy ke krystalizaci proteinti vedly ke snaze posilit mezimolekularni
interakce mezi makromolekulami, zvySit stabilitu konformace proteinu a sniZit

mezimolekularni interakce mezi makromolekulami arozpoustédlem. Latky, které tyto
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vyhody pfi krystalizaci poskytuji, jsou nizkomolekularni slouceniny a nazyvaji se aditiva

(McPherson et al., 2011).

McPherson et al. (2011) jako piiklady ptirozenych aditiv uvadi kofaktory, inhibitory,
substratové skupiny, prostetické skupiny nebo ionty kovl (napf. Ca2+). Navazanim téchto
aditiv dochazi ke vzniku stabilngj$i konformace proteinu. Jako dalsi skupinu aditiv uvadi
detergenty, které maji vliv na rozpustnost proteinu, ¢ehoz se vyuziva napt. pii krystalizaci

membranovych proteind.
2.6. Vysledky krystaliza¢nich experimenti

Pozorovani a vyhodnocovani krystaliza¢nich experimentii neni vzdy zcela jasné
a vyzaduje ur¢itou zkuSenost. Je doporuceno prubézné kontrolovat kapky az do té doby,
nez vyschnou. Krystalizace je vysoce individualni proces a krystaly se mohou objevit jiz za
par minut od provedeni experimentu nebo az po uplynuti del$i doby, napt. po roce (Hampton
Research, 2015). V kapce lze pozorovat n¢kolik odlisnych vysledkt v zavislosti na fazovém

diagramu, v nasledujicim textu jsou uvedeny nejcastéjsi z nich.
2.6.1. Cira kapka (Clear drop)

Cira kapka ilustruje stav, kdy je vzorek proteinu zcela v roztoku. Déivodem muize byt,
Ze se systém nachazi v nenasycené nebo metastabilni oblasti. Pfesto, Zze kapka nachazejici se
Vv téchto oblastech vypada zcela stejné, termodynamicky stav téchto kapek je ale odlisny a je
velmi uziteéné tyto dva stavy od sebe rozlisit, coz se provadi pozorovanim kapek, které jsou

si chemicky podobné. (Luft et al., 2011).

Jestlize kapka zlstava Cira, stejné jako na Obr. 8, divodem je nejcastéji nizka
koncentrace proteinu nebo srazeciho Cinidla, tzn. systém je v nenasycené oblasti. Jinym
vysvétlenim je, ze systém jeSté nedosahl rovnovahy, pokud kapka zlstava €ird 1 po uplynuti
ttech az ctyfech tydnti po provedeni experimentu, je doporuceno zvySit koncentraci

proteinového roztoku nebo srazeciho ¢inidla (Hampton Research, 2015).
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Obrazek 8: Cira kapka (foto autor).

2.6.2. Precipitace (Precipitation)

Precipitat je v kapce pozorovatelny jako zrnita oblast. Je vysledkem toho, Ze systém
je ve stavu o mnoho fadii vyssiho presyceni, nez jakého je potieba k ristu monokrystalil.
Dals8i moZnosti je, Ze protein zdenaturoval nebo je heterogenni (Hampton Research, 2015).
Precipitaci lze rozdélit na dva druhy - ,$patnou” precipitaci, kterd je typicky amorfni
a ,,dobrou” precipitaci, ktera je mikrokrystalicka (Luft et al., 2011).

Amorfni precipitace, kterd je na Obr. 9, ma vétSinou hnédou barvu, neobsahuje
hrany, nebude do sebe vazat barviva a nebude ani slouzit jako dobré krystalizacni zarodky

pro techniku ockovani. Tento typ precipitace se objevuje kvili nepiirozenému shlukovéni
proteinu (Krebs et al., 2007).

Obrazek 9: Amorfni precipitace (pievzato z Bergfors, dostupné online).

Mikrokrystalicky precipitat, ktery je na Obr. 10, ma casto ,,piseény“ vzhled,
absorbuje barviva a da se Uspé$né pouzit jako krystalizaéni zarodky. Objevuje se pii

shlukovéni proteinu, kdy jsou chemické podminky pfiznivé tomu, Ze pfirozena konformace
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proteinu zdstava netknuta. Mikrokrystaly c¢asto vedou K ziskani krystald za potieby
minimalniho mnozstvi optimaliza¢nich kroka (Luft et al., 2011). Mikrokrystaly Ize
nejpohodingji od amorfniho precipitatu odliSit pouzitim zktizenych polarizatort,
mikrokrystaly budou vykazovat dvojlom svétla a jevit se jako svétld leskla mista (Hampton

Research, 2015).

Obrazek 10: Mikrokrystalicky precipitat (foto autor).

Jestlize se v kapce nachazi amorfni precipitat, je doporuceno snizit koncentraci

proteinu nebo srazeciho ¢inidla (Hampton Research, 2015).
2.6.3. Vytvoreni ,,kiize* (Skin formation)

Zformovani ,,kGize* na kapce se pod mikroskopem jevi jako zvrasnély plastovy obal,
stejné jako na Obr. 11, a Casto indikuje zdenaturovany nebo zoxidovany protein (Luft et al.,
2011). Krystaly casto vtomto prostiedi nevznikaji, ,kize*“ ale mize byt odstranéna

napt. jehlou a v experimentu lze dale pokracovat (Hampton Research, 2015).

Obrazek 11: Vytvofeni ,.kize* na kapce (foto autor).
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2.6.4. Fazova separace (Phase separation)

Fazova separace je stav, kdy se v kapce formuji malé olejové kapénky. Tyto oblasti
maji zvySenou koncentraci proteinového roztoku a predstavuji pfiznivé podminky
pro krystalizaci, ale vyzaduji optimalizaci. Zaroven s optimalizaci by méla byt pozorovana

puvodni kapka, jelikoz se krystaly mohou vytvofit v prub¢hu ¢asu (Qiagen, 2010).

Experimentalni zjisténi ukazuji, ze fdzova separace se nachazi v metastabilni oblasti
fazového diagramu, tudiz tento stav predstavuje vhodné podminky pro rust krystala,
komponenty fazové separace jsou také uspéSné vyuzivany vV ockovacich technikach. Dalsi
moznosti, jak zvysit pravdépodobnost tvorby krystalli ze stavu fazové separace, kterd je
na Obr. 12, je snizovanim teploty systém dovést do stavu jesté vyssiho piesyceni, tj. labilni
oblasti, kde se zvysi pfitazlivost mezi molekulami proteinu, zaroveil ale tento proces zavisi

na rozpustnosti proteinu a srazeciho ¢inidla (Dumetz et al., 2008).

Obrazek 12: Fazova separace (pievzato z Bergfors, dostupné online).
2.6.5. Sferulity (Spherulites)

V kapce mize v zavislosti na podminkach vzniknout nékolik typd proteinovych

utvart, které ale nejsou vhodné pro povedeni difrakéniho experimentu, napt. sferulity.

Sferulity, nachazejici se na Obr. 13, mohou v kapce vypadat jako kapicky nebo
shluky. Pokud se pouziji zkiizené polarizatory, vykazuji dvojlom svétla. Tyto utvary v kapce
jsou dobrym zafatkem pro optimalizaci krystalizace. Sferulity jsou uspéSné pouZivany
v ockovacich technikéch. Pro pftiblizeni podminek, které podporuji formovani krystald, je
doporuceno snizit koncentraci proteinového roztoku ¢i srazeciho ¢inidla nebo navysit objem

kapky. Vyhodné je také pouziti aditiv a inhibitord (Bergfors, 1999).
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Obrazek 13: Sferulity (pfevzato z Bergfors, dostupné online).
2.6.6. Krystaly (Crystals)

V kapce lze najit velké mnozstvi proteinovych utvard, které ovSem nejsou vhodné
pro provedeni difrakéniho experimentu. Nejidedlnéjsim vysledkem krystalizace je nalézt
v kapce dostateéné velky, kvalitni a pravidelné uspoiadany monokrystal. Nejlepsi
monokrystaly rostou z malého poctu jader v metastabilni oblasti fazového digramu. Pokud
vzniknou mensi, dobfe difraktujici krystaly, je na mist¢ optimalizovat podminky

pro dosazeni vzniku vétsiho a vhodnéjsiho krystalu (Qiagen, 2010).

Obrazek 14: Monokrystal (pfevzato z Bergfors, dostupné online).
2.7. Testy proteinovych krystalu

Pokud jsou ziskany z kapky proteinového roztoku smichaného se sraZzecim ¢inidlem
krystaly, neni zde jesté stoprocentni jistota, ze se opravdu jedna o Krystaly proteinu. Z tohoto
divodu je nutné provést test krystalu. Existuje n€kolik druht testli, pfi¢emz nékteré jsou
spolehlivé vice a jiné mén¢. Vétsina z nich je destrukénich. Definitivnim testem je difrakéni

analyza.
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2.7.1. Test drcenim (Crush test)

Krystal je umistén pod mikroskop, kde se pomoci jehly rozbije. Proteinové krystaly
se chovaji spiSe jako uspotaddané gely a jiz po slabém doteku jehlou se rozpadaji na vice
malych kusii. Krystaly soli se mohou také rozpadat, ale za pouziti vyrazn¢ vétsi sily na malo
kusti, maji také vyssi hustotu nez proteinové krystaly a po rozpadnuti tyto kusy rychle padaji
na dno kapky (Hampton Research, 2015). Tento test muze byt ale zna¢né zavadéjici, jelikoz
nékteré makromolekuldrni krystaly odolédvaji mechanickému manipulovani vice nez jiné
aprovedeni testu je znacné¢ znesnadnéné, pokud se jednd o velmi malé krystaly

(Raghunathan et al., 2010).

2.7.2. Dehydratace (Dehydration)

Krystal je vyjmut z kapky a ponechan na vzduchu. Proteinové krystaly typicky
obsahuji velké mnozstvi rozpoustédla a po odstranéni z kapky na vzduchu rychle vysychaji
arozkladaji se. Na druhé strané krystaly soli obsahuji pouze zanedbatelné mnozstvi
rozpoustédla a na vzduchu zlstavaji neporusené (Hampton Research, 2015). Dehydratace
také v nékterych ptipadech podporuje krystalizaci mateéného roztoku (Raghunathan et al.,
2010).

