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1. Uvod

Proteinova krystalografie je obor zabyvajici se zkoumanim trojrozmérné struktury
biologickych makromolekul. Na zakladé poznani atomarni struktury zkoumanych
biomakromolekul je mozné popsat déje v bunice nebo katalytické reakce. Vyznamnou
biofyzikalni metodou pro stanoveni struktury biologickych makromolekul je rentgenova
difrakce. Databaze RCSB PDB (Protein Data Bank) ke dni 2. 4. 2016 obsahovala celkem
117 438 struktur, z nichz 89 % bylo uréeno praveé rentgenovou difrakci (RCSB PDB, 2016).

Nezbytnou podminkou k pouziti rentgenové difrakce je vypéstovat dobtfe usporadané

krystaly bez defekt, dostate¢né velké, které budou po pruchodu paprsku rentgenového
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krokem v celém procesu zjistovani struktury biologickych makromolekul.

V teoretické cCasti této prace je popsan princip procesu Kkrystalizace, faktory
ovliviiujici krystalizaci, struény ptehled krystalizaénich metod, porovnani vlastnosti
proteinovych a anorganickych krystalt, dale zakladni informace
0 halogenaciddehalogenasach a studovaném proteinu Tt81 z Thermococcus thioreducens.

Prakticka ¢ast prace se zabyva krystalizacni studii modelového proteinu lysozymu
anové objevené putativni halogenaciddehalogenasy Tt81 izolované z Thermococcus

thioreducens a porovnanim proteinovych a anorganickych krystali.
Cilem prace bylo:

e zvladnout zakladni a pokrocilé krystalizaéni metody na modelovém proteinu

e charakterizovat studovany protein a nalézt krystalizacni podminky pro pfipravu
proteinovych krystala

e optimalizovat krystalizaéni podminky a pfipravit krystaly studovaného proteinu
v difrakcni kvalité

e otestovat pfipravené krystaly a pokusit se ziskat difrak¢ni data



2. Literarni prehled

2.1 Uvod do krystalizace proteint

Krystalizace proteinit je obecné velmi komplikovany proces. ZkuSenosti mnoha
védcl poukazuji na to, Zze u vétsiny proteinl je proces ziskani krystald obtizny. I v ptipadé,
ze protein krystalizuje relativné snadno, existuje cela fada parametrd, které je potieba brat
V tvahu. Obtiznost krystalizace proteinli vyplyva z toho, Ze molekuly proteini jsou velké,
flexibilni, ¢asto tvofené n€kolika podjednotkami, relativné chemicky a fyzikalné nestabilni
(teplotni nebo svételna citlivost, hydratace, rozklad) a maji dynamické vlastnosti. Pokud se
zméni roztok, zméni se i vlastnosti molekul (napt. konformace, naboj, velikost) (Giacovazzo

a kol., 2002; Lattman a kol., 2008).

Cilem krystalizaéniho procesu je ziskat kvalitni monokrystaly vhodné
pro rentgenovou strukturni analyzu — krystaly by mély byt alespon 0,05 mm velké,
bez prasklin a defektt (katalog Hampton Research, 2015). Tohoto jevu lze dosahnout
pomalym snizovanim rozpustnosti proteinu a dosazenim limitniho stupné pfesyceni roztoku
postupnou Upravou podminek (naptf. pH, teplota, koncentrace jednotlivych komponent

v roztoku) (Glusker a kol., 1994).

Pro vznik krystali, tedy pfeménu kapaliny respektive plynu v pevnou fazi, je nutné
1) ptesyceni roztoku vedouci ke srazeni nebo tvorb& stabilnich krystalickych jader
a 2) teplotni gradient, ktery ma vliv na kondenzaci molekul z plynu nebo na kondenzaci

kapaliny (Kuta Smatanova, 2003).

Proces krystalizace se sklada z nukleace, rustu krystalit a ukonCeni rastu krystalt.
Béhem nukleace dochazi ke vzijemnému kontaktu vhodné orientovanych molekul,
respektive iontl, za vzniku amorfni srazeniny nebo submikroskopickych krystalickych jader.
Nasleduje rust krystalii, kdy spovrchem krystalickych jader interaguji dalsi, vhodné
orientované molekuly nebo ionty, a dochazi k jejich uspofadani na tomto povrchu. Tato faze
je ovlivnéna rychlosti difize molekul v oblasti rstu krystalii (tzv. difuzni stupen) a rychlosti
odCerpani pevné faze z roztoku (tzv. depozicni stupen). Pii nizkém depozi¢nim stupni se
netvoii riistova centra, rist krystali je pomaly nebo zadny. Naopak pti vysokém depozi¢nim

stupni vznikd velké mnozstvi krystalickych jader, krystaly rostou velmi rychle, jsou malé



a casto s ruznymi defekty. Idedlni je, kdyz krystaly vznikaji z malého poctu stabilnich
krystalickych jader, rostoucich volnou rychlosti bez defektti. Posledni fazi je ukonceni ristu
krystali, kdy malé krystaly mohou pomalu zvétSovat sviij objem a poskytnout vhodné
vzorky pro rentgenovou strukturni analyzu. Muze vSak také dojit ke vzniku velkého
mnozstvi mikrokrystald, velkych multikrystalickych agregatii nebo hydrofobnich olejovitych
agregatl. Zminéné agregaty poukazuji na to, ze nepatrna zména experimentalnich podminek

muze vést ke vzniku zadoucich monokrystali (Kuta Smatanova, 2003).

2.2 Princip krystalizace

K vysvétleni vzniku krystalickych jader a jejich rlstu se pouziva fazovy diagram,
ktery je zobrazen na Obr. 1. Kiivka rozpustnosti (Cervené) rozdéluje diagram na dvé
Casti - oblast bez saturace (bile) a oblast saturace (barevné oblasti). Kazdy bod na této kiivce
odpovida koncentraci, pii které je roztok vrovnovaze se srazecim c¢inidlem. V oblasti
pod kiivkou rozpustnosti nikdy nemutize dojit ke krystalizaci. Nad kiivkou je pro danou
koncentraci  srdaZzecitho ¢inidla odpovidajici  koncentrace proteinu vzdy  vysSsi
nez pii rovnovaze. V zavislosti na kinetice vedouci k dosazeni rovnovazného stavu a stupni
presyceni muze byt celd tato oblast rozdélena do tfi zon — metastabilni, labilni a srazeci

(Nemcovicova a Kuta Smatanova, 2012).
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Obr. 1: Fazovy diagram rustu krystald.



Ve srdzeci zoné je prebytek proteinovych molekul, které se oddéluji z roztoku a tvoti
amorfni srazeniny. V nuklea¢ni zon¢ se molekuly proteinii slucuji v krystaly, pficemz
Vv blizkosti srazeci zony se krystalizace muze projevit jako velké mnozstvi mikrokrystalt,
coz muze byt zaménéno se srazeninou. K vypéstovani dobfe uspoiadanych krystala velkych
rozmérd vede tvorba nejlépe jediného jadra v nukleac¢ni zoné hned za hranici metastabilni
zOony. Béhem rlstu jadra prechdzi roztok do metastabilni zony a zadnd dalsi jadra se
uz neobjevi. Rust jadra se postupné zpomaluje, coz pomdha =zabranit tvorbé vad,

az do dosazeni rovnovahy (Chirgadze, 1998; McPherson, 1990; Stura a kol., 1991).
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pifesyceni, nez je vyzadovano pro tvorbu jader. Vysoké piesyceni by vedlo ke vzniku mnoha
jader, a tedy mnoha malych krystali. SniZeni stupné piesyceni je dulezité zejména proto, ze
zajisti zpomaleni krystalizaéniho procesu, coz je klicovou podminkou pro vypéstovani
krystalii s maximalnim stupném uspotadéani. Stupenl pfesyceni Ize ovlivnit zménou vlastnosti
rozpoustédla, fyzikdlné-chemickych podminek a pfidanim aditiv - nejcastéji se pouziva
snizeni teploty nebo piidani anorganickych a organickych latek (napf. glycerolu)

(Nemcovicova a Kuta Smatanova, 2012).

2.3 Test pred krystalizaci

Pred zahdjenim samotné krystalizace se provadi pre-krystaliza¢ni test ke stanoveni
vhodné koncentrace vzorku proteinu, coZ je klicova krystalizaéni proménnd. Vzorky
s vysokou koncentraci proteinu mohou vést ke vzniku amorfni srazeniny, kdezto nasledkem
hodn¢ ztfedénych vzorkli mohou byt jen ¢iré kapky. Tyto dva vysledky jsou casté
pro krystalizaéni ¢inidla, kterda nepodnécuji krystalizaci, a jsou soucasti vétSiny
krystaliza¢nich pokusti. Nicméné optimalizaci koncentrace vzorku se pocet Cirych kapek
a amorfnich srazenin ve vysledcich miize snizit, coz vede k efektivné€jSimu vyuziti vzorku

a zvySuje Sance pro uspéSnou krystalizaci (katalog Hampton Research, 2015).

Existuji sady pro pre-krystaliza¢ni test, které¢ obsahuji 4 unikatni ¢inidla. Nejdiive je
vzorek proteinu smichdn se dvéma z nich ke stanoveni, zda je koncentrace proteinu vhodna
pro krystaliza¢ni pokusy. Pokud je protein citlivy na koncentraci soli a polymeru, test se
opakuje se zbylymi dvéma cinidly. Vysledky pre-krystalizaéniho testu sméfuji

k odpovidajici koncentraci vzorku, nebo naznacuji, ze je tfeba vykonat dalsi diagnostické



testy - napt. nativni gelovou elektroforézu nebo dynamicky rozptyl svétla (katalog Hampton
Research, 2015).

2.4 Prehled krystaliza¢nich metod

Ke krystalizaci proteinii se vyuziva cela fada metod, jejichz ucelem je ptivést roztok
proteinu do stavu piesyceni (supersaturace), kdy dochazi ke krystalizaci. Vybér metody je
zavisly na konefné Koncentraci proteinu, iontové sile, koncentraci srazeciho ¢inidla
a kinetice, pii které je dosazeno rovnovahy (Bergfors, 1999). Rozlisuji se metody zakladni,

pokrocilé a alternativni.
Zikladni krystaliza¢ni metody

Mezi zakladni krystalizacni metody patii metoda sedici, visici a sendvicové kapky
(Sitting/Hanging/Sandwich Drop Vapor Diffusion), které jsou zaloZeny na difuzi vodnich
par, coz je naznac¢eno na Obr. 2. Rezervoar je naplnén srazecim ¢inidlem a kapka obsahuje
srazedlo (precipitant) a roztok proteinu. V kapce je tedy nizsi pocateéni koncentrace srazedla
nez v rezervoaru, coz iniciuje difuzi rozpoustédla (vody). Systém tak spéje do rovnovazného
stavu a v kapce, kde dochazi ke zvySovani koncentrace, vznikaji podminky vhodné pro rust

krystalt (katalog Hampton Research, 2015).

kryci sklicko  srazeci ¢inidlo v rezervoaru  kapka proteinu a srazedla
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Obr. 2: Schéma krystaliza¢ni jamky pro sedici kapku (A), visici kapku (B) a sendvi¢ovou

kapku (C). Difuze vodnich par je naznacena Sipkou.

Dalsi metodou je mikrokrystalizace pod olejem (Microbatch Under Oil), pii které je

kapka proteinu v kombinaci se srazecim ¢inidlem napipetovana pod vrstvu oleje - pouziva se



parafinovy a silikonovy olej, nebo jejich smés V rizném poméru. Olej umoziuje pozvolné

odpafovani vody (katalog Hampton Research, 2015), coz zobrazuje Obr. 3A.

Krystalizace dialyzou (Dialysis) je metoda vyuzivajici dialyza¢ni knoflik potazeny
polopropustnou membranou. Knoflik obsahuje vzorek proteinu a je ponofen ve srazecim
¢inidle. Mezi vzorkem a srazedlem dochézi diky polopropustné membrané k vyméné malych

molekul (katalog Hampton Research, 2015), jak ukazuje Obr. 3B.

kapka proteinu a srazeciho ¢inidla kryci sklicko srazeci ¢inidlo v rezervoaru
H,0
P ,
roztok proteinu
olej |- krystal
A 7 B

Obr. 3: Schéma krystaliza¢ni jamky pro metodu mikrokrystalizace pod olejem (A) a dialyzu

(B). Difuze vodnich par (A) a malych molekul (B) je naznacena Sipkou.
Pokrocilé krystaliza¢ni metody

Mezi pokroc€ilé krystalizaéni metody patii metoda volné diftze (Free Interface
Diffusion), pii které jsou vzorek proteinu a srazeci ¢inidlo umistény v malych sklenénych
kapilarach a jsou v pfimém kontaktu. Obé komponenty se postupem casu promichavaji
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koncentrace proteinu (katalog Hampton Research, 2015). Metoda je zobrazena na Obr. 4.

roztok proteinu

<——82\ /

srazeci ¢inidlo

o= 4

krystal

Obr. 4: Schéma sklenéné kapilary pro metodu volné difuze.