2.7.3. Dvojlom svétla (Birefringence)

Pti umisténi krystalu pod zkfiZené polarizatory poskytuji proteinové krystaly pouze
slaby dvojlom svétla, zatimco krystaly soli vykazuji tuto vlastnost velmi siln€. Urcitou
nevyhodou tohoto testu je, Ze n¢které plastové materialy vykazuji dvojlom svétla, proto musi

byt provadén pouze ve sklenéném prostiedi (Hampton Research, 2015).
2.7.4. Barvici test (Dye test)

Provedeni barviciho testu spociva v pfidani malého mnozZstvi (1 pl) methylenové
modie, latky znamé pod nazvem IZIT, do kapky s krystalem. 1ZIT je nizkomolekularni
barvivo, komeréné poskytované firmou Hampton Research (USA), které asi po hodiné
po aplikaci poskytne informaci o povaze krystalu. Pokud se jedna o proteinovy krystal,
molekuly barviva se dostanou do solventnich kanalki a obarvi krystal modie. V ptipadé
krystalu soli ztstane krystal nedotéeny (Hampton Research, 2015). Na druhou stranu se
mize stat, ze pokud se makromolekularni krystaly nachazejici v nékterych chemickych

podminkach, zvlasté pii nizkém pH, do sebe vazi barvivo pfili§ pomalu nebo viibec (Eckert

22



et al., 2003). N¢které chemické podminky jsou také pfiznivé tomu, ze IZIT sam krystalizuje

a vytvaii malé jehlicky (Burkinsky & Poulsen, 2001).
2.7.5. Zkouska ohném (Trial by fire)

Kapka obsahujici krystal je pfenesena na sklenéné kryci sklicko a umisténa nad
Bunsentiiv hotdk a ponechdna zde do té doby, dokud neni zhruba polovina kapaliny
odpatena. Proteinové krystaly jsou znieny, zatimco krystaly soli zlstanou neporuseny

(Hampton Research, 2015).
2.7.6. Zesitovani (Crosslinking)

Krystaly jsou pfeneseny do 2% roztoku glutaraldehydu nebo je tento roztok pridany
rovnou do kapky. Proteinové krystaly bud’ zachovaji svij tvar a zezloutnou nebo vytvori
gelovitou hmotu. Krystaly soli bud’ zachovaji sviij tvar, ale nezezloutnou nebo se v prib¢hu
¢asu rozpusti. Tento test se neprovadi pti pouziti ¢inidel jako je Tris nebo amonné soli, které

vysledky testu ovliviiuji (Hampton Research, 2015).
2.7.7. Kontrolni test (Control test)

Kontrolni test spodiva v pfesném zopakovani celého experimentu, ovSem bez
proteinového roztoku, ktery je nahrazen destilovanou vodou. Pokud se krystaly neobjevi, je
to signal, Ze se jedna o proteinové krystaly, na druhé strané€ ptfi vzniku podobnych krystald
jako v ptedchozim piipadé, se s vysokou pravdépodobnosti jedna o krystaly soli (Hampton
Research, 2015).

2.7.8. SDS- PAGE elektroforéza (SDS-PAGE electrophoresis)

Krystaly se vyjmou z kapky, rozpusti a je provedena SDS-PAGE elektroforéza.
Pokud je poté v gelu prouzek, ktery odpovida molekulové hmotnosti krystalizovaného
proteinu, jedna se o proteinové krystaly. Krystaly soli v opa¢ném piipadé projdou celym
gelem (Hampton Research, 2015). Nevyhodou této metody je, Ze vyzaduje urcité mnozstvi

krystald a protein miize byt zaroven ztracen v prab¢hu testu (Raghunathan et al., 2010).

2.7.9. Rentgenova difrakéni analyza (X-ray diffraction analysis)

vV

krystaly od krystalti soli. Bergfors (1999) charakterizuje difrakéni obrazec proteinu velkym
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poctem difrakci v soustfednych kruzich, difrakéni obrazec soli se skladd naopak z malého

poctu difrakei.
2.8. Modelové proteiny

Terminem modelové proteiny se v rentgenové krystalografii oznacuji proteiny,
u kterych jsou dobfe zndmy podminky, za nichz krystalizuji. Do této skupiny patii mimo jiné
lysozym, coz je enzym obsazeny napf. ve sliznicich, slinach nebo slzach a chrani organismus
pted bakteridlnimi bunikami. Pro krystalizaci a zachyceni fazového diagramu modelovych
proteinti V ramci této prace byly vybrany dva proteiny, a to konkrétn¢ xylanasa a thaumatin,

které jsou podrobnéji popsany v textu nize.
2.8.1. Xylanasa

Xylanasy jsou hojné rozSifené enzymy, které katalyzuji hydrolyzu glykosidovych
vazeb v B-1,4-xylanu a tim jej degraduji na xylosu (Beg et al.,, 2001). Substratem
hlavni slozku hemicelulézy, ktera spolecné s celuldézou a ligninem tvofi hlavni slozky stény
rostlinné bunky (Collins et al., 2005). Pro provedeni krystaliza¢niho experimentu v ramci
této prace byla vybrana xylanasa z Trichoderma longibrachiatum, coZz je houba hojné
rozsitena po celém svété, hlavné v oblastech teplejsiho klimatu (Samuels et al., 2012).
Xylanasy jsou vyuzivany pro vyrobu bunifiny, pfipravu krmiv pro zvifata, potravinaiském
nebo papirenském primyslu (Tomcova, 2010). Na Obr. 15 je znazornéna degradace xylanu

enzymem xylanasou na xylosu.

Xylan
H H H H
H O H o H/——0, H o
O NoH HA O NoH HA O NoH HAy O NoH HA ©
H OH H OH H OH H OH
l xylanase

H

H/—O.OH
OoH H
:_/\H

HO i OH

Xylose

Obrazek 15: Uginek xylanasy v rostlinné buiice (pievzato z Held, 2012).
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2.8.2. Thaumatin

Thaumatin je sladce chutnajici a chut’ zvyraziujici protein izolovany z afrického
stromu Thaumatococcus daniellii (Bartoszewski et al., 2003). Plody ze zminéného stromu
jsou vyuzivany mistnimi domorodci pro maskovani kyselé¢ ptichuté palmového vina
a ovocnych napoju (van der Wel & Loeve, 1972). Thaumatin je v porovnani se sachar6zou
0 nékolik tisic fada sladsi, slouzi jako néhrazka cukru a pouziva se jako latka zvyraznujici

chut’ v potravinarském primyslu (Ko et al., 1994).
2.9. Cukr-fosfatasy

Cukr-fosfatasy nalezi do nadrodiny haloacid dehalogenaz (HAD superfamily), kam se
tfadi napt. fosfatasy, fosfotransferasy nebo dehalogenasy. Enzymy z této nadrodiny se Gc¢astni
mnoha procest v bufice, 0d syntézy aminokyselin az po detoxifikaci (Koonin & Tatusov,

1994).

Hydrolasy jsou vramci HAD nadrodiny enzymy, které pomoci vody katalyzuji
chemickou reakci - hydrolyzu vazeb v molekule. Jestlize hydrolasy katalyzuji reakce
na esterovych vazbach, nazyvaji se esterasy a do této skupiny se fadi i fosfatasy, které

katalyzuji reakci odstranujici fosfat z molekuly.

Cukr-fosfatasy (EC 3.1.3.23), systematicky pojmenované cukr-fosfat fosfohydrolasy,
katalyzuji reakci na monoesterovych vazbach, kdy je cukr-fosfat molekula hydrolyzovana
avysledkem je molekula cukru a fosfat (BRENDA - The Comprehensive Enzyme
Information System, 2017).

Pro enzymy s ptedpovidanou nebo znamou fosfohydrolasovou aktivitou je typicka
HD doména (Nagata, 2008). Tyto enzymy se podili mimo jiné na metabolismu nukleovych
kyselin nebo na pienosu signalu. Je predpokladano, ze koordinace dvojmocnych kationti je
nezbytnd pro aktivitu téchto enzymi, nebot vSechny vysoce konzervované oblasti

v HD nadroding jsou histidiny nebo kyseliny asparagové (Aravind & Koonin, 1998).
2.9.1. Protein DH Tt80

Protein DH Tt80 je protein povazovany za cukr-fosfatasu a vyizolovany z bakterie
Thermococcus kodakarensis KODI1. Tato bakterie byla poprvé izolovana ze solfatary
na Kodakara Islands v Japonsku, nejprve byla oznacena jako Pyrococcus sp. KODI1, ovsem

detailnéjsi fylogenetické vyzkumy pozdéji prokazaly, Ze se jedna o rod Thermococcus
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(Atomi et al., 2004). Thermococcus kodakarensis KOD1 je hypertermofilni, anaerobni,
heterotrofni bakterie, ktera produkuje sirovodik a rychle se mnozi na organickych
substratech, které obsahuji elementarni siru (Morikawa et al., 1994). Pfi absenci siry je misto
sirovodiku produkovan vodik. Rist bakterii probiha v teplotnim rozmezi od 60°C do 100°C,

pfi¢emz optimalni teplota je 85°C (Atomi et al., 2004).

Protein DH Tt80 je dosud nepfili§ prostudovany, proto jsou informace o ném
omezené pouze na pocet aminokyselin, molekulovou hmotnost, teoreticky isoelektricky bod,
slozeni aminokyselin, genetickou a aminokyselinovou sekvenci, které jsou zahrnuty

v Pilohéch.
2.10. Makromolekularni databaze

Makromolekuldrni datab4dze jsou online zdrojem informaci nejen o strukturach,
ale obsahuji také krystalograficka data. Jedna z nejpouzivangjsich databazi je The Protein
Data Bank - RCSB PDB. The Protein Data Bank byla zalozena v roce 1972 s cilem zvySovat
a usnadnit dostupnost téchto informaci, standardizovat je, poskytovat atomové soufadnice
adalsi udaje z krystalografickych studii (Bernstein et al., 1977). Obsah databaze je
pravidelné aktualizovan a k datu 11. 4. 2017 databaze obsahovala 128 962 struktur (RSCB
PDB, 2017).
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3. Material a metody

Cilem této bakalaiské prace bylo pokusit se zaznamenat fazovy diagram
krystalizaéniho procesu na vybranych modelovych proteinech — xylanase a thaumatinu,
a nalézt a optimalizovat krystaliza¢ni podminky pro pfipravu proteinovych krystalti proteinu
DH Tt80. Po provedeni krystaliza¢nich experimentd byly vSechny vysledky vyfotografovany

pro pozdéjsi vyhodnoceni.
3.1. SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE elektroforéza je biochemickd metoda, kterd slouzi nejen k rozdéleni
proteint na zaklad¢ jejich rozdilné molekulové hmotnosti, ale také umoziuje posoudit jejich
krystaliza¢nich experimenti byla provedena gelovda SDS-PAGE elektroforéza xylanasy,
thaumatinu a proteinu DH Tt80.

10% roztok spodniho separa¢niho gelu (Running Gel Solution) obsahoval nasledujici
chemikalie: 3,3 ml H,O; 4 ml 30% smési akrylamidu a N,N'-methylen-bis-akrylamidu;
2,5ml 1,5 M Tris o pH 8,8; 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% APS a 0,004 ml TEMED. Tento
roztok byl pomoci automatické mikropipety nanesen mezi sklicka do sestavené aparatury

pro elektroforézu a po 30 minutach zpolymerizoval.

Na zpolymerizovany spodni separacni gel byl automatickou mikropipetou nanesen
roztok zaostfovaciho gelu (Stacking Gel Solution), ktery byl pfipraven z nasledujicich
chemikalii: 1,4 ml H,O; 0,33 ml 30% smési akrylamidu a N,N'-methylen-bis-akrylamidu;
0,25 ml 1,0 M Tris o pH 6,8; 0,02 ml 10% SDS; 0,02 ml 10% APS a 0,002 TEMED.
Do tohoto roztoku byl ihned po naneseni umistén plastovy hieben, ktery slouZzi k vytvoteni
jamek pro nanaSeni vzorku proteini. Zpolymerizovani zaostfovaciho gelu trvalo hodinu

a poté byl plastovy hieben vyjmut.

Elektroforeticka komora byla naplnéna elektrodovym pufrem (Running Buffer), ktery
byl ptipraven z nasledujicich chemikalii: 1000 ml H,O; 15,1 g Tris, 72 g glycinu a 5 g SDS.

Nasledné byl ptipraven vzorkovy pufr (Sample Buffer) z nasledujicich chemikalii:
24 ml 0,5 M Tris o pH 6,8; 16 ml glycerolu; 2 g 10% SDS; 10 mg 0,1% bromfenolové modii

a 10 ml B-merkaptoethanolu. Proteiny byly smichany se vzorkovym pufrem nasledovné¢:
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e xylanasa: 0,5 pl xylanasy + 2,5 pl vzorkového pufru + 7 pl destilované vody
e thaumatin: 0,5 ul thaumatinu + 2,5 pl vzorkového pufru + 7 ul destilované vody

e protein DH Tt80: 1 ul DH Tt80 + 2,5 ul vzorkového pufru + 6,5 ul destilované vody

Takto smichané proteiny se vzorkovym pufrem byly zahtivany pfi teplot¢ 65°C po dobu

15 minut.

Do prvni jamky byl napipetovan standard (Marker), Unstained Protein Molecular
Weight Marker, komer¢éné poskytovany firmou Thermo Fisher Scientific (USA), o objemu
10 pl. Tento standard slouzi jako ukazatel molekulové hmotnosti pro proteiny od 14,4 kDa
do 116 kDa. Vzorky proteinti byly pipetovany vzdy o objemu 10 pl do jamek v nasledujicim
pofadi: do tfeti jamky byla napipetovdna xylanasa, do paté thaumatin a do Sesté protein DH

Tt80.

Po naneseni vzorkii byla elektroforeticka aparatura napojena na stejnosmérny
elektricky proud o napéti 250 V po dobu 30 minut. Nasledné€ byl gel vyjmut a ponechan ptes
noc v nadob¢ s roztokem barviva Coomassie Brilliant Blue . Druhy den byl gel omyvan
a ponechan n¢kolik hodin v odbarvovacim roztoku (Destaining Solution) o nasledujicim
slozeni: 5000 ml H,O, 250 ml ethanolu, 350 ml kyseliny octové. Po vyjmuti

z odbarvovaciho roztoku byl gel vyfotografovan pro pozdéjsi vyhodnoceni.
3.2. Krystalizace xylanasy

3.2.1. Podminky pro krystalizaci

Xylanasa nejlépe krystalizuje pii koncentraci proteinového roztoku 2 - 17 mg/mi
technikou visici kapky. Jako srazeci ¢inidlo se pouziva 0,6 - 1,7 M K,HPO,4 0 pH 7 - 8 nebo
0,45-1,0 M (NH4)2SO4 v 0,1 M citratu sodném o pH 4,3 (Hampton Research, 2015).
V roztoku obsahujicim fosfat rozpustnost krystall klesa s rostouci teplotou, pfi¢emz

v roztoku (NH,;)2SOy4 je efekt opacny (Hampton Research, 2015).
3.2.2. Priprava krystaliza¢nich roztoku

Pro krystalizaci xylanasy byly pripraveny dva roztoky, konkrétné roztok 1.
2 M K,;HPO4 0 pH 8, toto bylo upraveno 80% H3PO, a roztok 2: 3 M (NH4),PO4 v 0,1 M
citratu sodném o pH 4,3, toto bylo upraveno kyselinou citronovou. Z téchto roztokt byly
pfipraveny pfidanim destilované vody sady roztokl o rtizné koncentraci- 2 M; 1,5 M; 1 M
a0,6 M K;HPOsa1,7 M; 1 Mal,7 M (NH4),SO..
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3.2.3. Naredéni xylanasy

Jelikoz modelovy protein xylanasa krystalizuje z roztokli o koncentraci v rozmezi
2-17 mg/ml, xylanasa byla natedéna fosfatovym pufrem nasledovné: 15 mg/ml, 10 mg/ml

a5 mg/ml.
3.2.4. Vlastni krystalizace xylanasy

Pro krystalizaci xylanasy byla zvolena metoda visici kapky. Pouzity byly
krystaliza¢ni roztoky a proteinové roztoky zminéné v textu vyse, automatické mikropipety

a krystalizacni desticky urcené pro provedeni metody visici kapky.

V piipadé¢ tohoto experimentu metodou visici kapky byly testovany tfi koncentrace
xylanasy (15 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml), ¢tyii koncentrace srazeciho roztoku 1: 2 M;
15M;1Ma0,6 M K,HPO, a tfi koncentrace srazeciho roztoku 2: 1,7 M; 1 M a 045 M
(NH4)2HPO,. Piislusné srazeci ¢inidlo bylo napipetovano pokazdé do reservoaru o objemu
500 pl, kapky byly napipetovany v poméru 2 pl pfislusného srdzeciho ¢inidla a 2 pl
proteinového roztoku. Cely pokus byl proveden pfi pokojové teploté (20°C). V Tab. 1 je
znazornéno, jak byly jednotlivé roztoky pipetovany do krystalizani desticky, pismena

s Cislici (A1, A2 atd.) vyjadiuji oznaceni jamky v krystalizacni desticce.
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Tabulka 1:

Schéma krystalizace xylanasy metodou visici kapky.

kapka- proteinovy roztok + roztok srazeciho ¢inidla (2 pl + 2 pl)
Al A2 A3 A4 A5 A6
5 mg/ml 5mg/ml | 5mg/ml | 5mg/ml | 5mg/ml | 5mg/ml
xylanasa | xylanasa | xylanasa | Xxylanasa | xylanasa | xylanasa
+ + + + + +
2M 15M 0,45 M 1,7M 1M 0,6 M
KoHPO, | KoHPO4 | (NH4)2S04 | (NH4)2S04 | (NH4)2S04| KoHPO,
Bl B2 B3 B4 B5 B6
15mg/ml | 15 mg/ml | 15 mg/ml | 15 mg/ml | 15 mg/ml | 15 mg/ml
xylanasa | xylanasa | xylanasa | Xxylanasa | xylanasa | xylanasa
+ + + + + +
2M 1M 0,6 M 0,45 M 1M 1,7M
K,HPO, | KoHPO, | KoHPO, | (NH4)2S04 | (NH4)2S04 | (NH4)2S04
Cl C2 C3 C4 C5 C6
10 mg/ml | 10 mg/ml | 10 mg/ml | 10 mg/ml | 10 mg/ml | 10 mg/ml
xylanasa | xylanasa | xylanasa | Xxylanasa | xylanasa | xylanasa
+ + + + + +
2M 15M 0,6 M 0,45 M 1,7M 1M
K,HPO, | KoHPO, | KoHPO, | (NH4)2S04 | (NH4)2S04| KoHPO,
D1 D2 D3 D4 D5 D6
5mg/ml | 15 mg/ml | 10 mg/ml | 5 mg/ml | 10 mg/ml | 15 mg/mi
xylanasa | xylanasa | xylanasa | xylanasa | xylanasa | xylanasa
+ + + + + +
1M 1,5M 1M 2M 0,6 M 0,45 M
(NH,)2S04 | KoHPO, | (NH4)2S04| KoHPO, | KoHPO, | (NH,),SO.

3.3. Krystalizace thaumatinu

3.3.1. Podminky pro krystalizaci

Thaumatin nejlépe krystalizuje z proteinovych roztokit o koncentraci 50 mg/ml
metodou visici kapky. Jako srazeci Cinidlo se pouziva 24% roztok vinanu sodného
s 15% PEGem v 0,1 M BisTris propanu o pH 6,6. Doporu¢ené poméry v kapce jsou 6 ul
roztoku thaumatinu a 4 pl sraZeciho roztoku, doporu¢ené variace tohoto experimentu jsou

nasledujici: ménit pomé&ry roztokid v kapce a objemy srazeciho ¢inidla v reservoaru (Rigaku).
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3.3.2. Priprava krystaliza¢niho roztoku

Pro krystalizaci thaumatinu byl pfipraveny 24% roztok vinanu sodného

s 15% PEGem v 0,1 M BisTris propanu o pH 6,6, toto bylo upraveno 18% roztokem HCI.
3.3.3. Naredéni thaumatinu

Za ucelem provedeni krystalizacniho experimentu s thaumatinem byl protein nafedén
na Ctyii koncentrace destilovanou vodou, konkrétné na 80 mg/ml, 60 mg/ml, 50 mg/ml

a 20 mg/ml.
3.3.4. Vlastni krystalizace thaumatinu

Pro krystalizaci thaumatinu byla zvolena metoda visici kapky. Byly pouzity srazeci
roztok a proteinovy roztok zminéné v textu vyse, automatické mikropipety a krystalizacni

desticky urcené pro provedeni metody visici kapky.

V ptipadé tohoto experimentu metodou visici kapky byly testovany Ctyti koncentrace
thaumatinu (80 mg/ml, 60 mg/ml, 50 mg/ml, 20 mg/ml) a jedna koncentrace srazeciho
roztoku, konkrétné¢ 24% vinan sodny s 15% PEGem v 0,1 M BisTris propanu o pH 6,6.
Srazeci ¢inidlo bylo napipetovano do reservoaru v objemech 750 ul, 500 ul, 250 ul, kapky
byly napipetovany dvéma rtiznymi zpusoby, konkrétné v poméru 6 pl proteinového roztoku
a 4 pl srazeciho ¢inidla nebo v poméru 4 pl proteinového roztoku a 6 ul sraZeciho ¢inidla.
Cely pokus byl proveden pii pokojové teploté (20°C). V Tab. 2 je znazornéno, v jakych
objemech a pomérech byly jednotlivé roztoky pipetovany do krystaliza¢ni desticky, pismena

s Cislici (A1, A2 atd.) vyjadiuji ozna¢eni jamky Vv krystaliza¢ni desticce.
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Tabulka 2: Schéma krystalizace thaumatinu metodou visici kapky.

srazeci roztok: 24% vinan sodny + 15% PEG v 0,1 M BisTris

propanu

Al A2 A3 Ad A5 A6

6 ul 4 ul 6 ul 4 ul 6 ul 4 ul
80 mg/ml | thaum. | thaum. | thaum. | thaum. | thaum. | thaum.
thaumatin + + + + + +

4 ul 6 ul 4 ul 6 ul 4 ul 6 ul

sraz.© | sraz.© | sraz.© | sraz.©O | sraz.©O | sraz.©O
reservoar | 750 ul | 750 ul | 500 ul | 500 ul | 250 ul | 250 ul