Alternativni krystaliza¢ni metody

Velky vyznam u alternativnich krystaliza¢nich metod maji riizné ligandy, kofaktory
a aditiva. Ve skute¢nosti jakékoli ptidani dalsi latky ke krystalizacni smési vede k novym
krystaliza¢nim postupim. Toméova a Kutda Smatanova (2006) popsaly metodu kiizové
krystalizace (Cross-influence Procedure), kterou lze provést ve formé sedici i visici kapky.
Zakladem této metody je pouziti nékolika aditiv, kterd ovlivituji kvalitu a rist krystal. Tato
aditiva jsou rozmisténa ve Ctyfech kapkach. Kazda kapka obsahuje srazeci Cinidlo a vybrané
aditivum. V jedné kapce je navic i roztok proteinu, coZ je znazornéno na Obr. 5. Aditiva
zpusobuji zmény tlaku vodni pary a tim ovliviiuji vysledek celé krystalizace (Nemcovicova

a Kuta Smatanova, 2012).

protein 1 2

srdzeci ¢inidlo

aditiva

A B

Obr. 5: Schéma krystaliza¢ni jamky pro metodu kiizové krystalizace ve formé sedici kapky.
Pohled z boku (A) a shora (B).

2.5 Faktory ovliviiujici krystalizaci

Existuje mnoho faktori majicich vliv na prubéh krystalizace proteint (na rychlost
ristu a mnozstvi krystalti, na jejich velikost a kvalitu). Kazdy protein je unikatni a staci
zména jediné aminokyseliny, aby se zasadné¢ zménily jeho vlastnosti. Proto podminky
vhodné pro krystalizaci jednoho konkrétniho proteinu nemusi byt vhodné pro jiny
(Giacovazzo a kol.,, 2002; Lattman a kol., 2008). Nalezeni vhodnych podminek
pro vypéstovani krystalli pouzitelnych pro difrakéni analyzu se tak stdvd pomérné slozitou

zalezitosti (Nemcovi¢ova a Kuta Smatanova, 2012).
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(jejich pomér v kapce), teplota a jeji fluktuace béhem krystalizace a pH. Vyznamnou roli ma
pouziti specifickych aditiv, iontova sila, rozpustnost proteinu a jeho Cistota, ktera je
ovlivilovana manipulaci a Cistotou prace, tedy lidskym faktorem (Kutd Smatanova, 2008).
Déle je podstatna viskozita, vybér krystalizaéni metody a srdzeciho cCinidla (organicka

rozpoustédla, anorganické soli, polyethylenglykoly) (McPherson, 2004).
Teplota

Teplota casto pasobi na nukleaci a rust krystali manipulaci s rozpustnosti
a presycenim vzorku (Garavito, 1991). Ovliviiuje mnozstvi, velikost i kvalitu krystalt
(Christopher, 1998).

Mnoho proteint se li$i rozpustnosti v zavislosti na teploté. Pii nizké iontové sile se
rozpustnost proteinil obvykle zvySuje se zvySujici se teplotou. Pti vysoké iontové sile jsou

proteiny obecné méné rozpustné pii 25°C nez pti 4°C (Bergfors, 1999).

Krystalizace proteinti se obvykle provadi pti 4°C nebo pii pokojové teploté. Nizka
teplota (4°C) je vyhodna piedevSim pro teplotné labilni proteiny, protoZze je poméha
stabilizovat a zabrafiuje mikrobidlnimu rstu. Nicméné uspésné krystalizace byly provedeny

Vv rozsahu teplot od méné nez 0°C do piiblizné 60°C (Bergfors, 1999).
Pufry a pH

KudrZzovani pH se pouZivaji rizné pufry. VéEtSina proteinovych krystalli vznika
ptipH 7,0 a smérem k zasadit&jsimu i kyselejsimu pH pocet krystali klesa (McPherson
a kol., 1995). Ptesto se objevuji krystaly i pii extrémnich hodnotach pH (pod 5,0 a nad 9,0),
proto je vyhodné pracovat s Sirokym rozsahem pH (Bollag a kol., 1996). Krom¢ samotného
pH je klicovy i vybér pufru. Rizné pufry pii stejné hodnoté¢ pH mohou vést k odlisSnym
vysledklim (rGzné kvalité krystall). Navic n€které anorganické pufry (pfedevsim fosfatové)

ptispivaji ke vzniku nezadoucich krystalt soli (Bergfors, 1999).
Krystaliza¢ni ¢inidla

K nalezeni vhodnych krystaliza¢nich podminek existuje celd fada riznych sad
krystaliza¢nich ¢inidel. Jednou z téchto sad je Index HR2-144 [Hampton Research, Aliso
Viejo, CA, USA] vhodny pro krystalizaci proteind, peptidd, nukleovych kyselin, komplext

a malych molekul rozpustnych ve vodé. Index HR2-144 je zalozeny na systému 96 riznych
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krystalizacnich c¢inidel. Obsahuje tradi¢ni soli (napf. siran amonny, chlorid sodny),
neutralizované organické kyseliny (napf. malonat sodny), smési S vysokou koncentraci soli
a nizkou koncentraci polymeru a naopak, ¢inidla s nizkou iontovou silou a zahrnuje Cinidla
s rozsahem pH od 3,0 do 9,0. Vysledkem pouziti tohoto systému je zjisténi, ktera tiida
¢inidel a rozmezi pH je U¢innd pro produkci krystall nebo omezeni rozpustnosti dané¢ho
vzorku (katalog Hampton Research, 2015). Faktory Indexu HR2-144 jsou zobrazeny
na Obr. 6.

Neutralizované organické
kyseliny pH Tradi¢ni soli

[ (3,0 - 9,0 x
®

Vysoka koncentrace soli/
nizka koncentrace polymeru

Vysoka koncentrace polymeru/
nizka koncentrace soli

.

Polymer/sul/pH

b Nizk4 iontov4 sila
Polymer/stil

Obr. 6: Faktory systému krystaliza¢nich ¢inidel Index HR2-144 [Hampton Research, Aliso
Viejo, CA, USA].

2.6 Krystaly proteini vs. krystaly (an)organické

Klasické nizkomolekularni krystaly jsou uspotddané ve formé pravidelné krystalové
miizky, zatimco proteinové krystaly obsahuji velkou ¢ast molekul (iontll) v neuspotfadaném
stavu (Marek a Travnicek, 2002). 20-80 % jejich objemu totiz tvoii molekuly rozpoustédla
(Kutd Smatanova, 2008). Obecné jsou tedy krystaly proteini méné usporadané
nez anorganické krystaly a tato neuspofadanost spole¢né s dalSimi vlastnostmi, jako je
gelovy charakter, vysokd senzitivita na zménu teploty, pH, druh rozpoustédla a iontovou
silu, zpisobuji slabé difrakéni vlastnosti téchto krystali (Kutd Smatanova, 2003). Diky

vysokému podilu molekul rozpoustédla v proteinovych krystalech mizeme piedpokladat, ze



okoli makromolekuly zabudované v krystalu se pfili§ neli§i od okoli t¢ samé molekuly
Vroztoku, a tim padem, Ze struktura biomolekuly urcend z krystalu se pfili§ nelisi

od struktury této molekuly v Zivém organismu (Marek a Travnicek, 2002).

Makromolekularni krystaly jsou na rozdil od anorganickych krystalii spiSe mensi
a maji Spatné mechanické vlastnosti. Jsou velmi kiehké a citlivé na vnéjs$i podminky. Slabym
tlakem se rozpadaji, na vzduchu podléhaji dehydrataci, coz vede k jejich praskani
a destrukci, vykazuji slabé optické vlastnosti. Na rozdil od rychle vznikajicich krystalt soli,
krystaly proteint rostou nékolik dni, tydnli i mésicii. Plisobenim radiacniho zéieni dochazi
K jejich silnému poskozeni, proto se difrakéni data ziskavaji za pouziti vysokofrekvenénich

zdroji rentgenového zateni, tzv. synchrotront (Kutd Smatanova, 2003).

Pii praci s proteinovymi krystaly je tieba dbat maximalni opatrnosti, vzhledem
k jejich kiehkosti. K jejich uchovani je mozné ponechat je v kapkach, ve kterych vznikly,
umisténim do tmy, nebo se mohou zmrazit a uchovavat v tekutém dusiku. Spravné
uskladnéné proteinové krystaly pak mohou difraktovat 1 po nckolika letech (Kuta
Smatanova, 2003).

2.7 Krystaliza¢ni testy

Po ziskani krystalli je nutné ovéfit, zda se jedna o krystaly proteinu nebo nezadouci
krystaly soli. Pufry, které se pouzivaji ke krystalizaci, jsou Casto malo koncentrované
anemélo by dochazet ke vzniku jejich krystalli. Nekteré soli (napf. siran amonny,
fosforecnan draselnosodny) pouzivané ve vysSich koncentracich vSak mohou krystalizovat
misto proteinii. Ke krystalizaci soli dochazi ptfedevSim, pokud jsou soli smichany
S precipitacnimi iontovymi pufry (pufry s Ca2+), a organickymi molekulami, jejichz piisobeni
muze vést ke zméné rozpustnosti slozek krystalizaéniho roztoku (Kuta Smatanova, 2003).

Pro rozliSeni krystall proteinti a soli existuje nékolik metod:
Dehydratace (Dehydration)

Krystaly proteind obsahuji 20-80 % rozpoustédla (Kutd Smatanova, 2008), proto
po vyjmuti z kapky snadno podléhaji dehydrataci. Naopak anorganické krystaly maji nizky

obsah rozpoustédla a po vyjmuti z kapky nedojde K jejich zni¢eni ani zméné vzhledu
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(katalog Hampton Research, 2015). Tato metoda vede k destrukci, proto se provadi jen

pfi dostatecném mnozstvi krystala.
Fyzicka manipulace (Crush test)

Dalsi destruk¢éni metodou je fyzicka manipulace s krystalem. Pti dotyku s jehlou se
proteinové krystaly velmi snadno rozpadnou na velké mnoZzstvi malych kustd, zatimco
anorganické krystaly se rozpadaji jen za pouziti vétsi sily a na mén¢ kust (katalog Hampton

Research, 2015).
Dvojlom svétla (Birefringence)

Krychlové proteinové krystaly pod zktizenymi polarizatory vykazuji jen slabé dva
rizné indexy lomu svétla, naopak anorganické krystaly silné zptsobuji dvojlom svétla.
Dvojlom svétla vykazuji 1 nékteré plastové materidly, proto se tato metoda provadi

v celosklenéném prostiedi (katalog Hampton Research, 2015).
Absorpce barviva (Dye test)

Krystaly proteinti obsahuji solventni kanaly, kterymi do nich mohou pronikat malé
molekuly barviva, coz zpisobi zabarveni krystalli. Anorganické krystaly tyto kanaly

neobsahuji a po pfidani barviva se jejich barva neméni (katalog Hampton Research, 2015).

K tomuto testu se vyuziva modré barvivo Izit HR4-710 [Hampton Research, Aliso
Viejo, CA, USA], které obarvi krystaly proteinu pfiblizné za hodinu po aplikaci do kapky
(katalog Hampton Research, 2015).

Kontrolni experiment (Control experiment)

Kontrolni experiment spociva v zopakovani postupu, ktery vedl ke vzniku krystald.
Pouzije se stejny puftr, krystalizacni ¢inidlo a krystalizaéni metoda. Vzorek proteinu se
nahradi destilovanou vodou. V ptipad¢, Ze i bez ptitomnosti vzorku proteinu dojde ke vzniku
vizualné podobnych krystald, pravdépodobné se jedna o krystaly soli (katalog Hampton
Research, 2015).
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SDS-PAGE elektroforéza (SDS-PAGE electrophoresis)

Ziskané krystaly se rozpusti a provede se SDS-PAGE eclektroforéza. Proteinové
krystaly zustanou v gelu v misté odpovidajicim jejich molekulové hmotnosti. Krystaly soli

probéhnou celym gelem (katalog Hampton Research, 2015).

Rentgenova difrakéni analyza (X-ray diffraction)

L4

Ziskéani rentgenovych difrakénich snimka je nejspolehlivéjsi metodou k rozliSeni
krystali proteinu a soli (Kutd Smatanova, 2003). Pro protein je typicky difrak¢éni snimek
s velkym mnozstvim difrakci umisténych v soustfednych kruzich, zatimco pro sul je typické

malé mnozstvi difrakci (Emmer, 2007).

Podle Kuté Smatanové (2003) roste spolehlivost testti k rozliSeni krystalli proteind

a soli v poradi naznac¢eném Sipkou na Obr. 7.

Fyzickd manipulace (Crush test)
Dehydratace (Dehydration)
Absorpce barviva (Dye test)

SDS-PAGE elektroforéza (SDS-PAGE electrophoresis)

v Rentgenova difrakéni analyza (X-ray diffraction)

Obr. 7: Rostouci spolehlivost testi rozlisujicich proteinové krystaly a krystaly soli.

2.8 Makromolekularni databaze

Struktury biologickych makromolekul, vcetné¢ krystalografickych informaci
arentgenovych difrakénich dat, jsou deponovany do online databazi. Jedna z nejvice
pouzivanych databazi ve strukturni biologii je databaze RCSB PDB (Protein Data Bank),
ktera byla zalozena v roce 1971 (Henderson a kol., 2012). RCSB PDB je celosvétovy zdroj
informaci o 3D strukturdch biologickych makromolekul (proteinti, nukleovych kyselin,

makromolekularnich komplexti). Tato databaze je dostupna pro vSechny uzivatele zdarma
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a jeji obsah je kazdy tyden aktualizovan. K datu 2. 4. 2016 RCSB PDB obsahovala 117 438
struktur biologickych makromolekul (RCSB PDB, 2016).

RCSB PDB vytvaii nastroje a prostiedky pro vyzkum a vzdélavani v oblasti
molekularni biologie, strukturni biologie, vypocetni biologie aj. Uzivatel¢ databaze
pochazeji z riznych oblasti védy - biologie, chemie, fyzika a informatika (Berman a kol.,
2014).

UziteCnost a jednotnost dat RCSB PDB umoznily rozvoj dalSich databazi
a informacnich zdroji: databdze zaméfené na malé molekuly a ligandy (ChEMBL,
DrugBank, BindingDB, BindingMOAD, PDBBind), databaze s klasifikaci proteinovych
struktur (Cath, SCOP, PDBsum) a specialné zamétené databaze
(PDBTM - transmembranové proteiny, ArchDB - funkéni smycky ve struktufe,
3did - povrchové interakce protein-protein) (Berman a kol., 2014).

2.9 Halogenaciddehalogenasy

Primyslova vyroba a chemické odvétvi jsou zodpovédné za pribyvajici mnozstvi
cizorodych latek (xenobiotik) v biosfére. Pfestoze je metabolické vSestrannost mikrobidlnich
spolecenstev obrovska, ne vzdy se daii xenobiotika degradovat. Napf. substituce halogenti
muze vést ke zvySovani toxicity halogenovanych organickych sloucenin (Furukawa, 2006),
které predstavuji vyznamnou ¢ast prumyslové pouzivanych rozpoustédel, herbicidi
apesticidi. Tyto latky se staly cilem fady bioremediacnich vyzkumnych projektt
zamé&fenych na odstrannovani xenobiotik ze zamotenych oblasti, napiiklad pomoci plisobeni
zivych organismil. Jako uZitecné se prokazaly dehalogenasy, mikrobidlni enzymy, schopné
Stépit vazbu uhlik-halogen (Weightman a kol., 2002). Dehalogenasy zahrnuji nékolik skupin

enzymu mj. halogenaciddehalogenasy.

Nadrodina (superfamily) halogenaciddehalogenas (HAD) je tvofena fadou enzymi
Sruznou substratovou specifitou. Jedna se 0 jednu z nejvétsich nadrodin enzymu.
V soucasnosti je znamo vice nez 130 000 druhti (Pandya a kol., 2014), které¢ se vyskytuji ve
vSech tfech doménach zivych organismii — Archaea, Bacteria a Eukaryota (Koonin
a Tatusov, 1994). Enzymy této nadrodiny katalyzuji celou fadu reakci, mohou mit aktivitu
fosfoesterasovou, fosfonatasovou, ATPasovou, dehalogenasovou, fosfomutasovou, i kdyz

pfevazna Cast z nich (t¢méf 99 %) jsou fosfotransferasy (Burroughs a kol., 2006), jejichz
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sekvencni podobnost je Casto nizsi nez 15 % (Seifried a kol., 2012). Necelé 1 % tvori

enzymy katalyzujici dehalogenacni reakce (Burroughs a kol., 2006).

Spolecnou vlastnosti halogenaciddehalogenas je Rossmanova doména, obsazena
Vv jejich struktuie. Ve struktufe enzymu se také vyskytuji vickové (cap) domény, které jsou
zodpovédné za strukturalni a funk¢ni rozmanitosti (Allen, 2004; Allen, 2009). Architektura
vickovych domén se 1isi i mezi nejbliz§imi strukturalnimi homology (Rao a kol., 2006).
V zavislosti na pfitomnosti, topologii a umisténi vickovych domén jsou
halogenaciddehalogenasy déleny do tfi podrodin (Morais a kol., 2000; Tremblay a kol.,
2006; Zhang a kol., 2002). Prvni podrodina obsahuje v jadru Rossmanovy domény malou
a-helikalni vickovou doménu vlozenou mezi smycku 1 a smycku 2 (typ C1), u druhé je vétsi
B-list mezi smyckou 2 a 3 (typ C2), zatimco u tfeti podrodiny Zadna vsuvka neni (typ CO)
(Selengut a Levine, 2000; Shin a kol., 2003). Strukturni diverzita halogenaciddehalogenas je

zobrazena na Obr. 8.

typ CO typ C1 typ C2

Polynukleotid-5"-kinasa-3'-fosfatasa Fosferin fosfatasa Fosfomannomutasa
(PNKP) (PSPH) (PMM]1)

Obr. 8: Rentgenova krystalova struktura PNKP (typ C0), PSHP (typ C1) a PMML1 (typ C2).

Vickové domény jsou znazornény oranzove (prevzato a upraveno z: Seifried a kol., 2013).
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2.10 Putativni halogenaciddehalogenasa Tt81

Mezi experimentalné charakterizovanymi a nové sekvenovanymi proteiny Se
standardné porovnava sekvencni podobnost prostiednictvim programu BLAST (The Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul, 1997). V piipad¢, Ze u nich nelze piesné urdit
sekvencni podobnost, jsou tyto proteiny oznaceny jako hypotetické nebo putativni (Huang

a kol., 2015). Stejné tomu je v piipadé proteinu Tt81.

Putativni halogenaciddehalogenasa Tt81 byla objevena v bakteriich druhu
Thermococcus thioreducens. Rod Thermococcus byl vytvoien v roce 1983 a v roce 2007
zahrnoval 26 platné zvefejnénych druhli. Organismy tohoto rodu jsou extrémné teplomilné
a anaerobni (Pikuta a kol., 2007). Jejich typickou oblasti vyskytu jsou hydrotermalni
prameny (sopecné fumaroly, gejziry, hlubinné hydrotermalni praduchy), oblasti hluboko
pod zemi a ropné vrty (Miroshnichenko a kol., 2001; Stetter a kol., 1993; Takahata a kol.,
2000). Vétsina z nich optimalné roste v neutralnim nebo ve slabé kyselém pH. Bakterie
Thermococcus thioreducens byly schopné rust v rozsahu pH 5,0 - 8,5, pfi teplotnim rozmezi

55 - 94°C, za ptitomnosti chloridu sodného o koncentraci 1 - 3% (Pikuta a kol., 2007).

Informace, které jsou zatim zndmy o proteinu Tt81, zahrnuji pouze
aminokyselinovou a genetickou sekvenci, molekulovou hmotnost, pocet a zastoupeni
jednotlivych aminokyselin a teoreticky izoelektricky bod. VSechny tyto informace jsou

uvedeny v Ptilohach.
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3. Material a metody

Cilem bakalaiské prace bylo nalézt krystalizaéni podminky a vykrystalizovat nové
objeveny protein Tt81, ktery je povazovan za halogenaciddehalogenasu, ackoli toto tvrzeni

zatim nebylo ovéfeno.

Prace také zahrnuje krystalizaci modelového proteinu lysozymu, jehoz krystaliza¢ni
podminky jsou uz zndmé. Lysozym byl vyuzit za ucelem sezndmeni se a zvladnuti
zékladnich 1 pokrocilych krystalizacnich metod. Ze zékladnich metod byla vyzkousSena
metoda sedici kapky, metoda visici kapky a mikrokrystalizace pod olejem. Z pokrocilych
metod byla vyzkouSena volna difuze v kapilarach. Dalsim krokem bylo hledani
krystaliza¢nich podminek proteinu Tt81 z Thermococcus thioreducens, k ¢emuz byla pouzita
metoda sedici kapky a mikrokrystalizace pod olejem. Kromé proteinovych krystali byly
péstovany i krystaly anorganické pro nasledné porovnani jejich vlastnosti a otestovani jejich
puvodu. Veskeré vysledky byly zaznamenany a vyfoceny, aby mohlo dojit k nalezitému

vyhodnoceni.

3.1 Krystalizace lysozymu

Priprava krystaliza¢nich roztoki

Pro krystalizaci lysozymu byl ptipraven 10% roztok chloridu sodného, rozpusténim
této latky v 0,1 M roztoku octanu sodného 0 pH 4,7. Z tohoto roztoku byla pfipravena sada
roztokl (3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%) pfidanim destilované vody v piislusnych pomérech.
Jako dalsi krystaliza¢ni roztoky byly pouzity jiz hotové roztoky: 20% PEG 3350 a 14,4%
PEG 8000.

Naredéni lysozymu

Modelovy protein byl z ptivodni koncentrace 100 mg/ml natedén octanovym pufrem
0 pH 4,7 na hodnoty: 75 mg/ml, 50 mg/ml a 25 mg/ml pro nasledné posouzeni, ktera z téchto

koncentraci je pro krystalizaci nejvhodné;si.
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Vlastni krystalizace

Ke krystalizaci lysozymu byla pouzita metoda sedici a visici kapky, metoda
mikrokrystalizace pod olejem a volna difuze v kapilarach. K provedeni experimentii byly
pouzity piipravené krystaliza¢ni roztoky, natedény lysozym, ptislusné krystalizacni desticky
a automatické mikropipety. VSechny experimenty byly provedeny pii pokojové teploté

(20°C).
Metoda sedici kapky

Metodou sedici kapky byly provedeny dva pokusy. Pii prvnim krystalizaénim
experimentu byly testovany ¢tyfi rizné koncentrace roztoku lysozymu (25 mg/ml, 50 mg/ml,
75 mg/ml, 100 mg/ml) a Sest koncentraci krystalizaéniho roztoku chloridu sodného (3%, 4%,
5%, 6%, 7%, 8%). Ve druhém pokusu byl pouzit roztok lysozymu o koncentraci 50 mg/ml
a tii rizna krystalizaéni ¢inidla (10% NaCl, 20% PEG 3350, 14,4% PEG 8000). V obou
ptipadech byly rezervoary krystaliza¢nich desti¢ek naplnény 200 ul daného krystaliza¢niho
¢inidla a kapky obsahovaly 2 pl roztoku proteinu a 2 pl roztoku z rezervoaru. V Tab. 1
pro prvni pokus a v Tab.2 pro druhy pokus je znazornéno, jak byly roztoky proteinu

a krystaliza¢nich €inidel pipetovany do krystalizacnich desticek.

Tab. 1: Schéma prvniho pokusu metodou sedici kapky pro lysozym.

krystaliza¢ni roztok NaCl

lysozym 3% 4% 5% 6% 7% 8%

P 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
/i lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym +
2ulNaCl | 2pulNaCl | 2ulNaCl | 2plNaCl | 2pulNaCl | 2 pulNaCl

o 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym +
mo/mi 2ulNaCl | 2pulNaCl | 2ulNaCl | 2plNaCl | 2pulNaCl | 2 pulNaCl

- 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2ul
mg/mi lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym +
2ulNaCl | 2pulNaCl | 2ulNaCl | 2pulNaCl | 2 pulNaCl | 2 pl NaCl

G 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2ul
/i lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym +
2ulNaCl | 2pulNaCl | 2plNaCl | 2plNaCl | 2 plNaCl | 2 plNaCl
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Tab. 2: Schéma druhého pokusu metodou sedici kapky pro lysozym.

krystaliza¢ni roztok

lysozym

10% NaCl

20% PEG 3350

14,4% PEG 8000

50 mg/ml

2 ul lysozym + 2 ul NaCl | 2 ul lysozym + 2 ul PEG

2 ul lysozym + 2 ul PEG

Metoda visici kapky

Metoda visici kapky byla pouzita v piipadé, pfi kterém byly testovany tfi rtizna
krystaliza¢ni ¢inidla (10% NaCl, 20% PEG 3350, 14,4% PEG 8000) a lysozym
0 koncentraci 50 mg/ml. Rezervoar byl naplnén 200 pl krystalizaéniho ¢inidla a kapka

obsahovala ve vSech ptipadech 2 ul lysozymu a 2 pl ¢inidla z rezervoaru. Schéma pokusu je

znizornéno v Tab. 3.