B1 B2 B3 B4 B5 B6

6 ul 4 ul 6 ul 4 ul 6 ul 4 ul
60 mg/ml | thaum. | thaum. | thaum. | thaum. | thaum. | thaum.
thaumatin + + + + + +

4 ul 6 ul 4 ul 6 ul 4 ul 6 ul
sraz.© | sraz.© | sraz.© | sraz.©O | sraz.©O | sraz.©
reservoar | 750 ul | 750 ul | 500 pul | 500 pul | 250 ul | 250 pul

Cl C2 C3 C4 C5 C6

6 ul 4 ul 6 ul 4 ul 6 ul 4 ul
50 mg/ml | thaum. | thaum. | thaum. | thaum. | thaum. | thaum.
thaumatin + + + + + +

4 ul 6 ul 4 ul 6 ul 4 ul 6 ul
sraz.© | sraz.© | sraz.© | sraz.©O | sraz.©O | sraz.©
reservoar | 750 ul | 750 ul | 500 pul | 500 ul | 250 pul | 250 pul

D1 D2 D3 D4 D5 D6

6 ul 4 ul 6 ul 4 ul 6 ul 4 ul
20 mg/ml | thaum. | thaum. | thaum. | thaum. | thaum. | thaum.
thaumatin + + + + + +

4 ul 6 ul 4 ul 6 ul 4 ul 6 ul
sraz.© | sraz.© | sraz.©O | sraz.©O | sraz.©O | sraz.O
reservoar | 750 ul | 750 ul | 500 ul | 500 ul | 250 pul | 250 pl

3.4. Krystalizace proteinu DH Tt80

3.4.1. Vzorek proteinu DH Tt80

PouZivany vzorek proteinu DH Tt80 pro krystalizaéni experimenty byl pfipraven

v iXpressGenes, Inc. (Huntsville, Alabama, USA).

Pro namnozeni plazmidu a sekvenovani byla pouzita bakterie Escherichia coli, kmen

DH5a. E. Coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL bunky (Straragene, Lalolla, CA, USA)
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aplazmidy pET-24a(+) (Novagen) byly pouzity pro genovou expresi. Buriky byly
kultivovany v médiu  Luria-Bertani s karbenicilem o koncentraci 100 ug/ml

a chloramfenikolem o koncentraci 35 mg/ml pii teploté 37°C.

Pfiprava linearizovaného plazmidu probéhla nasledovné. pET3 plazmid (Novagen,
Madison, USA) byl dvojité §tépen za vyuziti restrik¢nich endonukleas Ndel a BamH1
(Promega, Madison, WI, USA). Takto rozstépeny plazmid byl purifikovan za pouziti
QIAquick PCR purifika¢ni sady (Quiagen, Valencia, CA, USA). Pro zménu lepivych konct
plazmidu na tupé byl vyuzit Klenowav fragment (Promega, Madison, WI, USA) a plazmid
byl dale purifikovan pomoci jiz zminéné purifikacni sady. Vysledny pET3a fragment byl

pouzit pro homologni rekombinaci.

Klonovani a exprese cukr-fosfatasového genu probéhla nasledovné. Hyperthermofilni
bakterie Thermococcus kodakarensis KOD1 byla péstovana pro vyjmuti genomu. Primery
s ptekryvajicimi se oblastmi Pet3a vektoru byly navrzeny, aby amplifikovaly
cukr-fosfatasovy gen z Thermococcus kodakarensis KODI1 nasledovné: forward primer:
5’-tttgtttaactttaagaaggagatatacatATGATAAAGGCCGTGTTCTT-3"a reverse primer:
5’-cttcctttcgggctttgttagcagecggatccTCAACCAGCATGAACTTCCT-3".

10 ng PCR produktu a 20 ng linearizované¢ho plazmidu Pet3a byly vneseny do E. coli,
kmenu DH5a, aby bylo dosazeno exprese plazmidu pomoci homologni rekombinace in vivo.
Pozitivni klony byly vyjmuty pomoci DNA sekvenovani. Rekombinantni expresni plazmid
byl vnesen do E. coli BL21(DE3) pro genovou expresi. Bunky E. coli byly kultivovany
v 100 ml Luria-Bertani médiu s karbenicilem o koncentraci 100 ug/ml a chloramphenicolem
o koncentraci 35 pg/ml pfi teplot€¢ 37°C po dobu 16-18 hodin za Gcelem ziskéani startovaci
kultury. Startovaci kultura byla centifugovana, rozpusténa ve 4 litrech Luria-Bertani média
s karbenicilem o koncentraci 100 ug/ml a chloramphenicolem o koncentraci 35 ug/ml a dal
kultivovdna za teploty 37°C. Genova exprese byla vyvoldna za pomoci 0,5 mM
isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG) v okamziku, kdy opticka hustota pfi 600 nm
dosahla hodnoty 0,6. Buniky byly sklizeny po 18-20 hodinach od vyvolani genové exprese
pii teploté 18°C.

Cukr-fosfatasovy gen byl amplifikovan z Thermococcus kodakarensis KOD1
genomu pomoci PCR za pouziti forward primeru
5’-tttgtttaactttaagaaggagatatacatATGCCGTTCGAGATAGTTTTT- 3" a reverse primeru
5’-cttectttcgggctttgttagcagccggatccTTAATCCTCTACACGCGGTGC- 37, Primery byly

navrzeny dle prvnich a poslednich 21 nukleotidii cukr-fosfatasového genu otevieného
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Cteciho tetézce. Oligonukleotidové primery byly vytvoieny na zékladé sekvence homologni
k 30 a 32 nukleotidim expresniho plazmidového vektoru pET3a (Novagen), obsahujici Ndel
a BamHI inzer¢ni mista. Pro subklonovani PCR produktu do pET3a vektoru (Novagen) byla
pouzita in vivo_homologni rekombinace, k niz doslo nasledovné: 150 ng amplifikovaného
genu, 50 ng linearizovaného plazmidu , pET3a vektor s tupymi konci (Novagen) byly

vlozeny do kmene DH5a. E. coli. Pozitivni klony byly potvrzeny pomoci DNA sekvenovani.

Nasledn¢ byl rekombinantni expresni plazmid vnesen do kmene BL21(DE3) E. coli

pro genovou expresi.

Rekombinantni kmeny BL21(DE3) byly kultivovany ve 100 ml Luria-Bertani médiu
s karbenicilinem o koncentraci 100 pg/ml a chloramphenicolem o koncentraci 35 pg/ml pfi
teplote 37°C po dobu 16-18 hodin. Tim byla ziskana startovaci kultura, ktera byla
centrifugovédna, resuspendovana a dale kultivovdna ve 4 litrech Luria-Bertani média
S karbenicilinem o koncentraci 100 pg/ml a chloramphenicolem o koncentraci 35 pg/ml
piiteplot¢  37°C. Genova exprese byla vyvolana za pomoci 05 mM
isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG) v okamziku, kdy opticka hustota pii 600 nm
doséhla hodnoty 0,6. Indukce déle pokracovala po dobu 18 - 20 hodin pii 18°C.

Purifikace cukr-fosfatasy probéhla nasledovné. Bunky byly sklizeny pomoci
centrifugace. Bunéény pelet byl resuspendovan v pufru A, ktery se skladal z50 mM
Tris-acetatu a 50 mM siranu amonného. Dale byl lyzovan sonifikaci (3 cykly, 45 pulzd)
za pouziti Branson Sonifier 250 (VWR Scientific, West Chester, PA, USA). Buné¢ny odpad
byl odstranén pomoci centrifugace (17000 g, 40 minut). Supernatant byl zahfivan na teplotu
75°C po dobu 30 minut a sraZenina byla odstranéna centrifugaci (17,000 g, 5 minut).
Supernatant byl nanesen na aniontovou kolonu BioRad Q sepharose column (BioRad, USA),
ktera byla ekvilibrovana pufrem A. Protein byl eluovan $0,5-1 M sulfatem amonnym
v pufru B, ktery se skladal z50 mM Tris-acetatu a 0,5 mM sulfatu amonného, za pomoci
BioRad nizkotlakového systému (BioRad, USA). Eluat s proteinem o ocekavané molekulové
hmostnosti byl dale koncentrovan za vyuziti Millipore Ultra koncentatoru. Koncentrovany
protein byl déale pouZit pro gelovou chromatografii za vyuziti Sepharacryl S-200 gelové
filtracni kolony (GE Healthcare), ekvilibrované pufrem C, ktery se skladal z 50 mM
HEPES-NaOH o pH 7,5 a 100 mM NaCl. Frakce, které odpovidaly hlavnimu piku, byly
podrobeny gelové SDS-PAGE elektroforéze. Frakce s ¢istym jednim pruhem o ocekavané
molekulové hmotnosti byly shromdzdény, slouceny a koncentrovany za ucelem dalSich

analyz enzymatické aktivity a pro krystaliza¢ni ucely.
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3.4.2. Krystaliza¢ni ¢inidla

Pro krystalizaci byla zvolena sada krystalizacnich roztokti SaltRx, komeréné
poskytovana firmou Hampton Research (USA). Sada SaltRx se sklada z 96 unikatnich
krystaliza¢nich roztokt obsahujicich soli, kterych je 26 a podminky se méni za vyuziti jejich
riznych koncentraci, riznych pufri artznych hodnot pH Vv rozmezi 4,6 - 8,5 (Hampton
Research, 2015).

3.4.3. Naredéni proteinu DH Tt80

Pro zjisténi vhodné koncentrace proteinu pro krystaliza¢ni experimenty byla pouzita
PCT sada, komerén¢ poskytovana firmou Hampton Research (USA). Pivodni koncentrace
proteinu byla asi 20 mg/ml, jelikoz se pii pouziti této koncentrace objevila precipitace, byl
protein nafedén na 10 mg/ml, coz vedlo opét k precipitaci a dal§imu fedéni. Finalni
koncentrace proteinu byla 6 mg/ml. K fedéni proteinu DH Tt80 byl pouzit 50 uM roztok
Tris-HCl o pH 7,5.

3.4.4. Vlastni krystalizace proteinu DH Tt80

Pro krystalizaci proteinu DH Tt80 byla zvolena metoda sedici kapky. Byla pouzita
sada krystalizacnich ¢inidel SaltRx, proteinovy roztok o koncentraci 6 mg/ml, automatické
mikropipety a 4 krystaliza¢ni desticky urCené pro provedeni krystalizatniho experimentu
metodou sedici kapky. Kazda desticka obsahovala 24 jamek slouzici jako reservoar
pro srazeci cinidla, kolem kaZdého reservodru byly 4 jamky pro napipetovani kapky

proteinového roztoku a srdzeciho Cinidla, celkem tedy 96 podminek na kazdou desticku.