Tab. 3: Schéma pokusu metodou visici kapky pro lysozym.

krystaliza¢ni roztok

lysozym 50 mg/ml

10% NaCl

2 ul lysozym + 2 pl NaCl

20% PEG 3350

2 ul lysozym + 2 ul PEG

14,4% PEG 8000

2 ul lysozym + 2 ul PEG

Mikrokrystalizace pod olejem

Pro metodu mikrokrystalizace pod olejem byl pouzit parafinovy olej, ¢tyfi riizné

koncentrace lysozymu (25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml) a jako krystaliza¢ni

¢inidlo byl pouzit roztok chloridu sodného (3% a 8%). Krystaliza¢ni desticka byla zalita

parafinovym olejem, pod jehoz vrstvu pak byly napipetovany kapky tak, aby obsahovaly

2 ul lysozymu a 2 ul ¢inidla. Schéma pokusu je znazornéno v Tab. 4.
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Tab. 4: Schéma pokusu metodou mikrokrystalizace pod olejem pro lysozym.

krystaliza¢ni roztok

lysozym 3% NaCl 8% NaCl

25 mg/ml | 2 ul lysozym + 2 pul NaCl | 2 ul lysozym + 2 pl NaCl

50 mg/ml | 2 pl lysozym + 2 pl NaCl | 2 pl lysozym + 2 ul NaCl

75 mg/ml | 2 pl lysozym + 2 pl NaCl | 2 pl lysozym + 2 ul NaCl

100 mg/ml | 2 pl lysozym + 2 ul NaCl | 2 ul lysozym + 2 ul NaCl

Volna difaze v kapilarach

Jedinou pokro¢ilou metodou pouzitou pro krystalizaci lysozymu byla volna diftze.
Pro tuto metodu byly pouzity tii sklenéné kapilary o rizném praméru (0,2 mm, 0,5 mm, 1,0
mm). Uz§i casti kapilar byly samovolnym vzlindnim naplnény roztokem lysozymu
o koncentraci 75 mg/ml, uz§i konec byl pak utésnén voskem. Sirsi asti kapilar byly
naplnény 30 pl krystalizaéniho ¢inidla (3% NaCl) a druhy konec byl také utésnén voskem.

Schéma naplnéni kapilar je znazornéno v Tab. 5.

Tab. 5: Schéma pokusu metodou volné difiize v kapilarach pro lysozym.

prumér kapilary [mm]
0,2 0,5 1,0
30 pul 3% NaCl 30 pul 3% NaCl 30 pul 3% NaCl
+ lysozym 75 mg/ml | + lysozym 75 mg/ml | + lysozym 75 mg/ml

3.2 Krystalizace Tt81

Vzorek proteinu Tt81

Vzorek proteinu Tt81 pro krystalizacni experimenty byl pfipraven Vv iXpressGenes,
Inc. (Huntsville, Alabama, USA).

K namnozeni plazmidu a jeho sekvenovani byly pouzity bakterie Escherichia coli,

kmen DH5a. Pro genovou expresi proteinu byly pouzity kmenové bunky E. coli BL21
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CodonPlus-(DE3)-RIL [Stratagene, La Jolla, CA, USA] a plazmid pET-24a(+) [Novagen,
Madison, USA]. Kmeny bun¢k E. coli byly kultivovany v médiu Luria-Bertani
s karbenicilinem (100 pg/ml) a chloramfenikolem (35 pg/ml) (dale jen kultivacni médium)

pii 37°C.
Piiprava linearizovaného plazmidu

pET3a plazmid [Novagen, Madison, USA] byl dvojité¢ $tépen pomoci restrik¢nich
endonukleaz Ndel a BamH1 [Promega, Madison, WI, USA]. Rozstépeny plazmid byl
purifikovan s pouzitim purifika¢ni soupravy QIAquick PCR [Qiagen, Valencia, CA, USA].
Pro zménu lepivych konct plazmidu na tupé byl pouzit Klenowuv fragment [Promega,
Madison, WI, USA] a dale byl plazmid znovu purifikovan. Vysledny fragment pET3a byl

pouzit pro homologni rekombinaci.
Klonovani a exprese dehalogenasového genu

Hypertermofilni mofsky archaeon Thermococcus thiroreducens byl péstovan
pro naslednou extrakci genomové DNA. Primery s piekryvajici se oblasti Pet3a vektoru byly
navrzeny k amplifikaci dehalogenasového genu z Thermococcus thiroreducens nasledovné:
forward primer: 5'-tttgtttaactttaagaaggagatatacat ATGATAAAGGCCGTGTTCTT-3,,
reverse primer: 5'-cttcctttcgggctttgttagcagccggatcc TCAACCAGCATGAACTTCCT-3',

100 ng PCR produktu a 20 ng linearizovaného plazmidu Pet3a bylo vlozeno
do kmene E. coli DH5a pro ziskani expresniho plazmidu homologni rekombinaci in vivo.
Pozitivni klony byly potvrzeny DNA sekvenovanim. Rekombinantni plazmid byl nasledné
transformovan do E. coli BL21 (DE3) pro expresi genu. Bunky E. coli byly kultivovany
ve 100 ml kultivacniho média pti 37°C po 16-18 hodin, aby se ziskala startovaci kultura.
Kultura byla centrifugovana, resuspendovana ve 4 litrech kultiva¢niho média pti 37°C.
Genova exprese byla indukovana 0,5 mM isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidem (IPTG),
kdyz opticka hustota pii 600 nm dosahla hodnoty 0,6. Bunky byly sklizeny po 18 az 20
hodinach indukce pii 18°C.

Dehalogenasovy gen byl amplifikovan z genomové DNA Thermococcus

thioreducens pomoci PCR S pouzitim reverse primeru
(5°-tttgtttaactttaagaaggagatatacat ATGCCGTTCGAGATAGTTTTT-3") a forward primeru
(5’-cttcctttcgggctttgttagcagecggatccTTAATCCTCTACACGCGGTGC-3%) (Operon,

Huntsville, Alabama, USA). Primery byly navrzeny podle piesného srovnani 21 prvnich a 21
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poslednich nukleotidii otevieného ¢teciho ramce (open reading frame) dehalogenasového
genu (velka pismena). Pfed oligonukleotidové primery byly vlozeny sekven¢ni homology
odpovidajici 30 a 32 nukleotidim expresniho plazmidového vektoru pET3a [Novagen,
Madison, USA] (mala pismena) obsahujici Ndel a BamHI inzeréni misto. K subklonovani
PCR produktu do pET3a vektoru [Novagen, Madison, USA] pouzitim homologni
rekombinace in vivo, bylo vlozeno spoleéné¢ 150 ng amplifikovaného genu a 50 ng
linearizovaného vektoru pET3a s tupymi konci (Novagen) do kmene E. coli DH5a
a vysledny expresni plazmid byl namnoZen prostfednictvim homologni rekombinace in vivo.

Pozitivni klony byly potvrzeny DNA sekvenovanim.

Rekombinantni expresni plazmid byl nasledné vlozen do kmene E. coli BL21 (DE3)

pro genovou expresi.

Rekombinantni kmeny BL21 (DE3) byly kultivovany ve 100 ml kultiva¢niho média
pti 37°C po dobu 16 az 18 hodin, aby se ziskala startovaci kultura. Kultura byla odstfedéna
centrifugou, resuspendovana a dale kultivovana ve 4 litrech kultivaéniho média pti 37°C.
Genova exprese byla indukovana 0,5 mM isopropyl-f-D-thiogalaktopyranosidem (IPTG),
kdyz opticka hustota pti 600 nm dosahla hodnoty 0,6. Indukce pokracovala pii 18°C po dobu
18 az 20 hodin.

Purifikace dehalogenasy

Buiiky byly sklizeny centrifugaci. Bunécné pelety byly resuspendovany v pufru A
(50 mM Tris-acetat, 50 mM siran amonny) a lyzovany sonikaci (3 cykly po 45 pulzech)
za pouziti sonikatoru Branson Sonifier 250 [VWR Scientific, West Chester, PA, USA].
Bunéény odpad byl odstranén centrifugaci (17 000 g, 40 min). Supernatant byl zahfivan
po dobu 30 minut pii 75°C a srazenina se odstranila centrifugaci (17 000 g, 5 min).
Supernatant byl nanesen na aniontovou kolonu BioRad Q sepharose [BioRad, USA]
ekvilibrovanou pufrem A. Protein byl nasledn¢ eluovan s gradientem 0,05-1 M siranem
amonnym v pufru B (50 mM Tris-acetat, 0,5 M siran amonny) pomoci nizko tlakového
systému [BioRad, USA]. Eluat obsahujici protein s o¢ekavanou molekulovou hmotnosti byl
dale koncentrovdn za pouziti koncentratoru Millipore Ultra. Koncentrovany protein byl
pouzit pro gelovou chromatografii s pouzitim gelové filtra¢ni kolony Sephacryl S-200 [GE
Healthcare], ktera byla ekvilibrovana pufrem C (50 mM HEPES-NaOH, pH 7,5, 100 mM
NaCl). Frakce odpovidajici hlavnimu piku byly analyzovany pouzitim SDS-PAGE

elektroforézy. Frakce s Cistym jedinym pruhem pii ocekdvané molekulové hmotnosti byly
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shromazdény, slouceny a koncentrovany pro naslednou analyzu enzymatické aktivity

a krystaliza¢ni experimenty.
Gelova SDS-PAGE elektroforéza

Pred zahdjenim krystalizacnich experimentd byla Cistota proteinu zkontrolovana
pomoci gelové SDS-PAGE elektroforézy. Jedna se o biochemickou metodu slouzici
Kk separaci proteini na zakladé¢ jejich rozdilné molekulové hmotnosti, s pouZitim
polyakrylamidového gelu a dodecylsiranu sodného (SDS). Tato metoda se pouziva

k charakterizaci proteind - jednak ke stanoveni molekulové hmotnosti proteinu, také k ur¢eni

vvvvvv

Do sestavené aparatury pro elektroforézu byl mezi dvé sklicka automatickou pipetou

nanesen 10% roztok spodniho separaéniho gelu (Running Gel Solution), ktery obsahoval:

e 4mlH,0O

e 3,3 ml 30% akrylamidu (smés akrylamidu a N,N'-methylen-bis-akrylamidu)
e 25ml15MTrisopH 8,8

e 0,1 ml 10% SDS

e 0,1 ml10% APS

e 0,004 ml TEMED

Po 30 minutach byl na ztuhly spodni separa¢ni gel nanesen roztok zaostfovaciho gelu

(Stacking Gel Solution), pfipraveny z:

e 1,4mlH,0O

e 0,33 ml 30% akrylamidu (smés akrylamidu a N,N'-methylen-bis-akrylamidu)
e 0,25ml1,0M Triso pH 6,8

e 0,02 ml 10% SDS

e 0,02 ml 10% APS

e 0,002 ml TEMED
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Do zaosttovaciho gelu byl umistén plastovy hieben pro vytvotreni jamek k nanaseni
vzorkl. Po zatuhnuti gelu (po hodin€) byl hieben vyjmut a elektroforeticka komora byla

naplnéna elektrodovym pufrem (Running Buffer), ktery byl pfipraveny z:

1000 ml H,O
15,1 g Tris

72 g glycinu
59 SDS

Vzorek proteinu Tt81 byl smichan v poméru 1:1 a 5:1 se vzorkovym pufrem (Sample

Buffer) a zahtivan po dobu 15 minut pfi teploté 65°C. Vzorkovy pufr byl ptipraven z:

e 24ml0,5M Triso pH 6,8

e 16 ml glycerolu

e 2910% SDS

e 10 mg 0,1% bromfenolové modri

¢ 10 ml B-merkaptoethanolu

Do prvni a druhé jamky byl napipetovan ptipraveny vzorek proteinu Tt81 (5:1 a 1:1).
Do tfeti jamky byl napipetovan standard (marker) Unstained Protein Molecular Weight
Marker [Thermo Fisher Scientific, Inc., Praha], ktery slouzi k ur¢eni molekulové hmotnosti
vzorkd. Poté byl do aparatury zaveden stejnosmérny elektricky proud o napéti 250 V. Po 30
minutach byla elektroforéza ukoncena, gel byl vyjmut z aparatury a vloZzen do nadoby
s roztokem barviva Coomassie Blue (0,5 g Coomassie Blue G-250, 200 ml kyseliny octové,
1800 ml destilované¢ vody). Po obarveni byl gel oplachovan odbarvovacim roztokem
(Destaining Solution) (5000 ml H,0, 250 ml ethanolu, 350 ml kyseliny octové) a v tomto

roztoku byl jesté n€kolik hodin ponechan. Poté byla potizena fotodokumentace gelu.
Krystalizaé¢ni ¢inidla

Pro krystalizaci proteinu Tt81 byla pouzita sada komeréné dostupnych
krystaliza¢nich ¢inidel Index HR2-144 [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA], jiz
zminéna v kapitole 2.5. SloZeni viech pouZitych ¢inidel je uvedeno v P¥ilohach. Cinidla &islo

15 a 16 nebyla k dispozici.
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Naredéni proteinu Tt81

Plvodni koncentrace vzorku proteinu Tt81 byla pfiblizné¢ 40 mg/ml. Protein byl
fedén az v prubéhu pokust, protoze se objevila precipitace, nejdiive na koncentraci piiblizné

20 mg/ml a pozdéji na 10 mg/ml. K jeho natedéni byl pouzit 0,1 M roztok MES o pH 6,0.
Vlastni krystalizace

Pro krystalizaci proteinu Tt81 byla vyuzita metoda sedici kapky a metoda
krystalizace pod olejem. Krystaliza¢ni experimenty probihaly pii pokojové teploté (20°C).