V piipadé tohoto experimentu byla testovana jedna koncentrace proteinového roztoku
DH Tt80 (6 mg/ml) a 96 rlznych krystalizacnich ¢inidel ze sady SaltRx. Do kazdého
reservoaru bylo pipetovano 200 pl krystaliza¢niho Cinidla a do jamek kolem reservoaru byly
pipetovany kapky proteinového roztoku a krystalizaéniho roztoku vzdy v nasledujicich
pomérech - 1 ul + 1ul; 0,5 pul + 1 pl; 0,5 pul + 0,5 pl; 1 ul + 0,5 ul. Celkem bylo timto
zpiisobem otestovano vSech 96 roztokli ze sady, které jsou znaceny Ciselné a uvedeny
v Ptilohach, stejné¢ jako podrobné schéma celé krystalizace proteinu DH Tt80.
Pro ptehlednost je na Obr. 16 uvedeno schéma prvni krystaliza¢ni jamky s pouZitim prvniho
krystaliza¢niho ¢inidla, tytéz poméry se opakovaly u vSech nasledujicich jamek. Celkem
byly pouzity 4 krystalizacni desticky, tudiZz bylo otestovano 384 krystaliza¢nich podminek.
Cely experiment byl proveden pii pokojové teploté (asi 20 °C).
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1 ul DH Tt80 0.5 nl DH Tt80

+ +
1 pl kryst.© 1 1 plkryst @ 1

200 pl kryst © 1

0.5 ul DH Tt80' " 1 wl DH Tt80

+ +
0.5 ul kryst @ 1 0.5 ul kryst @ 1

Obrazek 16: Schéma krystaliza¢ni jamky pii krystalizaénim experimentu s proteinem
DH Tt80.

3.5. Testy krystali

Po ziskani krystal byly vybrané krystaly otestovany pomoci testu absorpce barviva.
Bylo pouzito modré barvivo IZIT HR4-710 a Cervené barvivo imperialni ¢erveni (Eo0sin

Scarlet), ob¢ komeréné poskytované firmou Hampton Research (USA).

Ke krystalim byl automatickou mikropipetou pfidan 1 pl barviva, které se nechalo

pusobit asi hodinu a jestliZze se doSlo ke zbarveni krystalti, jednalo se o proteinové krystaly.
3.6. Difrakéni data

Ziskané monokrystaly proteinu DH Tt80 byly otestovany pomoci rentgenové
difrakéni analyzy na synchrotronu BESSY-II provozovanym Joint Berlin MX-Laboratory
(Berlin-Adlershof, Némecko).
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4. Vysledky

Tato c¢ast bakalarské prace se zabyva vysledky vSech provedenych experimentl
vramci této prace — SDS-PAGE elektroforézy, krystalizaénich experimentt, popisem
fazovych diagramti a fazovych prechodli modelovych proteinil, testovanim krystali

a difrakénim snimkem proteinu DH Tt80.

Vsechny snimky byly pofizeny fotoaparatem Olympus, ktery byl soucasti
mikroskopu SZX9, pti zvétseni 450x.

4.1. Vysledky SDS-PAGE elektroforézy

Provedeni SDS-PAGE celektroforézy, jejiz vysledek je na Obr. 17, potvrdilo
dostate¢nou ¢istotu studovanych proteinii pro krystaliza¢ni experimenty. Zaroven srovnanim
se standardem byly stanoveny jejich molekularni hmotnosti. Molekularni hmotnost xylanasy
byla stanovena na 21 kDa (Cerven¢), thaumatinu na 22 kDa (fialov¢) a proteinu DH Tt80
na 27 kDa (Zlutg).

Obrazek 17: Gelova SDS-PAGE elektroforéza: sloupec 1 — standard v jednotkach kDa,
sloupec 3 — xylanasa, sloupec 5 — thaumatin, sloupec 6 — protein DH Tt80, (sloupec 2 —

modelovy protein lysozym, sloupec 4 — prazdny).
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4.2. Vysledky krystalizace xylanasy

Pro krystalizaci xylanasy metodou visici kapky byly pouzity dva odlisné

krystaliza¢ni roztoky o rozdilnych koncentracich:

e roztok 1: K;HPO4 0 pH 8
e roztok 2: (NH4)2SO,4 v 0,1 M citratu sodném o pH 4,3

Vzhledem K pouziti dvou krystalizaénich roztokt jsou vysledky rozdéleny do dvou

¢asti, stejn¢ jako jsou popsany dva fazové diagramy.
4.2.1. Vysledky krystalizace xylanasy s pouzitim krystaliza¢niho cinidla
K;HPO, 0 pH 8

Pro krystalizaci xylanasy byly zvoleny roztoky o koncentraci 15 mg/ml, 10 mg/ml,
5 mg/ml, sady krystaliza¢nich roztoki o pH 8 byly zvoleny nésledovné: 2 M; 1,5 M; 1 M

a 0,6 M roztok K;HPO,. Tyto kapky po provedeni krystalizaéniho experimentu zistaly bud’
¢iré, obsahovaly precipitat, mikrokrystaly nebo krystaly proteinu.

Fotografie byly pofizeny dva tydny po provedeni experimentu a nasledujici

vvvvvvvv

krystalizaéniho roztoku az po ty nejvyssi. V kapce jsou vzdy 2 pl roztoku xylanasy

a 2 ul KoHPO,. V pravém hornim rohu je oznaceni jamky V krystaliza¢ni desticce.

5 mg/ml xylynasa + 0.6 M K2HPO4

CIRA KAPKA

Obrazek 18: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce A®6.
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5 mg/ml xylanasa + 1 M K2HPO4

CIRA KAPKA

Obrazek 19: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce D1.

5 mg/ml xylanasa + 1.5 M KoHPOq«

ZFORMOVANI KUZE

Obrazek 20: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce A2.

5 mg/ml xylanasa + 2 M KoHPO4

MIKROKRYSTALY

10 mg/ml xylanasa + 0.6 M K:HPO4

CIRA KAPKA

Obrazek 22: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce C3.
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10 mg/ml xylanasa + 1 M K;HPO4

CIRA KAPKA

Obrazek 23: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce C6.

10 mg/ml xylanasa + 1,5 M Ko2HPO4

KRYSTAL

Obrazek 24: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce C2.

10 mg/ml xylanasa + 2 M K:HPOx

PRECIPITACE

Obrazek 25: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce C1.

15 mg/ml xylanasa + 0.6 M K2HPOx
CIRA KAPKA

Obrazek 26: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce B3.
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15 mg/ml xylanasa + 1 M K2HPO4
CIRA KAPKA

Obrazek 27: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce B2.

15 mg/ml xylanasa + 1,5 M K:HPO4

KRYSTALY

Obrazek 28: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce D2.

15 mg/ml xylanasa + 2 M K;HPO4

CIRA KAPKA

Obrazek 29: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce B1.
4.2.2. Fazovy diagram

Ze ziskanych vysledkti krystalizace xylanasy byl vytvofen nasledujici fazovy
diagram, ktery je na Obr. 30.
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Obrazek 30: Fazovy diagram Xylanasy v zavislosti na koncentraci srazeciho ¢inidla K,HPOL,.
Prazdny ctverec reprezentuje Cirou kapku, kiizek krystaly a plny trojuhelnik precipitaci,

zformovani kize nebo mikrokrystaly. Kiivka predstavuje srazeci kiivku.

4.2.3. Vysledky krystalizace xylanasy s pouzZitim krystaliza¢niho ¢inidla
(NH4)2SO4 v 0,1 M citratu sodném o pH 4,3

Pro krystalizaci xylanasy byly zvoleny roztoky proteinu o koncentraci 15 mg/ml,
10 mg/ml, 5 mg/ml, sady krystaliza¢nich roztokd o pH 4,3 byly zvoleny nasledovné: 0,45 M;
1 M a 17 M roztok (NH;),SO; v0,1 M citratu sodném. Tyto kapky po provedeni

krystaliza¢niho experimentu zustaly bud’ ¢iré nebo se na kapce zformovala kuze.

Fotografie byly pofizeny dva tydny po provedeni experimentu a nasledujici

v

krystalizaéniho roztoku az po ty nejvyssi. V kapce jsou vzdy 2 ul roztoku xylanasy
a2 ul (NHg)2SO4 v0,1 M citratu sodném. V pravém hornim rohu je oznafeni jamky

Vv krystaliza¢ni desticce.
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5 mg/ml xylanasa + 0.45 M (NH2)2SOs

CIRA KAPKA

Obrazek 31: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce A3.

5 mg/ml xylanasa + 1 M (NH)2SOx4

CIRA KAPKA

Obrazek 32: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce Ab5.

5 mg/ml xylanasa + 1.7 M (NH4)2SO4
CIRA KAPKA

Obrazek 33: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce A4.

' \ 10 mg/ml xylanasa + 0.45 M (NH4)2504
| CIRA KAPKA

Obrazek 34: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce C4.
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10 mg/ml xylanasa + 1M (NH4)2SOx

ZFORMOVANI KUZE

10 mg/ml xylanasa + 1,7 M (NH4)2SO4
CIRA KAPKA

Obrazek 36: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce C5.

15 mg/ml xylanasa + 0.45 M (NH¢)2SO4
CIRA KAPKA

Obrazek 37: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce B4.

15 mg/ml xylanasa + 1 M (NH4)2S04
ZFORMOVANI KUZE

Obrazek 38: Vysledky krystalizace xylanasy v jamce B5.
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15 mg/ml xylanasa + 1.7 M (NH4)2SO4
CIRA KAPKA

Obrazek 39: Vysledek krystalizace xylanasy v jamce B6.
4.2.4. Fazovy diagram

Ze ziskanych vysledkli krystalizace xylanasy byl vytvofen nasledujici fazovy

diagram, ktery je na Obr. 40.

20 -
g
8 5] O
=
7]
m
ki
B 10 - O
[:F]
[ ¥]
™
£
P .
=
0 0.5 1 1.5 2

koncentrace ((NHs):8504 (molT)

Obrazek 40: Fazovy diagram xylanasy v zéavislosti na koncentraci srazeciho Ccinidla
(NH4)2SO,. Prazdny ¢tverec reprezentuje Cirou kapku, plny trojthlenik zformovani ktze.

Kfivka ptedstavuje srazeci kiivku.
4.2.5. Testovani krystali

Krystaly byly otestovany pomoci testu absorpce barviva. Asi po hodin¢€ od ptidani
1 pl modrého barviva IZIT se krystaly zbarvily modie. Tim bylo prokazano, ze se jedna

0 krystaly xylanasy, coz je zdokumentovano na Obr. 41.
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Obrazek 41: Krystaly xylanasy po provedeni testu absorpce barviva I1ZITu.

4.3. Vysledky krystalizace thaumatinu

Pro krystalizaci thaumatinu byly zvoleny proteinové roztoky o koncentraci 80 mg/ml,
60 mg/ml, 50 mg/ml a 20 mg/ml. Jako krystaliza¢ni roztok byl pouzity 24% vinan sodny
s 15% PEGem v 0,1 M BisTris propanu o pH 6,6. Podminky byly ménény variaci objemu
krystaliza¢niho roztoku v reservoaru a pomeérem proteinového a krystalizacniho roztoku
v kapce. Kapky po provedeni krystalizaéniho experimentu zustaly bud’ ¢iré, obsahovaly

precipitat, mikrokrystaly nebo krystaly proteinu.

Fotografie byly pofizeny dva tydny po provedeni experimentu a nasledujici

v v

20 mg/ml thaumatin
+
24% vinan sodny.

15% PEG

PRECIPITACE

Obrazek 41: Vysledky krystalizace thaumatinu v jamkach D1-D6.
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50 mg/ml thaumatin
+

24% vinan sodny.

15% PEG

CIRA KAPKA

Obrazek 42: Vysledky krystalizace thaumatinu v jamkach C1-C6.

60 mg/ml thaumatin
+
24% vinan sodny,

15% PEG

KRYSTALY
PRECIPITACE

Obrazek 43: Vysledky krystalizace thaumatinu v jamkéach B1-B6.
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80 mg/ml thaumatin
+

24% vinan sodny.

15% PEG

KRYSTALY

Obrazek 44: Vysledky krystalizace thaumatinu v jamkach A1-AG6.
4.3.1. Fazovy prechod

Ze ziskanych vysledkd krystalizace thaumatinu byl vytvofen nésledujici fazovy

prechod, ktery je na Obr. 45.

100

&
1
X

20

koncentrace thaumatin (mg/ml)
=

0 24 48
koncentrace vinan sodny (%) + 15% PEG

Obrazek 45: Zobrazeni fazového piechodu zavislosti koncentrace thaumatinu na 24% vinanu
sodném s 15% PEGem. Prazdny ctverec reprezentuje Cirou kapku a kiizek podminky,

pii nichz se objevily krystaly. Kfivka ptedstavuje srazeci kiivku.
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4.3.2. Testovani krystali

Modelovy protein thaumatin je znamy tim, Ze v pfitomnosti vinnych ionti relativné
rychle vznikaji jeho krystaly. V ramci této prace byl pro piipravu srazeciho roztoku pouzit
L-vinan sodny, v jehoz pfitomnosti se formuji krystaly thaumatinu bypiramidového tvaru
(Asherie et al., 2008). VSechny vzniké krystaly mély bypiramidovy tvar, tudiz se s jistotou

jednalo o krystaly proteinu.
4.4. Vysledky krystalizace proteinu DH Tt80

Pro krystalizaci proteinu DH Tt80 byla zvolena metoda sedici kapky. Celkem byly
vyuzity 4 krystalizaéni desticky, kazdd obsahujici 96 krystaliza¢nich jamek,
a 96 krystalizacnich ¢inidel ze sady SaltRx. Celkem bylo otestovano 384 krystaliza¢nich
podminek. Nekteré podminky vedly ke vzniku krystald, pfi jinych podminkéch vznikly
mikrokrystaly, dendrity, fazové separace nebo kapka ziistala ¢ira. V Prilohach jsou uvedeny
tabulky, kde jsou podrobna schémata krystalizace proteinu DH Tt80, odlisna zabarveni
jednotlivych bun€k reprezentuji odliSné stavy proteinovych kapek pii vyhodnocovani

experimentu.

V desti¢ce I ztstala ve 48 piipadech kapka ¢ira, 40 kapek obsahovalo, precipitaci,
mikrokrystaly nebo fazovou separaci a v 8 kapkach vznikly krystaly, pficemz nejvhodnéjsi

krystaly vznikly s pouzitim krystaliza¢nich ¢inidel 6 a 23.

V destic¢ce II bylo 68 cirych kapek, 24 kapek obsahovalo precipitaci, mikrokrystaly

nebo fazovou separaci a ve 4 kapkach vznikly krystaly s pouzitim krystaliza¢niho ¢inidla 37.

Desticka IIT obsahovala 32 ¢irych kapek, 64 kapek obsahovalo precipitaci,
mikrokrystaly, fdzovou separaci nebo dendrity, vhodné krystaly nevznikly ani v jednom

ptipadé.

V desticce IV zistalo 68 kapek cirych, 24 kapek obsahovalo precipitaci,
mikrokrystaly, fazovou separaci nebo dendrity a ve 4 kapkach vznikly vhodné krystaly

S pouzitim krystaliza¢niho ¢inidla 79.

Z celkového poctu 384 krystaliza¢nich podminek vznikly vhodné krystaly pfimo
pro rentgenovou difrakéni analyzu v 16 ptipadech (4%), 152 kapek (40%) obsahovalo bud’
precipitaci, mikrokrystaly, fazovou separaci nebo dendrity, tyto stavy predstavuji dobré

podminky pro dal§i optimalizaci za uUcelem =ziskani vhodnych krystali pro difrakcni
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experiment. Kapka zustala ¢ird ve 216 podminkach (56%). Na Obr. 46 jsou vybrané
vysledky krystalizace proteinu DH Tt80, v pravém hornim rohu jsou &isla krystaliza¢nich

roztokd, které jsou uvedeny v Ptilohach.

0
7

Obrazek 46: Vybrané vysledky krystalizace proteinu DH Tt80.

4.4.1. Testovani krystala

Krystaly byly podrobeny testu absorpce barviva za vyuziti ¢erveného barviva

imperialni ¢erven (Eosin Scarlet). Asi po hodiné od piidani barviva byly krystaly ¢ervené
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zabarvené, coz ovéfilo jejich proteinovy ptvod. Na Obr. 47 je vysledek testovani krystald

S pouzitim krystaliza¢niho ¢inidla ¢islo 37.

Obrazek 47: Krystaly proteinu DH Tt80 po testu absorpce barviva imperialni ¢erven.
4.4.2. Difrakéni zaznam

Pomoci rentgenové difrakéni analyzy byly ziskany difrakéni snimky proteinu
DH Tt80 o rozliseni 2,2 A (Obr. 48).

2,0A

Obrazek 48: Difrakéni zaznam proteinu DH Tt80.
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5. Diskuse

5.1. Xylanasa

SDS-PAGE celektroforéza potvrdila dostatenou ¢istotu vzorku xylanasy
pro krystaliza¢ni ucely, ke kterym byla zvolena metoda visici kapky za vyuziti dvou
krystaliza¢nich roztokd, konkrétné K;HPO4 0 pH 8 a (NH4)2PO4 v 0,1 M citratu sodném
o0 pH 4,3. Byly testovany rizné koncentrace proteinového a srdzeciho roztoku. Z vysledkt

krystalizace byly popsany dva fazové diagramy.

Jako vzorek xylanasy byl v pfipad¢ této prace pouzit roztok o puvodni koncentraci
36 mg/ml v 0,18 M sodnodraselnofosfatovém pufru o pH 7 a ve 43% glycerolu, komeréné
poskytovany firmou Hampton Research (USA). Moiseeva & Allaire (2004) krystalizovali
xylanasu za pouziti stejného komeréné dodavaného vzorku. Pokusy o krystalizaci xylanasy
0 koncentracich 10 — 20 mg/ml za pouziti 1,2 M K,;HPO,4 a 0,85 M (NH,),PO4jako srazecich
roztokd nebyly Gspésné. Dale byl zaménén pufr za 0,01 M Tris-HCI o pH 7,5; krystalizace
za vyuziti stejnych srazecich roztok jako v pfedchozim piipadé byla opét netspésna.
Hledani novych krystaliza¢nich podminek bylo uskute¢néno za vyuziti metody visici kapky.
Krystaly byly ziskany pti smichani 2 ul proteinového roztoku s 2 pl roztoku A2 z PCT sady,
poskytované firmou Hampton Research (USA), nebo pii smichani 2 pl proteinového roztoku
a 2 ul krystalizacniho roztoku ¢islo 6 z krystaliza¢ni sady Crystal Screen 1 (Hampton
Research, USA), ktery obsahoval 30% PEG a 0,2 M MgCl, v Tris pufru o pH 8,5.
Optimalizace krystaliza¢nich podminek ukazala, ze krystaly xylanasy Ize vypéstovat za dva
dny pii pokojové teploté za pouZiti rizné procentnich PEGu v 0,1 M Tris pufru o pH 8,5
nebo 0,2 M MgCl; nebo CaCl..

Sugahara et al. (2001) vykrystalizovali xylanasu pomoci metody mikrokrystalizace
pod olejem za vyuziti sraZzeciho ¢inidla 30% PEGu 4000 a 0,2 M acetatu sodného o pH 8,5
za teploty 293 K. Pomoci rentgenové difrakéni analyzy ziskali difrakéni zdznam o rozliSeni

1,2 A a vyfesili proteinovou strukturu.

5.2. Thaumatin

SDS-PAGE elektroforéza potvrdila dostatecnou cCistotu vzorku thaumatinu
pro krystalizaéni ucely, ke kterym byla zvolena metoda visici kapky za vyuziti 24% vinanu
sodného s 15% PEGem v 0,1 M Bis-Tris propanu o pH 6,6 jako srazeciho roztoku.
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Pii krystalizacnim experimentu byly testovany rizné koncentrace proteinového roztoku.

Z vysledku krystalizace byl popsan fazovy diagram.

Tsekova et al. (2012) provedla krystaliza¢ni experiment s thaumatinem o koncentraci
16-30 mg/ml, kdy jako srazeci roztok byl pouzit 0,34 M vinan draselnosodny v 50 mM
PIPES o pH 6,8. Byla zvolena metoda visici kapky. Zaroven byly testovany rtizné povrchy
pro krystalizaci. Objem kapky proteinového a srazeciho roztoku byl 2-5 pl a objem
srazeciho roztoku v reservoaru 200-500 ul. Cely experiment byl proveden pii teploté 18°C.
V piipadé krystalizace thaumatinu na sklenéném povrchu se ukéazalo, ze sniZzeni koncentrace
proteinového roztoku nepotlaci nukleaci, ale pouze omezi velikost krystalli, coz miZze vést
k v&tSimu poctu mensich krystald, napf. krystalizace thaumatinu o koncentraci 26 mg/ml
poskytovala pouze krystaly mensi nez 10 pm. Nejlepsi krystaly o velikosti 500 pum vznikly
na povrchu, ktery obsahoval fenylové skupiny. Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni tohoto jevu
je, ze fenylové skupiny potlacuji nukleaci a mensi hustota krystalizacnich jader na povrchu

dovoluje krystalim nartist do vétSich rozméri.

Masuda et al. (2011) krystalizovali thaumatin metodou visici kapky. Kapky byla
vytvoiena smichanim 5 pul proteinového roztoku o koncentraci 10— 100 mg/mi
a 5 ul srazeciho ¢inidla, které se skladalo z 0,1 M ADA,; 0,5-1,0 M vinanu sodnodraselného
opH 6,5-6,8 a 10% nebo 25% glycerolu. Ziskali difrakéni zdznam o rozligeni 1,1 A

a vyftesili proteinovou strukturu.