Metoda sedici kapky

Krystalizace metodou sedici kapky byla provedena v 9 krystalizacnich destickach
Linbro [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA] (I az IX), pticemz kazda obsahuje 24
jamek (u krystaliza¢nich desti¢ek I a II bylo vyuZito jen 12 jamek). Pro krystalizaci byl
pouzit protein Tt81 o pfiblizné koncentraci 40 mg/ml (I. desticka), 20 mg/ml (I1., 1I1., IV.
a V. desticka) a 10 mg/ml (VI.,, VIL, VIIL a IX. desticka). Krystaliza¢nimi ¢inidly byla
¢inidla ze sady Index HR2-144 [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA] - celkem 94
¢inidel. Rezervoary desticek byly naplnény 500 pl jednotlivych krystalizacnich ¢inidel
a kapky obsahovaly 1 ul nebo 2 ul proteinu Tt81 a 1 pl ¢inidla z rezervoaru. Pomér
v kapkach byl tedy 1:1 nebo 2:1. V nasledujicich tabulkach (Tab. 6 az 14) jsou znazornény
schémata krystaliza¢nich desticek I az IX. Krystaliza¢ni ¢inidla jsou uvadéna €iselné, jejich

sloZeni je uvedeno v Ptilohach.

Tab. 6: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky I, metoda sedici kapky, Tt81.

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:

1 2 3
2ul T8l +1pll | 2l Tt81 + 1 pul2 | 2 ul Tt81 + 1 ul 3

4 5 6
Tt81 2ul T8l +1pl4 | 2plTt81+1pulS | 2pl Tt81 + 1 ul 6

40 mg/ml 7 8 9
2 T8I +1pul7 | 2pl T8I +1ul8 | 2 ul Tt81 +1 ul 9

10 11 12
2uWITt8T +1pul 10 |2l Tt8T + 1 ul 11 | 2 ul Tt81 + 1 pul 12

2:1
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Tab. 7: Schéma krystaliza¢ni desticky II, metoda sedici kapky, Tt81.

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:

1

2

3

1l Tt81 + 1 pul 1

1 ul T8 +1 ul 2

1 ul Tt81 + 1 ul 3

4

5

6

Tt81

1 ul Tt81 + 1 ul 4

L ul Tt8L + 1 pul 5

Ll T8I +1 ul6

20 mg/ml

7

8

9

L ul Tt8L + 1 ul 7

1 ul Tt81 + 1 ul 8

I pul T8 +1 ul9

10

11

12

Il TE81 + 1 pl 10

Tl T8 + 1 pl 11

Il TE81 + 1 pl 12

1:1

Tab. 8: Schéma krystaliza¢ni desticky III, metoda sedici kapky, Tt81.

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:

13 14 15
T ul T8 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul13 1 ul13 1 ull4 1 ull4
16 17 18
L ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt8L + | 2 ul Tt81 +
Ttel 1 ull17 1 ull17 1 ull18 1 ull18
m;;)ml 19 20 21
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul19 1 ul19 1 ul20 1 ul20 1 ul21 1 ul21
22 23 24
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul22 1 ul22 1 ul23 1pul23 1 ul24 1 ul24
1:1 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
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Tab. 9: Schéma krystaliza¢ni desticky IV, metoda sedici kapky, Tt81.

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:
25 26 27
Tl Tt81 + | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul25 1 ul 25 1 ul26 1 ul26 1 ul27 1 ul27
28 29 30
Tl Tt81 + | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Tl 1 ul28 1 ul28 1 ul29 1 ul29 1 ul30 1 ul30
m:/OmI 31 32 33
1 ul T8l + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt8L + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul31 1 ul31 1 ul32 1 ul32 1 ul33 1 ul33
34 35 36
TpwlTt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 34 1 ul 34 1 ul35 1 ul35 1 ul36 1 ul36
1:1 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
Tab. 10: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky V, metoda sedici kapky, Tt81.
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢€.:
37 38 39
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul37 1 ul37 1 ul38 1 ul38 1 ul39 1 ul39
40 41 42
Tul T8+ | 2l Tt8L+ | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
s 1 ul 40 1 ul 40 1 ul4l1 1 ul41 1 ul42 1 ul42
m;;)ml 43 44 45
Tl Tt8T+ | 2l Tt81 + | T pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul43 1 ul43 1 ul 44 1 ul44 1 ul 45 1 ul 45
46 47 48
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1pul46 1 ul 46 1 nl 47 1 ul 47 1 nl 48 1 nl 48
11 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
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Tab. 11: Schéma krystaliza¢ni desticky VI, metoda sedici kapky, Tt81.

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:
49 50 51
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 49 1 ul 49 1 ul50 1 ul50 1 ul 51 1 ul 51
52 53 54
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Tl 1 ul52 1 ul52 1 ul53 1 uls3 1 ul 54 1 ul 54
m;/oml 55 56 57
1 ul Tt81+ [ 2 ul Tt81 + | 1 nl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pul Tt&81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul55 1 ul55 1 ul56 1 ul56 1 ul 57 1 ul57
58 59 60
TpwlTt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 58 1 ul 58 1 ul 59 1 ul 59 1 nul 60 1 ul 60
1:1 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
Tab. 12: Schéma krystaliza¢ni desticky VII, metoda sedici kapky, Tt81.
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢€.:
61 62 63
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 nl6l 1 plo6l 1 ul62 1 ul62 1 ul 63 1 ul63
64 65 66
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
TL8)1 1 ul 64 1 ul 64 1 ul 65 1 ul 65 1 ul 66 1 ul 66
mg/ml 67 68 69
Tul T8+ | 2ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt8L + | 2 ul Tt81 +
1 ul 67 1 ul 67 1 pnl 68 1 pnl 68 1 ul 69 1 ul 69
70 71 72
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul70 1 ul70 1ul71 1 ul71 1 ul72 1 ul72
11 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
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Tab. 13: Schéma krystaliza¢ni desticky VIII, metoda sedici kapky, Tt81.

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:
73 74 75
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul73 1 ul73 1 ul74 1 ul74 1 ul75 1 ul75
76 77 78
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Tl 1 ul76 1 ul76 1 ul77 1 ul77 1 ul78 1 ul78
m;/OmI 79 80 81
1 ul Tt81+ [ 2 ul Tt81 + | 1 nl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pul Tt&81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul79 1 ul79 1 ul 80 1 ul 80 1 ul 81 1 ul 81
82 83 84
TpwlTt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt8L + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 82 1 ul 82 1 ul 83 1 ul 83 1 ul 84 1 ul 84
1:1 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
Tab. 14: Schéma krystaliza¢ni desticky IX, metoda sedici kapky, Tt81.
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢€.:
85 86 87
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 85 1l 85 1 ul 86 1 ul 86 1 ul 87 1 ul 87
88 89 90
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Tizl 1 ul 88 1 ul 88 1 ul 89 1 ul 89 1 ul 90 1 ul 90
mg/ml 91 92 93
Tul T8+ | 2ul Tt8L+ | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 91 1 ul 91 1 nl92 1 nl92 1 nl 93 1 ul 93
94 95 96
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 94 1 nl 94 1 ul 95 1 nl9s 1 ul 96 1 ul 96
11 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
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Mikrokrystalizace pod olejem

Pro mikrokrystalizaci pod olejem byly pouzity dvé krystalizaéni desticky Douglas
Vapor Batch Plate [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA] (I a Il), vhodné pro tuto
metodu, které obsahuji kazda po 96 jamkach. Obé desticky byly zality parafinovym olejem.
Pod olej byl napipetovan protein Tt81 o koncentraci 10 mg/ml (1 ul nebo 2 pl) a 1 ul
krystaliza¢niho ¢inidla (94 ¢inidel ze sady Index HR2-144). Pomér v kapkach byl tedy 1:1
nebo 2:1. Vzhledem Kk velkému poctu jamek je schéma desticek zndzornéno ve vice
tabulkach. Tab. 15 az 18 ukazuji krystaliza¢ni desticku I a Tab. 19 az 22 odpovidaji desti¢ce

Il. Krystaliza¢ni ¢inidla jsou uvadéna Ciselné, jejich slozeni je uvedeno v Ptilohach.

Tab. 15: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky I, mikrokrystalizace pod olejem, Tt81 (1/4).

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢€.:
1 2 3
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
lull lull 1 ul2 1 ul2 1 ul3 1 ul3
4 5 6
TplTt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
T]t-il 1 ul4 1 ul4 1 uls 1 uls 1ulé6 1 ulé6
mg/ml ! ° ’
TplTt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul7 1 ul7 1 ul8 1 ul8 1ul9 1ul9
10 11 12
TplTt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul10 1 ul10 Lulll Lulll 1 ull12 1 ull12
111 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
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Tab. 16: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky I, mikrokrystalizace pod olejem, Tt81 (2/4).

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:
13 14 15
T ul T8 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul13 1ul13 1 ul14 1 ul14
16 17 18
1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Tl 1 ul17 1 ul17 1 ull18 1 ull18
m;/OmI 19 20 21
1 ul Tt81 + [ 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul19 1 ul19 1 ul20 1 ul20 1 ul21 1 ul2l1
22 23 24
TpwlTt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul22 1 ul22 1 ul23 1 ul23 1 ul24 1 ul24
1:1 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
Tab. 17: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky I, mikrokrystalizace pod olejem, Tt81 (3/4).
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢€.:
25 26 27
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul25 1 ul25 1 ul26 1 ul26 1 ul27 1 ul27
28 29 30
Tul T8+ | 2ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Ttel 1 ul28 1 ul28 1 ul29 1 ul29 1 ul30 1 ul30
m;;)ml 31 32 33
Tl Tt8T+ | 2l Tt81 + | T pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul31 1 ul31 1 pnl32 1 pnl32 1 pul 33 1 ul33
34 35 36
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 34 1pul34 1 ul35 1 pnl35 1 ul36 1 ul36
11 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1

30




Tab. 18: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky I, mikrokrystalizace pod olejem, Tt81 (4/4).

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:

37 38 39
I plTt81+ | 2 pl Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 +
1 ul37 1 ul37 1 pnl38 1 pnl38 1 ul39 1 ul39
40 41 42
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Tl 1 nl 40 1 nl 40 1 ul 41 1 nl41 1 nl 42 1 nl42
m;;)ml 43 44 45
1 ul Tt81+ [ 2 ul Tt81 + | 1 nl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pul Tt&81 + | 2 ul Tt81 +
1 nl 43 1 nl 43 1 ul 44 1 ul 44 1 nl 45 1 nl 45
46 47 48
TpwlTt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 46 1 ul 46 1 ul 47 1 ul 47 1 ul 48 1 ul 48
1:1 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
Tab. 19: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky 11, mikrokrystalizace pod olejem, Tt81 (1/4).
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢€.:
49 50 51
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt8L + | 2 ul Tt81 +
1 nl 49 1 ul49 1 ul50 1 ul50 1 ulsl 1 ulsl
52 53 54
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Ttel 1 ul52 1 ul52 1 ul 53 1 ul 53 1 ul 54 1 ul 54
m;;)ml 55 56 57
Tl Tt8T+ | 2l Tt81 + | T pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 55 1 ul 55 1 ul 56 1 nul 56 1 ul 57 1 ul57
58 59 60
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 58 1 ul 58 1 nl 59 1 nl59 1 ul 60 1 nl 60
11 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
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Tab. 20: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky I, mikrokrystalizace pod olejem, Tt81 (2/4).

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:

61 62 63
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul61 1 ul61 1 pl 62 1 ul 62 1 ul 63 1 pul 63
64 65 66
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Tl 1 pl 64 1 nl 64 1 nl 65 1 nl 65 1 pl 66 1 pl 66
m;/OmI 67 68 69
1 ul Tt81+ [ 2 ul Tt81 + | 1 nl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pul Tt&81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 67 1 ul 67 1 ul 68 1 pl 68 1 nl 69 1 nl 69
70 71 72
Tul Tt81 + | 2 ul Tt8L + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul70 1 ul70 1 ul71 1 ul71 1 ul72 1 ul72
1:1 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
Tab. 21: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky 11, mikrokrystalizace pod olejem, Tt81 (3/4).
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢€.:
73 74 75
Tul T8+ | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul73 1 ul73 1 ul74 1 ul74 1 ul75 1 ul75
76 77 78
Tl Tt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Ttel 1 ul76 1 ul76 1 ul77 1 ul77 1 ul78 1 ul78
m;;)ml 79 80 81
Tl Tt8T+ | 2l Tt81 + | T pl Tt81 + | 2 pl Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul79 1 ul79 1 nl 80 1 ul 80 1 ul 81 1 ul 81
82 83 84
TpwlTt8T+ | 2l Tt81+ | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 pl Tt81 +
1 ul 82 1 ul 82 1 ul 83 1 pl 83 1 ul 84 1 ul 84
11 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1
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Tab. 22: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky I, mikrokrystalizace pod olejem, Tt81 (4/4).

krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:
85 86 87
1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pul Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 85 1 ul 85 1 ul 86 1 ul 86 1 ul 87 1 ul 87
88 89 90
1 ul Tt81 + | 2wl Tt81 + | 1 pnl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
Tl 1 nl 88 1 ul 88 1 ul 89 1 ul 89 1 ul 90 1 ul 90
m;/oml 91 92 93
1 ul Tt81+ [ 2 ul Tt81 + | 1 nl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul91 1 ul91 1 ul 92 1 ul 92 1 ul 93 1 ul 93
94 95 96
TpwlTt81+ | 2l Tt81 + | 1 pl Tt81 + | 2 ul Tt81 + | 1 ul Tt81 + | 2 ul Tt81 +
1 ul 94 1 ul 94 1 ul 95 1 ul 95 1 ul 96 1 ul 96
1:1 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1

3.3 Testovani krystalii

Po ziskani krystald bylo nutno dokazat, zda se jedna o krystaly proteinu
nebo o krystaly soli vzniklé z pouzitych krystaliza¢nich c¢inidel. Za timto ucelem byly

provedeny dva testy - test fyzické manipulace (Crush test) a absorpce barviva (Dye test).
Fyzicka manipulace

Krystaly byly pfimo v jamkach krystalizacnich desti¢ek pod mikroskopem podrobeny
fyzické manipulaci jehlou. O proteinovych krystalech je znamo, ze se po dotyku jehlou
velmi snadno rozpadaji na velké mnozstvi drobnych kust, naopak krystaly soli se rozpada;ji

jen za pouziti znacné sily a na malé mnozstvi kusu.
Absorpce barviva

Do kapek obsahujicich krystaly bylo mikropipetou piidano modré barvivo lzit
HR4-710 [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA]. Objem piidaného barviva byl vzdy
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desetkrat mensi nez puvodni objem celé kapky - pokud kapka obsahovala 1 ul proteinu
a1 ul krystaliza¢niho €inidla (tedy celkem 2 pl), byly pfidany 0,2 pl barviva. Barvivo se
nechalo hodinu puasobit. Pokud po této dob¢ doslo k zabarveni krystali, jednalo se o krystaly

proteinu.

3.4 Anorganické krystaly

Pro porovnani s proteinovymi krystaly byly vypéstovany krystaly téchto
anorganickych sloucenin: chlorid draselny, chlorid sodny, pentahydrat siranu médnatého,
heptahydrat siranu zeleznatého, trihydrat octanu sodného. Tyto slouceniny byly rozpoustény
Vv destilované vod¢ a zahtivany, dokud nebylo dosazeno ptesyceného stavu. Takto ptipravené
roztoky byly nality do Petriho misek a ponechany bez vicek, aby dochéazelo k odpafovani
vody. Z roztoku chloridu sodného, chloridu draselného a trihydratu octanu sodné¢ho byly
mikropipetou odebrany 3 ul do krystalizaénich desti¢ek, vhodnych pro metodu sedici kapky,
s rezervoary naplnénymi destilovanou vodou, pro snadné&jsi sledovani pod mikroskopem
a moznost vyzkouseni testu obarvenim krystali barvivem lIzit HR4-710 [Hampton Research,
Aliso Viejo, CA, USA].

3.5 Ziskani difrakénich dat

Vypéstované krystaly proteinu Tt81 byly podrobeny rentgenové strukturni analyze
na zdroji synchrotronového zateni BESSY-Il na védeckém pracovisti Helmholtz Zentrum

Berlin (HZB) v némeckém Berling.

34



4. Vysledky

Tato kapitola obsahuje vysledky krystalizaénich experimentl, vysledky testovani
krystalli, porovndni pfipravenych anorganickych krystal se ziskanymi krystaly proteinu
Tt81 a difrakéni snimek ziskany z ptipravenych krystala proteinu Tt81.

Prabéh krystalizace byl pozorovan u lysozymu i proteinu Tt81 po tydnu od provedeni
prvnich experimenti. Po této dob¢ byla pofizena fotodokumentace, fotoaparatem Olympus

SZX9 [Olympus, Praha] ptipevnénym k mikroskopu, pti zvétSeni 450X.

U lysozymu jsou uvedeny veskeré vysledky s piehlednym shrnutim formou tabulek,
ve kterych jsou rizové vyznaCeny podminky, které vedly k tvorbé krystald, a fotografie
krystali. U proteinu Tt81 jsou uvedeny pouze krystaliza¢ni podminky, které vedly k tvorbé
krystali o dostate¢né velikosti pro rentgenovou difrakci, z diavodu lepsi piehlednosti

vzhledem k mnozstvi vyzkouSenych krystaliza¢nich podminek.

4.1 Vysledky krystalizace lysozymu
Vysledky metody sedici kapky

Lysozym metodou sedici kapky krystalizoval ve vétSin¢ jamek. Krystaly vznikaly
za pouziti vSech koncentraci lysozymu (25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml i 100 mg/ml) i vS§ech
koncentraci krystalizacniho roztoku chloridu sodného (3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 10%).
Velikost a mnozstvi vzniklych krystald se 1iSily v zavislosti na koncentraci lysozymu. Méné
vétsich krystalli vzniklo pfi pouziti lysozymu o koncentraci 25 mg/ml. Se zvySujici se
koncentraci lysozymu se velikost krystalii zmenSila a jejich mnoZstvi znané vzrostlo, coZ je
patrné z porizenych fotografii (Obr. 9). Roztoky PEGu 3350 a 8000 nevedly k tvorbé
krystali. Vysledky obou pokusti metodou sedici kapky pro lysozym jsou zazhamenany
v Tab. 23 a 24.
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Tab. 23: Vysledky prvniho pokusu metodou sedici kapky pro lysozym. Rizové podminky,

kdy doslo k ristu krystalt.
krystaliza¢ni roztok NaCl

lysozym 3% 4% 5% 6% 7% 8%

. 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
mg/mi lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym +
2ulNaCl | 2ulNaCl | 2pINaCl | 2ulNaCl | 2 ulNaCl | 2 plNaCl

= 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
mg/mi lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym +
2ulNaCl | 2pulNaCl | 2ulNaCl | 2plNaCl | 2 pulNaCl | 2 pulNaCl

o 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
/i lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym +
2ulNaCl | 2pulNaCl | 2ulNaCl | 2ulNaCl | 2 plNaCl | 2 plNaCl

2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
mlg(;?nl lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym + | lysozym +
2pulNaCl | 2pulNaCl | 2ulNaCl | 2plNaCl | 2pulNaCl | 2 pulNaCl

Tab. 24: Vysledky druhého pokusu metodou sedici kapky pro lysozym. Rizové podminky,

kdy doslo k ristu krystalt.
krystaliza¢ni roztok
lysozym 10% NacCl 20% PEG 3350 14,4% PEG 8000
50 mg/ml | 2 ul lysozym + 2 pl NaCl | 2 pl lysozym + 2 pl PEG | 2 pl lysozym + 2 pul PEG

Obr. 9: Krystaly lysozymu, sedici kapka, 2 ul lysozym (25 mg/ml) + 2 ul 7% NaCl (A), 2 ul
lysozym (50 mg/ml) + 2 ul 5% NaCl (B), 2 pl lysozym (100 mg/ml) + 2 pl 7% NaCl (C).
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Vysledky metody visici kapky

Metodou visici kapky, kdy byla pouzita koncentrace lysozymu 50 mg/ml a tii rizna
krystaliza¢ni ¢inidla, vznikly krystaly z 10% roztoku chloridu sodného (velké mnozstvi
malych krystalti - Obr. 10A) a z 20% roztoku PEGu 3350 (dva velké krystaly - Obr. 10B).
Vysledky jsou zaznamenany v Tab. 25.

Tab. 25: Vysledky pokusu metodou visici kapky pro lysozym. Rizové podminky, kdy doslo
K rustu krystald.

lysozym 50 mg/ml
10% NaCl 2 ul lysozym + 2 ul NaCl

20% PEG 3350 | 2 pl lysozym + 2 pl PEG

14,4% PEG 8000 | 2 pl lysozym + 2 pul PEG

Obr. 10: Krystaly lysozymu, visici kapka, 2 pl lysozym (50 mg/ml) + 2 ul 10% NaCl (A),
2 ul lysozym (100 mg/ml) + 2 ul 20% PEG 3350 (B).

Vysledky mikrokrystalizace pod olejem

U mikrokrystalizace pod olejem byl jako nejvhodnéjsi krystaliza¢ni ¢inidlo indikovan
8% roztok chloridu sodného. Ze ¢ty koncentraci lysozymu (25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml,
100 mg/ml) krystaly nevznikly pouze pii koncentraci 25 mg/ml. U ostatnich koncentraci
krystaly vznikly a podobné jako u metody sedici kapky se velikost krystali zmen3Sovala se
zvySujici se koncentraci lysozymu a mnozstvi krystalti se zvySovalo (Obr. 11). 3% roztok
chloridu sodného nevedl ke vzniku krystal u Zadné ze ¢tyt koncentraci lysozymu. Vysledky

jsou zaznamenany v Tab. 26.
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Tab. 26: Vysledky pokusu metodou mikrokrystalizace pod olejem pro lysozym. Ruzové

podminky, kdy doslo k ristu krystalt.

krystaliza¢ni roztok
lysozym 3% NacCl 8% NacCl
25 mg/ml | 2 pl lysozym + 2 pl NaCl | 2 pl lysozym + 2 ul NaCl
50 mg/ml | 2 pl lysozym + 2 pl NaCl | 2 pl lysozym + 2 ul NaCl
75 mg/ml | 2 pl lysozym + 2 pul NaCl | 2 pl lysozym + 2 pl NaCl
100 mg/ml | 2 ul lysozym + 2 pl NaCl | 2 ul lysozym + 2 pl NaCl

Obr. 11: Krystaly lysozymu, mikrokrystalizace pod olejem, 2 pl lysozym (50 mg/ml) + 2 pl
8% NaCl (A), 2 ul lysozym (100 mg/ml) + 2 ul 8% NaCl (B).

Vysledky volné difuze v kapilarach

Ve ttech kapilarach o riznych primérech (0,2 mm, 0,5 mm a 1,0 mm) byla pouzita
stejna koncentrace lysozymu (75 mg/ml) a stejné krystalizac¢ni ¢inidlo (3% NaCl). Krystaly
vznikly ve vSech tiech pripadech (Obr. 12). Vysledky jsou zaznamenany v Tab. 27.

Tab. 27: Vysledky pokusu metodou volné diftize v kapilarach pro lysozym. Ruzové
podminky, kdy doslo k ristu krystalt.

prumér kapilary [mm]
0,5
30 pl 3% NaCl
+ lysozym 75 mg/ml

0,2
30 pul 3% NaCl
+ lysozym 75 mg/mi

1,0
30 ul 3% NacCl
+ lysozym 75 mg/ml
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Obr. 12: Krystaly lysozymu, volna difaze v kapilafe o praméru 1,0 mm, lysozym (75 mg/ml)
+30 ul 3% NaCl.

4.2 Vysledky krystalizace Tt81

Vysledky gelové SDS-PAGE elektroforézy

Provedenim gelové SDS-PAGE elektroforézy byla zjiSténa cistota a molekularni
hmotnost proteinu Tt81. VVzorek proteinu Tt81 byl cisty a tedy vhodny pro krystaliza¢ni
experimenty. Srovnanim se zndmymi molekuldrnimi hmotnostmi jednotlivych slozek

standardu byla stanovena molekularni hmotnost proteinu Tt81 ptiblizné na 28 kDa (Obr. 13).

A — 18,4
gs— 14,4
Obr. 13: Gelova SDS-PAGE elektroforéza: sloupce 1 a 2 - protein Tt81 (5:1 a 1:1), sloupec

3 - standard, sloupec 4 - stupnice standardu v jednotkach kDa.
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Vysledky metody sedici kapky

Krystalizace proteinu Tt81 metodou sedici kapky probéhla v deviti krystaliza¢nich
destickach. V krystaliza¢ni desti¢ce 1, kde byla pouzita koncentrace Tt81 40 mg/ml, vznikl
jediny krystal, nevhodny pro rentgenovou difrakci, a v jedné¢ jamce se objevila vysoka
precipitace. Z toho duvodu byl protein pro dals$i pokusy (krystaliza¢ni desticky II, III, IV
a V) nafedén na koncentraci 20 mg/ml. Pfi této koncentraci se také v nékolika ptfipadech
objevily srazeniny proteinu, proto byl protein dale nafedén na 10 mg/ml (krystalizacni

desticky VI, VIL VIII a IX).

Nejlepsich vysledka (krystald o velikosti vhodné pro rentgenovou difrakci) bylo
dosazeno v krystalizacnich destickach V, VI, VIII a IX za krystalizacnich podminek
shrnutych v Tab. 28. Zde jsou uvedeny i odkazy na obrazky krystalti. V ostatnich destickach
vznikaly krystaly také, ale vétSinou se jednalo o velké mnozstvi mikrokrystald, nevhodnych

pro difrakéni méteni a pro feSeni struktury proteinu.