5.3. Cukr-fosfatasy

V ramci této bakalaiské prace byl krystalizovan metodou sedici kapky doposud
necharakterizovany a nestudovany protein DH Tt80, ktery je povazovany za cukr-fosfatasu.
Z tohoto diivodu byla pro krystalizaci zvolena krystalizacni sada SaltRx, komer¢né
poskytovana firmou Hampton Research (USA). V kombinaci s 96 krystalizacnimi ¢inidly
ze sady, obsahujici rizné soli a pufry o rGzném pH, a zaroven riznymi poméry proteinovy
roztok-krystaliza¢ni roztok bylo otestovano celkem 384 podminek, 4% kapek poskytlo

dostate¢né krystaly pro provedeni difrakéniho experimentu.

Kdatu 11. 4. 2017 obsahovala PDB databaze 40 struktur, které pii porovnani

s aminokyselinovou sekvenci proteinu DH Tt80 vykazovaly shodu. Nejvyssi shodu,

konkrétn¢ 72%, vykazoval protein PH1952 z Pyrococcus horikoshii OT3, ktery by mohl

slouzit jako model pro feseni struktury proteinu DH Tt80. Protein PH1952 je hydrolasa,

kterd byla vykrystalizovana pomoci mikrokrystalizace pod olejem pii pH 6,8; pii teploté
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291 K a za pouziti PEGu 4000, HEPES a chloridu hotecnatého. Pomoci rentgenové difrakéni
analyzy byl ziskan difkra¢ni zaznam o rozliseni 1,85 A a vyfeSena proteinovéa struktura

(RSCB PDB, 2017).

Kdatu 11. 4. 2017 obsahovala PDB databaze 121 struktur pod nazvem
,sugar-phosphatase®. Nize jsou popsany dva typy, které by dale mohly slouzit jako modely

pro feSeni struktury naseho proteinu.

Guggisberg et al. (2014) krystalizovali cukr-fosfatasu PfHAD1 z Plasmodium
falciparum metodou visici kapky pii teploté 291 K za pouziti 20% PEGu 8000 a 0,1 M
HEPES o pH 7,5. Pomoci rentgenové difrakéni analyzy byl ziskan difrakéni zédznam
orozliSeni 2,05 A a vyfeSena proteinova struktura, pfic¢emZ bylo prokizano, Ze se jedna

0 cukr-fosfatasu, ktera reguluje methylerythritol fosfatovou drahu u malarickych parazitu.

Fieulaine et al. (2005) krystalizovali sacharosa-fosfatasu ze Synechocystis sp.
PCC6803 metodou sedici kapky. Kapka se skladala vzdy z 2 pl proteinového roztoku
0 koncentraci 10 mg/ml a 2 pl srdzeciho ¢inidla. Krystaly vznikly za pouziti dvou srdzecich
¢inidel, konkrétné 3,8 M formatu sodného a 100 mM NaCl bez vyuziti pufru a 3,0 M
formatu sodného v 100 mM Tris-Cl" o pH 8. Pomoci rentgenové difrakéni analyzy byl ziskan
difrakéni obrazec o rozliseni 1,4 A a zéroven prokazano, Ze tento enzym uvoltiuje molekuly

sacharosy v burikach sinic.
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6. Zavér

Tato bakalaiska prace V teoretické casti popisuje proces krystalizace, stru¢né
charakterizuje fazovy diagram a zabyva se zakladnimi, pokrocilymi a alternativnimi
krystalizaénimi metodami. Dale se zaméfuje na nejCastéjsi mozné vysledky krystalizace
atesty proteinovych krystald. Jsou zde uvedeny =zakladni informace o proteinech
studovanych v ramci této prace. Zaver je vénovan zakladnim informacim o RCSB PDB

databazi.

Jednim z cilti bylo popsat fazové diagramy dvou modelovych proteind, konkrétné
xylanasy a thaumatinu. Nejprve byly vzorky charakterizovany pomoci SDS-PAGE
elektroforézy. Podminky pro krystalizaci obou zminénych proteinti jsou dobfe znamy.
Pti krystalizaénim experimentu metodou visici kapky byly pouzity rtizné koncentrace
proteinového a srazeciho roztoku, z vysledkl byly poté popsany fazové diagramy a fazovy

piechod.

Hlavnim cilem prace byla krystalizace proteinu DH Tt80 z Thermococcus
kodakarensis KOD1. Vzorek byl nejprve charakterizovan pomoci SDS-PAGE elektroforézy
a poté byl krystalizovan metodou sedici kapky. Pro krystalizaci byla pouzita komeréné
dostupné sada krystaliza¢nich ¢inidel SaltRx. Celkem bylo testovano 386 krystaliza¢nich
podminek. Kompletni krystalizaéni experiment s proteinem DH Tt80 je shrnut v Tab. 3 -6
v Ptilohach. Dale byly krystaly otestovany pomoci barviciho testu. Findlnim krokem bylo
otestovani krystalu rentgenovou difrakéni analyzou, ktera poskytla difrakéni obrazec
orozliSeni 2,2 A. Naméiena difrakéni data budou dale pouzita pro blizsi charakteristiku
a urceni trojrozmérné struktury proteinu DH Tt80 a zaroven prokazani faktu, Ze se v tomto

ptipad¢ s urcitosti jedna o cukr-fosfatasu.
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8. Prilohy

Informace o proteinu DH Tt80

Aminokyselinova sekvence:

MLRKIGLIFDMDGVIYRGSEPIEGARELINFLKEVGIPFIFLTNNSTRDPAMYREKLLSI
GIDVPEEVIVTSGLATRLYMERHFEPGNVFVIGGEGLHREMERLGWGIVGIEEARKG
AWRQVRYVVVGLDPDMTYEKLKYATLAIRNGARFITNPDTTYPAEEGLYPGAGSII
AALKASTGKEPLIIGKPNEPAYEVARSKLDGVDEIWMVGDRLDTDILFAKRFGMKA
VMVLTWGKHAEGR

Geneticka sekvence:

ATGCTGAGGAAAATCGGCCTCATCTTCGACATGACGGCGTAATCTACCGCGGAA
GCGAGCCCATTGAAGGTGCCCGCGAGCTGATAAACTTTCTGAAGGTGGGCATTC
CCTTCATTTTCCTCACCAACAACTCGACCAGAGACCCCGCCATGTACCGGGAAA
AGTTGCTCTCTATAGGCATCGACGTCCCAGAGGAGGTTATAGTCACCTCAGGCC
TCGCCACGAGGCTGTACATGGAACGGCACTTCGAACCCGGAAATGTCTTCGTCA
TCGGCGGGGAGGGGCTCCACAGGGAGATGGAGCGCCTCGGCTGGGGAATCGTG
GGCATCGAAGAGGCAAGAAAAGGTGCCTGGAGGCAAGTCCGCTATGTCGTCGT
CGGCCTCGATCCAGACATGACCTACGAGAAGCTCAAGTACCCGGCTGAAGAGG
GCTCTACCCCGGCGCCGGTTCAATAATAGCCGCGCTGAAGGCGTCAACCGGAAA
GGAACCCCTGATAATAGGCAAGCCAAACGAGCCCGCGTACGAGGTGGCAAGGA
GCAAGCTCGACGGTGTTGATGAGATATGGATGGTCGGCGACAGGCTCGATACCG
ACATCCTCTTCGCCAAGCGCTTCGGCATGAAGGCGGTGATGGTTCTGACTTGGG
GTAAGCACGCTGAAGGACGTTAA

Pocet aminokyselin: 243
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Zastoupeni aminokyselin:
Ala (A) 18 7,4 %
Arg (R) 18 74 %
Asn (N) 7 2,9%
Asp (D) 12 49 %
Cys (C) 0 0,0 %
Gln (Q) 1 0,4 %
Glu (E) 22 9,1%

Gly (G) 28 115%

His (H) 3 1,2 %
lle (1) 21 8,6%
Leu (L) 21 8,6%

Molekulova hmotnost: 27077,3 Da
Teoreticky izoelektricky bod: 5,78
Celkovy pocet atomu: 3841
Vzorec: Ci222H1934N3280348S9

Atomové sloZeni:

Uhlik C 1222
Vodik H 1934
Dusik N 328
Kyslik O 348
Sira S 9

Lys (K)
Met (M)
Phe (F)
Pro (P)
Ser (S)
Thr (T)
Trp (W)
Tyr (Y)
Vval (V)
Pyl (O)

Sec (U)
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5,3%

3,7%

3,7%

4,9 %

2,9 %

4,9 %

1,6 %

3,7%

7,0%

0,0 %

0,0 %



Seznam krystaliza¢nich ¢inidel ze sady SaltRx

Well
#
1. (A1)
2.(A2)
3.(A3)
4.(A4)
5. (A5)
6. (A6)
7.(A7)
8. (A8)
9. (A9)
10. (A10)
11. (A11)
12.(A12)
' 13.(B1)
14.(B2)
15. (B3)
16. (B4)
17. (B5)
18. (B6)
19. (B7)
20. (B8)
21.(B9)
22. (B10)
23. (B11)
24, (B12)
25.(C1)
26.(C2)
27.(C3)
28.(C4)
29.(C5)
30.(C6)
31.(C7)
32.(C8)
33.(C9)
34.(C10)
35.(C11)
36.(C12)
37.(D1)
38.(D2)
39.(D3)
40. (D4)
41.(D5)
42.(D6)
43.(D7)
44.(D8)
45.(D9)
46.(D10)
47.(D11)
48.(D12)

Salt

1.8 M Sodium acetate trinydrate pH 7.0
2.8 M Sodium acetate trihydrate pH 7.0
1.5 M Ammonium chloride

1.5 M Ammonium chloride

1.5 M Ammonium chloride

3.5 M Ammonium chloride

3.5 M Ammonium chloride

3.5 M Ammonium chloride

2.2 M Sedium chloride

2.2 M Sodium chloride

2.2 M Sodium chloride

3.2 M Sedium chloride

3.2 M Sedium chloride

3.2 M Sodium chloride

1.0 M Ammonium citrate dibasic

1.8 M Ammonium citrate dibasic

1.0 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0
2.0 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0
0.7 M Sodium citrate tribasic dihydrate
0.7 M Sodium citrate tribasic dihydrate
1.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate
1.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate
0.4 M Magnesium formate dihydrate
0.4 M Magnesium formate dihydrate
0.4 M Magnesium formate dihydrate
0.7 M Magnesium formate dihydrate
2.0 M Sodium formate