Tab. 28: Krystaliza¢ni podminky vedouci k dosazeni nejlepSich vysledki metodou sedici

kapky pro protein Tt81.

krystaliza¢ni desticka | koncentrace Tt81 | krystaliza¢ni ¢inidlo | pomér v kapce | obrazek
\/ 20 mg/ml 39 1:1 14-A
\Y 20 mg/ml 48 1:1 14-B
\/ 20 mg/ml 48 2:1 14-C
VI 10 mg/ml 49 1:1 14-D
Vi 10 mg/ml 49 2:1 14-E
VI 10 mg/ml 54 2:1 14-F
VIl 10 mg/ml 74 1:1 15-A
VI 10 mg/ml 74 2:1 15-B
VI 10 mg/ml 76 11 15-C
VIl 10 mg/ml 82 1:1 15-D
VI 10 mg/ml 82 2:1 15-E
IX 10 mg/mi 85 1.1 -
IX 10 mg/ml 92 2:1 15-F
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Obr. 15: Krystaly Tt81, metoda sedici kapky (2/2).
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Vysledky mikrokrystalizace pod olejem

Pro mikrokrystalizaci pod olejem byly pouzity dvé krystaliza¢ni desticky (1 a 11) 0 96

jamkéch. Po ptedchozich pokusech metodou sedici kapky byla zvolena koncentrace proteinu

Tt81 10 mg/ml. Krystalizacni podminky, pii kterych bylo dosazeno nejlepsSich vysledkii,

jsou shrnuty v Tab. 29, ktera odkazuje na obrazky krystali. Krystaly vznikaly i pti dalSich

podminkach, nejcastéji se vsak jednalo o velké mnozstvi mikrokrystald.

Tab. 29: Krystalizatni podminky vedouci k dosazeni nejlepSich vysledki metodou

mikrokrystalizace pod olejem pro protein Tt81.

krystaliza¢ni desticka | koncentrace Tt81 | krystaliza¢ni ¢inidlo | pomér v kapce | obrazek

I 10 mg/mi 1 1:1 16-A
I 10 mg/mi 46 1:1 16-B
I 10 mg/ml 47 2:1 16-C
I 10 mg/ml 48 1:1 16-D
I 10 mg/mi 48 2:1 16-E
I 10 mg/ml 49 11 16-F
I 10 mg/ml 49 2:1 17-A
I 10 mg/ml 67 1:1 17-B
I 10 mg/ml 70 2:1 17-C
I 10 mg/ml 74 2:1 17-D
] 10 mg/mi 78 2:1 -

I 10 mg/ml 83 2:1 17-E
I 10 mg/ml 85 2:1 17-F
] 10 mg/ml 95 1:1 -
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Obr. 16: Krystaly Tt81, mikrokrystalizace pod olejem (1/2).

Obr. 17: Krystaly Tt81, mikrokrystalizace pod olejem (2/2).
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4.3 Vysledky testovani krystali

Provedenim fyzické manipulace (Crush test) a zkousky absorpce barviva (Dye test)
bylo prokézéno, ze vypéstované krystaly jsou opravdu krystaly proteinu Tt81. Vysledky
testll jsou zobrazeny na nasledujicich fotografiich (Obr. 18 a 19).

Obr. 18: Krystaly proteinu Tt81 pied (A) a po (B) testu fyzické manipulace.

Obr. 19: Krystaly proteinu Tt81 po testu absorpce barviva.
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4.4 Porovnani anorganickych krystali a krystali proteinu Tt81

Anorganické krystaly (krystaly chloridu draselného, chloridu sodného, pentahydratu
siranu méd’'natého, heptahydratu siranu Zeleznatého a trihydratu octanu sodného) se podatilo
vypéstovat béhem jedné hodiny a ihned byla pofizena jejich fotodokumentace, zatimco
krystaly proteinu Tt81 rostly minimalné tyden. Obecné plati, Ze proteinové krystaly jsou
mensi nez krystaly anorganické, coz bylo potvrzeno. Na Obr. 20 jsou zobrazeny Kkrystaly
pentahydratu siranu méd’natého a trihydratu octanu sodného a pro porovnani velikosti

krystaly proteinu Tt81.

Obr. 20: Porovnani velikosti anorganickych a proteinovych krystali. Krystaly pentahydratu
siranu méd’natého (A), trihydratu octanu sodného (B) a proteinu Tt81 (C a D).
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Anorganické krystaly byly pro porovnani také podrobeny testovani o jejich ptvodu.
Pti dotyku jehlou se nerozpadly ani neposkodily. Po ptidani barviva Izit HR4-710 [Hampton
Research, Aliso Viejo, CA, USA] do kapek s roztoky anorganickych sloucenin (chlorid
sodny, chlorid draselny, trihydrat octanu sodného) doSlo k nezddoucimu vykrystalizovani
molekul barviva (Obr. 21), coz se mize stat, pokud jsou piipraveny vhodné krystaliza¢ni
podminky pro tuto latku. Pro kompletni porovnani je pridana fotografie anorganického
krystalu po ptidani barviva (Obr. 22). Tento krystal ziistal neobarveny, ¢imz bylo prokazano,

ze se jednd o krystal soli.

Obr. 21: Nezadouci krystalizace molekul barviva pti prokazovani krystalu soli.

Obr. 22: Prokazany krystal soli neabsorbujici barvivo.
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4.5 Difrakéni zaznam

Monokrystalovou rentgenovou strukturni analyzou se podafilo ziskat difrakéni
snimky proteinu Tt81 s rozlisenim do 2,5 A (Obr. 23).

Obr. 23: Difrakéni zaznam proteinu Tt81.
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5. Diskuze

Vzhledem k velkému mnozstvi faktort ovliviiujicich krystalizaéni proces, vybér
krystaliza¢ni strategie neni jednoduchy. V tivahu by mélo byt brano i mnozstvi vzorku, které
je k dispozici. Uspéch krystalizace zavisi pedevsim na stavu studovaného proteinu, ale také
na vybéru krystaliza¢ni metody. Pokud je protein schopny krystalizace, tak ke krystalizaci
pravdépodobné dojde, zalezi predevs§im na vytrvalosti vyzkumnika. V opa¢ném piipad¢, kdy
protein krystalizovat nemize (napf. z davodu glykosylace nebo proteolytické
degradace atd.), bude krystalizace netspés$na, i kdyz bude vyzkouSena cela ftada

krystaliza¢nich podminek (Bergfors, 1999).

5.1Tt81

Provedenim gelové SDS-PAGE elektroforézy bylo zjiSténo, Ze vzorek proteinu Tt81
je dostatecné Cisty pro krystalizacni experimenty. Vzorek byl testovan ve dvou riiznych
koncentracich (20 mg/ml a 8 mg/ml), coz je patrné na vysledném gelu (Obr. 13, sloupce 1

a 2). Z gelu je patrné, ze ¢im vyssi je koncentrace proteinu, tim tmavsi je zabarveni sloupce.

Pro krystalizaci proteinu Tt81 byla vybrana komeréné dostupna sada krystalizacnich
¢inidel oznacenych nazvem Index HR2-144 [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA].
Bylo to z diivodu, Ze se jednd o nové objeveny protein, u néhoz zatim nejsou znamy
krystaliza¢ni podminky. Sada Index obsahuje 96 Cinidel s riznym obsahem soli, pufri

a srazedel v rozmezi pH 3,0 - 9,0.

Kvtli omezenému mnozstvi vzorku proteinu Tt81 byly pro krystalizaci vybrany dvé
metody - metoda sedici kapky a mikrokrystalizace pod olejem, které jsou obé& snadno
proveditelné a ¢asové nenarocné. Pro jejich realizaci sta¢i malé mnozstvi vzorku. Metoda
sedici kapky je proveditelna s kapkou o objemu 0,1 - 40 ul (katalog Hampton Research,
2015) a mikrokrystalizace pod olejem umoziuje vyuziti kapky o objemu mensim nez 2 pl

(Bergfors, 1999).

Kombinaci metod, krystaliza¢nich ¢inidel a poméru protein-¢inidlo v kapce bylo
testovano 376 rlUznych krystalizaénich podminek. Ve 27 piipadech vznikly krystaly
0 dostatecné velikosti pro rentgenovou strukturni analyzu (13 piipadi metodou sedici kapky

a 14 ptipadi mikrokrystalizaci pod olejem - viz Tab. 28 a 29). Nejvétsi krystaly ziskané

48



metodou sedici kapky dosahly velikosti 130x20x20, 110x20x20 a 100x40x30 [pum]
(krystaliza¢ni Cinidla €. 48, 54, 82). Metodou mikrokrystalizace pod olejem krystaly dosahly
maximalni velikosti 90x50x50 [um] (krystaliza¢ni Cinidla ¢. 48, 74). Obéma metodami
vznikly krystaly ve tvaru jehlicek, dvojrozmérnych desticek a trojrozmérné krystaly.
V dalsich 76 krystaliza¢nich jamkach se objevily mikrokrystaly nevhodné pro rentgenovou
difrakéni analyzu. Krystalizace byla uspésna piiblizné ve 27 % krystaliza¢nich jamek (7 %
nejlepsi vysledky a 20 % mikrokrystaly). 16 % jamek obsahovalo precipitat (sraZeninu).

Zbylé jamky obsahovaly ¢ir¢ kapky nebo fazové rozhrani (pozorovatelné jako malé kapky).

5.2 Halogenaciddehalogenasy v RCSB PDB databazi

Querellou a kol. (2010) wuvadi, ze vétSina dehalogenas byla izolovana
ze suchozemskych zivocichi, avSak o oceanech je zndmo, ze obsahuji rizné halogenované
slouceniny (Field a kol., 1995; Valverde a kol., 2004). Hojnost organohalogenti v moiském
prostfedi ¢ini z fas a motskych mikroorganismli potencidlni zdroj novych dehalogenas

(Huang a kol., 2011).

PDB databdze obsahovala ke dni 2.4.2016 celkem 21 polozek pod ndzvem
,haloacid dehalogenase™ a ,L-haloacid dehalogenase”, coz neodpovidd poctu enzymui
z nadrodiny halogenaciddehalogenas, u kterych je znama struktura, protoze se Casto jedna

0 konformery téhoz enzymu. Dostupné jsou zatim pouze dvé publikace: 1) Jaudzems a kol.,
2015 (DOI 10.1007/s10858-014-9886-3) a 2) Novak a kol., 2013 (DOI 10.1111/febs.12177).

DehRhb

Novak a kol. (2013) se zabyvali studiem putativni L-halogenaciddehalogenasy

DehRhb izolované z rodu bakterii Rhodobacteraceae.

Pro krystalizaci DehRhb byla pouzita metoda mikrokrystaliace pod olejem pii teploté
18°C. Pomér vzorku studovaného proteinu a krystalizacnich ¢inidel v kapce byl 1:1.
Koncentrace proteinu DehRhb byla 10 mg/ml a krystaliza¢ni ¢inidla obsahovala 0,2 M LiCl,
0,1 M Tris/HCI (pH 8,0) a 20% PEG 6000 (Novak a kol., 2013).

Difrak¢ni data ziskand z krystald DehRhb byla vychodiskem pro vyfeSeni struktury
proteinu. DehRhb byla prokazana jako L-halogenaciddehalogenasa s potencialem pro vyuziti
jako komer¢ni biokatalyzator (Novak a kol., 2013).
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6. Zavér

Teoretickd ¢ast prace se zabyva principem procesu krystalizace, vetné faktori
ovliviyjicich rast krystald. Struéné jsou popsany zakladni, pokrocilé a alternativni
krystaliza¢ni metody a také krystaliza¢ni testy slouzici k ureni piivodu krystalti. Dale jsou
uvedeny rozdily mezi proteinovymi a anorganickymi krystaly a zékladni informace o RCSB
PDB databazi. Zavér teoretické Casti prace je vénovan zakladnim poznatkim o rodiné
enzymu halogenaciddehalogenas a nové pripravenému enzymu Tt81, izolovanému z bakterii

Thermococcus.

Soucasti praktické casti prace bylo seznameni Se a zvladnuti zakladnich
a pokrocilych krystalizacnich metod. Za timto uc¢elem byl pouzit modelovy protein lysozym,
jehoz krystaly se podafilo pfipravit metodou sedici a visici kapky, mikrokrystalizaci

pod olejem i volnou difuzi v kapilarach.

Hlavnim cilem prace byla krystalizace proteinu Tt81 z Thermococcus thioreducens.
Nejdiive byl vzorek proteinu Tt81 charakterizovan pomoci gelové SDS-PAGE
elektroforézy, ¢imz byla stanovena molekularni hmotnost ptiblizn€¢ 28 kDa, a bylo
prokazano, ze Cistota vzorku je vhodna pro krystalizacni experimenty. Nasledovaly
krystaliza¢ni pokusy metodou sedici kapky a mikrokrystalizace pod olejem, pfi teploté 20°C,
S pouzitim 94 raznych krystaliza¢nich ¢inidel. Testovano bylo 376 rGznych krystaliza¢nich
podminek a byly nalezeny podminky vhodné pro krystalizaci studovaného proteinu.
Testovanim pfipravenych krystali pomoci fyzické manipulace a absorpci barviva bylo
prokazano, ze se jedna o krystaly proteinu a ne o krystaly soli. Optimalni podminky vedouci
k tvorbé dostate¢né velkych krystali pro rentgenovou difrakéni analyzu byly shrnuty
v Tab. 28 a 29. Velikost krystali vSak neni jedinou podminkou nutnou pro uspé$nou
difrakci. Kvalita krystald byla potvrzena az samotnou rentgenovou difrakci v pribéhu
méteni krystali na zdroji synchrotronového zéfeni, kdy se podatilo zaznamenat difrakéni

data vhodna k vyfeSeni struktury proteinu.