2.0 M Sodium formate

2.0 M Sodium formate

3.5 M Sodium formate

3.5 M Sodium formate

3.5 M Sodium formate

1.2 M DL-Malic acid pH 7.0

2.2 M DL-Malic acid pH 7.0

1.4 M Sodium malonate pH 7.0

2.4 M Sodium malonate pH 7.0

2.5 M Ammonium nitrate

2.5 M Ammonium nitrate

2.5 M Ammonium nitrate

6.0 M Ammonium nitrate

6.0 M Ammonium nitrate

6.0 M Ammonium nitrate

1.5 M Sodium nitrate

1.5 M Sodium nitrate

1.5 M Sodium nitrate

4.0 M Sodium nitrate

4.0 M Sodium nitrate

4.0 M Sodium nitrate

Well
#
1.(A1)
2.(A2)
3.(A3)
4.(Ad)
5. (A5)
6. (A6)
7.(A7)
8.(A8)
9. (A9)
10.(A10)
11.(A11)
12.(A12)
13.(B1)
14.(B2)
15. (B3)
16. (B4)
17.(B5)
18. (B6)
19. (B7)
20. (B8)
21.(B9)
22.(B10)
23.(B11)
24.(B12)
25.(CH1)
26.(C2)
27.(C3)
28.(C4)
29.(C5)
30. (C6)
31.(C7)
32.(C8)
33.(C9)
34.(C10)
35.(C11)
36.(C12)
37.(D1)
38.(D2)
39.(D3)
40.(D4)
41.(D5)
42.(D6)
43.(D7)
44.(D8)
45.(D9)
46.(D10)
47.(D11)
48.(D12)

62

Buffer ¢

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5



Well

49.(E1)
50.(E2)
51.(E3)
52.(E4)
53.(E5)

54.(E6)
55.(E7)
5. (E8)
57.(E9)
58.(E10)

59.(E11)
60.(E12)
61.(F1)
82.(F2)
63.(F3)
64.(F4)
65.(F5)
66.(F6)
67.(F7)
68.(F8)
69.(F9)
70.(F10)
71.(F11)
72.(F12)
73.G1)
74.(G2)
75.(G3)
76.(G4)
71.(G5)
78.(G6)
79.(G7)
80.(G8)
81.(G9)
8.(G10)
83.(G11)
84.(G12)
85.(H1)
86.(H2)
87.(H3)
88.(H4)
89.(H5)
90.(H6)
91.(H7)
92.(H8)
9.(H9)
94.(H10)
95.(H11)
9%.(H12)

Salt

1.0 M Ammonium phosphate monobasic
1.8 M Ammonium phosphate monobasic
1.5 M Ammonium phosphate dibasic
2.4 M Ammonium phosphate dibasic

1.0 M Sodium phosphate monobasic monohydrate,
Potassium phosphate dibasic / pH 5.0

1.0 M Sodium phosphate monobasic monohydrate,
Potassium phosphate dibasic / pH 6.9

1.0 M Sodium phosphate monobasic monohydrate,
Potassium phosphate dibasic / pH 8.2

1.8 M Sodium phosphate monobasic monohydrate,
Potassium phosphate dibasic / pH 5.0

1.8 M Sodium phosphate monobasic monohydrate,
Potassium phosphate dibasic / pH 6.9

1.8 M Sodium phosphate monobasic monohydrate,
Potassium phosphate dibasic / pH 8.2

0.5 M Succinic acid pH 7.0

1.0 M Succinic acid pH 7.0

1.5 M Ammonium sulfate

1.5 M Ammonium sulfate

1.5 M Ammonium sulfate

2.5 M Ammonium sulfate

2.5 M Ammonium sulfate

2.5 M Ammonium sulfate

0.8 M Lithium sulfate monohydrate
0.8 M Lithium sulfate monohydrate
0.8 M Lithium sulfate monohydrate
1.5 M Lithium sulfate monohydrate
1.5 M Lithium sulfate monohydrate
1.5 M Lithium sulfate monohydrate
1.0 M Magnesium sulfate hydrate
1.0 M Magnesium sulfate hydrate
1.0 M Magnesium sulfate hydrate
1.8 M Magnesium sulfate hydrate
1.8 M Magnesium sulfate hydrate
1.8 M Magnesium sulfate hydrate
0.7 M Ammonium tartrate dibasic
0.7 M Ammonium tartrate dibasic
0.7 M Ammonium tartrate dibasic
1.0 M Ammonium tarirate dibasic
1.3 M Ammonium tartrate dibasic
1.4 M Ammonium tartrate dibasic

0.6 M Potassium sodium tarirate tetrahydrate
1.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
0.6 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
1.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate

0.5 M Potassium thiocyanate
0.5 M Potassium thiocyanate
0.5 M Potassium thiocyanate
4.0 M Ammonium acetate
4.0 M Ammonium acetate
4.0 M Ammonium acetate
35% viv Tacsimate pH 7.0
60% v/v Tacsimate pH 7.0

Well

49.(E1)
50.(E2)
51.(E3)
82.(E4)
53.(E5)

54.(E6)
%.(E7)
56.(E8)
57.(E9)

58.(E10)

59.(E11)
60.(E12)
61.(F1)
62.(F2)
63.(F3)
64.(F4)
65.(F5)
66.(F6)
67.(F7)
68.(F8)
69.(F9)
70.(F10)
71.(F11)
72.(F12)
73.(G1)
74.(G2)
75.(G3)
76.(G4)
77.(G5)
78.(G6)
79.(67)
80.(C8)
81.(G9)
82.(G10)
83.(G11)
84.(G12)
85.(H1)
86.(H2)
87.(H3)
88.(H4)
89.(H5)
90.(H6)
91.(H7)
2.(H8)
93.(Ho)
94.(H10)
95.(H11)
9%.(H12)
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Buffero

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Tris pH 8.5

None

None
None
None
None
None

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 MTris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6
0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0



Detailni schéma krystaliza¢niho experimentu s proteinem DH Tt80

Nasledujici tabulky jsou schématy krystalizace proteinu DH Tt80 metodou sedici
kapky, celkem byly pouzity 4 krystalizani desticky, déale znacené fimskymi cislicemi.
Tab. 3, 4, 5 a 6 predstavuji schémata krystalizacnich desti¢ek S pouzitim krystaliza¢nich
roztokt SaltRx, znaCenych Ciselné, koncentrace proteinu DH Tt80 je ve vSech piipadech
6 mg/ml. Uprostfed je uvedeno Ciselné oznaceni krystalizacniho roztoku v reservoaru,
konkrétn¢ bylo pipetovano vzdy 200 pl. Dvé horni a dvé dolni policka ptedstavuji
krystaliza¢ni jamky, ve kterych jsou vzdy uvedeny poméry proteinu DH Tt80 a piislusného
krystaliza¢niho roztoku, vzdy stejného jako v reservoaru, v pl. Objem roztoku Tt80 v pul je
v tabulkdch vyznacen Cervené, objem krystaliza¢niho roztoku v pl je uveden Cerné. Modie
jsou zvyraznény bunky, ve kterych zlstala kapka cira, zelené bunky oznacuji to, ze doslo
v kapce ke vzniku mikrokrystalli, precipitace, dendritd nebo fazové separace, zluté jsou
zvyraznény bunky, ve kterych doslo v kapce ke vzniku krystalti vhodnych pro rentgenovou

difrakéni analyzu.
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Tabulka 3: Schéma krystaliza¢ni desticky I.

-
_h

.
h

.
h

1:1 0.5:1 1:1
O1 O2
0.5:0,5 1:0,5 0,5:0,5
1:1 0.5:1 1:1
O 4 O5
0.5:0,5 1:0,5 0,5:0,5
1:1 0.5:1 1:1
7 O 8
0.5:0,5 1:0,5 0,5:0,5
1:1 0.5:1 1:1
@10 G 11
0.5:0,5 1:0,5 0,5:0,5
1:1 0.5:1 1:1
©13 O 14
0.5:0,5 1:0,5 0,5:0,5
1:1 0.5:1 1:1
O 16 O 17
0.5:0,5 1:0,5 0,5:0,5
1:1 0.5:1 1:1
©19 © 20
0.5:0,5 1:0,5 0,5:0,5
1:1 0.5:1 1:1
O 22 (23
0.5:0.,5 1:0.5 0,5:0,5




Tabulka 4: Schéma krystaliza¢ni desticky II.

1:1 05:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
25 26 27

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 05:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
28 29 30

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

I:1 05:1 1:1 0.5:1 1:1 0.5:1
31 32 33

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 0.5:1 1:1 0.5:1 1:1 0.5:1
34 35 36

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 05:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
37 38 39

0.5:0,5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 05:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
40 41 42

0.5:0.5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 05:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
43 44 45

0.5:0,5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 05:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
46 47 48

0.5:0,5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5
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Tabulka 5: Schéma krystaliza¢ni desticky I11.

1:1 0.5:1 1:1 0.5 :1 1:1 0,5:1
49 50 51

0.5:0,5 1:0.5 0.5:0.5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 05:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
52 53 54

0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 05:1 1:1 0.5:1 1:1 0.5:1
55 56 57

0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 05:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
58 59 60

0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 0.5:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
61 62 63

0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 0.5:1 1:1 0.5:1 1:1 05:1
64 65 66

0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 0.5:1 1:1 0.5:1 1:1 0.5:1
67 68 69

0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5 0.5:0,5 1:0.5

1:1 05:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
70 71 72

0.5:0,5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5
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Tabulka 6: Schéma krystaliza¢ni desticky IV.

1:1 0.5:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
73 74 75

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 0.5:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
76 77 78

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 0,5:1 1:1 05:1 1:1 05:1
79 80 81

0.5:0.5 1:05 0.5:0.5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 0,5:1 1:1 05:1 1:1 0.5:1
82 83 84

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 0,5:1 1:1 05:1 1:1 05:1
85 86 87

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 0,5:1 1:1 05:1 1:1 0,5:1
88 89 90

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 0,5:1 1:1 05:1 1:1 0,5:1
91 92 93

0.5:0.5 1:0,5 0.5:0.5 1:0,5 0.5:0,5 1:0,5

1:1 0.5:1 1:1 0.5:1 1:1 0.5:1
94 95 96

0.5:0.5 1:0.5 0.5:0.5 1:0,5 0.5 : 0,5 1:0.,5
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9. Seznam zkratek

APS — peroxodisiran amonny

Bis-Tris — Bis-Tris methan

DNA — deoxyribonukleotidova kyselina

HAD - enzymova nadrodina halogenaciddehalogenas

HEPES - 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina

PCR — polymerazova fetézova reakce, metoda slouzici k namnozeni urc¢itého useku DNA
PEG - polyethyenglykol

RCSB PDB -, Protein Data Bank*

SDS — dodecyl siran sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrilamidovém gelu za pfitomnosti dodecyl siranu

sodného
TEMED - tetramethylethylenediamin
Tris - tris(hydroxymethyl)aminomethan

Aminokyseliny:

Ala (A) - alanin Lys (K) - lysin

Arg (R) - arginin Met (M) - methionin
Asn (N) - asparagin Phe (F) - fenylalanin
Asp (D) - kyselina asparagova Pro (P) - prolin

Cys (C) - cystein Ser (S) - serin

GIn (Q) - glutamin Thr (T) - threonin
Glu (E) - kyselina glutamova Trp (W) - tryptofan
Gly (G) - glycin Tyr (Y) - tyroxin
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His (H) - histidin
lle (I) - izoleucin
Leu (L) - leucin

Nukleové baze:

A - adenin

C - cytosin

Val (V) - valin

Pyl (O) - pyrolysin

Sec (U) - selenocystein

G - guanin

T - thymin
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