Mimo vytyCené cile se prace zabyvala pfipravou anorganickych krystald
a porovnanim jejich vlastnosti s vlastnostmi proteinovych krystalii. Nazorn¢ tak byly

doplnény teoretické poznatky uvedené v kapitole 2.6.
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Naméiena difrakeéni data jsou nezbytnym vychodiskem pro dalsi vyzkum, ktery bude
zaméfen na objasnéni trojrozmérné struktury proteinu Tt81. Zaroven by mélo byt prokazano,

zda protein Tt81 patii do nadrodiny halogenaciddehalogenas.
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8. Prilohy

Informace o proteinu Tt81

aminokyselinova sekvence:

MIKAVFFDLDDTLVDTSRLAEMARRNAIENMVRHGLPVDFDTAYHELLELINEYGS
NFSRHFDYLLRRLDLPNNPKWIAAGVIAYHNTKFAYLKSVRGARRVLLELKKSGYK
LGIITDGDPIKQWEKVIRLELDDYFDGVFISDYLGVKKPHPKIFQKALRKMGVEPGE
AIMVGDRLYSDIYGAKQVGMKTAWFKYGKYADRELEYLEYADFTVERLEDVLDV
VRGLNLEEEERADKEVHAG

geneticka sekvence:

ATGATAAAGGCCGTGTTCTTTGACCTGGACGACACGCTCGTGGACACGAGCAGG
CTGGCCGAGATGGCGCGCCGAAACGCCATAGAGAACATGGTACGCCATGGCCT
GCCGGTCGATTTTGATACCGCCTATCATGAGCTCCTTGAGCTGATAAACGAATAC
GGGAGCAATTTTTCGAGGCACTTTGACTACCTGCTCAGGCGCCTCGACCTTCCAA
ACAACCCCAAATGCATAGCCGCCGGGGTTATAGCGTACCACAACACGAAGTTCG
CCTACCTGAAGAGCGTCCGCGGTGCCAGGAGAGTCCTCCTTGAGCTGAAGAAGT
CGGGCTATAAGCTTGGCATAATAACCGATGGTGACCCGATAAAGCAGTGGGAG
AAGGTAATCCGCCTCGAACTGGACGACTACTTCGACGGCGTCTTCATCTCGGAC
TACCTCGGCGTTAAGAAGCCGCACCCCAAGATATTTCAGAAAGCCCTGAGGAAG
ATGGGCGTTGAACCCGGCGAAGCCATAATGGTGGGCGACAGGCTGTACTCCGAC
ATTTACGGTGCCAAGCAAGTGGGCATGAAGACCGCATGGTTTAAATACGGCAAA
TATGCTGACAGGGAGCTGGAATACCTTGAGTACGCCGACTTTACAGTGGAGAGA
CTTGAGGACGTCCTGGATGTAGTCAGGGGGCTGAACCTTGAAGAGGAAGAGCGT
GCAGATAAGGAAGTTCATGCTGGTTGA

pocet aminokyselin: 242
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zastoupeni jednotlivych aminokyselin:

Ala (A)
Arg (R)
Asn (N)
Asp (D)
Cys (C)
GIn (Q)
Glu (E)
Gly (G)
His (H)
lle (1)

Leu (L)

molekulova hmotnost: 28034,1 Da

teoreticky izoelektricky bod: 5,76

18

17

21

20

17

13

27

7,4 %

7,0%

3,3%

8,7 %

0,0 %

1,2%

8,3%

7,0 %

2,5%

5,4 %

11,2 %

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

Sec (U)
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4,5 %
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2,9%

29%
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5,8%
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0,0%



Seznam a obsah pouZitych krystaliza¢nich ¢inidel pro krystalizaci proteinu Tt81

Tube Salt Tube Buffer ¢ Tube Precipitant
# # #
1. None 1. 0.1 M Citric acid pH 3.5 1. 2.0 M Ammonium sulfate
2. None 2. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5 2. 2.0 M Ammonium sulfate
3. None 3. 0.1MBIS-TRISpH5.5 3. 2.0 M Ammonium sulfate
4. None 4. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 4. 2.0 M Ammonium sulfate
5. None 5. 0.1MHEPESpH75 5. 2.0 M Ammonium sulfate
6. None 6. 0.1 MTrispH8.5 6. 2.0 M Ammonium sulfate
7. None 7. 0.1 M Citric acid pH 3.5 7. 3.0 M Sodium chioride
8. None 8. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5 8. 3.0 M Sodium chioride
9. None 9. 0.1 MBIS-TRIS pH5.5 9. 3.0 M Sodium chloride
10. None 10. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 10. 3.0 M Sodium chloride
11. None 11. 0.1 MHEPESpH7.5 11. 3.0 M Sodium chloride
12. None 12. 0.1 MTris pH 8.5 12. 3.0 M Sodium chloride
13. None 13. 0.1 MBIS-TRISpH5.5 13. 0.3 M Magnesium formate dihydrate
14. None 14. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 14. 0.5 M Magnesium formate dihydrate
15. None 15. 0.1 MHEPES pH 7.5 15. 0.5 M Magnesium formate dihydrate
16. None 16. 0.1 MTris pH 8.5 16. 0.3 M Magnesium formate dihydrate
17. None 17. None-pH5.6 17. 1.26 M Sodium phosphate monobasic monohydrate
0.14 M Potassium phosphats dibasic
18. None 18. None-pH6.9 18. 0.49 M Sodium phosphate monobasic monohydrate
0.91 M Potassium phosphate dibasic
19. None 19.” None-pH 8.2 19. 0.056 M Sodium phosphate monobasic monohydrate
1.344 M Potassium phosphate dibasic
20. None 20. 0.1MHEPESpH75 20. 1.4 M Sodium citrate tribasic dihydrate
21. None 21. None 21. 1.8 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0
22. None 22. None 22. 0.8 M Succinic acid pH 7.0
23. None 23. None 23. 2.1 M DL-Malic acid pH 7.0
24. None 24. None 24. 2.8 M Sodium acetate trihydrate pH 7.0
25. None 25. None 25. 3.5 M Sodium formate pH 7.0
26. None 26. None 26. 1.1 M Ammonium tartrate dibasic pH 7.0
27. None 27. None 27. 2.4 M Sodium malonate pH 7.0
28. None 28. None 28. 35% v/vTacsimate™ pH 7.0
29. None 29. None 29. 60% v/v Tacsimate™ pH 7.0
30. 0.1 M Sodium chloride 30. 0.1 MBIS-TRISpH&.5 30. 1.5 M Ammonium sulfate
31. 0.8 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate ~ 31. 0.1 M Tris pH 8.5 31. 0.5% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 5,000
. 1.0 M Ammonium sulfate 32. 0.1 MBIS-TRISpH5.5 32. 1% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 1.1 M Sodium malonate pH 7.0 33. 0.1 MHEPES pH7.0 33. 0.5% v/v Jeffamine® ED-2001 pH 7.0
. 1.0 M Succinic acid pH 7.0 ‘ 34, 0.1 MHEPES pH 7.0 34. 1% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000
35. 1.0 M Ammonium sulfate 35. 0.1 MHEPESpH7.0 35. 0.5% wiv Polyethylene glycol 8,000
36. 15% v/v Tacsimate™ pH 7.0 36. 0.1 MHEPES pH7.0 36. 2% wiv Polyethylene glycol 3,350
37. None 37. None ) 37. 25% wiv Polyethylene glycol 1,500
38. None 38. 0.1MHEPESpH7.0 38. 30% V/v Jeffamine® M-600@ pH 7.0
39. None 39. 0.1 MHEPES pH7.0 39. 30% v/v Jeffamine® ED-2001 pH 7.0
40. None 40. 0.1 M Citric acid pH 3.5 40. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
41, None 41. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5 41. 25% wiv Polyethylene glvcol 3.350
42. None 42. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 42. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
43. None 43. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 -43. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
44, None 44. 0.1 MHEPESpH7.5 44. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
45. None 45. 0.1 MTris pH 8.5 45. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
46. None 46. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 46. 20% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 5,000
47. None 47. 0.1 M BIS-TRIS pH 6.5 47. 28% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000
48. 0.2 M Calcium chloride dihydrate 48. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 48. 45% Vv (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol
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Salt

. 0.2 M Calcium chloride dihydrate

0.2 M Ammonium acetate

. 0.2 M Ammonium acetate

0.2 M Ammonium acetate

. 0.2 M Ammonium acetate

0.05 M Calcium chloride dihydrate

. 0.05 M Magnesium chloride hexahydrate
. 0.2 M Potassium chloride

0.05 M Ammonium sulfate

None

0.02 M Magnesium chloride hexahydrate
0.01 M Cobalt(ll) chloride hexahydrate

. 0.2 M L-Proline

0.2 M Trimethylamine N-oxide dihydrate
5% viv Tacsimate™ pH 7.0

0.005 M Cobalt(ll) chloride hexahydrate
0.005 M Nickel(ll) chloride hexahydrate
0.005 M Cadmium chloride hydrate

0.005 M Magnesium chloride hexahydrate

. 0.1 M Ammonium acetate

. 0.2 M Ammonium sulfate

. 0.2 M Ammonium sulfate

. 0.2 M Ammonium sulfate

. 0.2 M Ammonium sulfate

. 0.2 M Sodium chloride

. 0.2 M Sodium chloride

. 0.2 M Sodium chloride

. 0.2 M Sodium chloride

. 0.2 M Lithium sulfate monohydrate
. 0.2 M Lithium sulfate monohydrate

0.2 M Lithium sulfate monohydrate
0.2 M Lithium sulfate monohydrate
0.2 M Ammonium acetate

. 0.2 M Ammonium acetate

0.2 M Ammonium acefate

. 0.2 M Ammonium acetate
. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

. 0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate

0.2 M Sodium malonate pH 7.0
0.2 M Ammonium citrate tribasic pH7.0

. 0.1 M Succinic acid pH 7.0
. 0.2 M Sodium formaie
. 0.15 M DL-Malic acid pH 7.0

0.1 M Magnesium formate dihydrate

. 0.05 M Zinc acetate dihydrate

0.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate

. 0.1 M Potassium thiocyanate
. 0.15 M Potassium bromide

Buffer ¢

. 0.1MBIS-TRIS pH 6.5

0.1 MBIS-TRIS pH 5.5

. 0.1 MBIS-TRISpH 6.5
. 0.1MHEPESpH75
. 0.1 MTrispH8.5

0.1 M BIS-TRIS pH 6.5

. 0.1 MHEPESpH7.5

0.05 M HEPES pH 7.5
0.05 M BIS-TRIS pH 6.5
0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
0.1 M HEPES pH 7.5

. 0.1 MTris pH 8.5
. 0.1MHEPESpH75

0.1 MTris pH 8.5
0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 MHEPES pH 7.5

. 0.1MBIS-TRIS pH 5.5
. 0.1MBIS-TRISpH 5.5
. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
. 0.1 MHEPESpH7.5

. 0.1MTris pH 8.5

0.1 MBIS-TRISpH5.5°

. 0.1MBIS-TRIS pH 6.5
. 0.1 MHEPESpH7.5

0.1 M Tris pH 8.5
0.1 MBIS-TRIS pH 5.5

. 0.1 MBIS-TRISpH 6.5

0.1 MHEPESpH7.5
0.1 M Tris pH 8.5

. 0.1 MBIS-TRISpH 5.5
. 0.1MBIS-TRIS pH 6.5
. 0.1 MHEPESpH 7.5

. 0.1MTris pH 8.5

0.1 MBIS-TRIS pH 5.5
0.1 M BIS-TRIS pH 6.5
0.1 MHEPESpH7.5

. 0.1 MTris pH 8.5

None
None
None

. None

Nong

. None

None
None
None

. None
. None
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Precipitant

. 45% VIV (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol
. 45% VIV (+/-)-

. 45% viv (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol
. 45% vV (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol

2-Methyl-2,4-pentanediol

45% viv (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol
30% v/v Polyethylene glycol monomethyl ether 550

. 30% v/v Polyethylene glycol monomethyl ether 550
. 35% v/v Pentaerythritol propoxylate (5/4 PO/OH)

30% v/v Pentaerythritol ethoxylate (15/4 EO/OH)
45% vlv Polypropylene glycol P 400

22% wiv Poly(acrylic acid sodium salt) 5,100
20% wiv Polyvinylpyrrolidone K 15

. 10% wiv Polyethylene glycol 3,350

20% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000
10% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 5,000
12% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 17% wiv Polyethylene glycol 10,000
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% w/v Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 25% wiv-Polyethylene glycol 3,350

25% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350
25% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 25% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 25% w/v Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350
25% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 20% wlv Polyethylene glycol 3,350
. 20% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 15% wiv Polyethylene glycol 3,350

20% wlv Polyethylene glyeo! 3,350

. 20% wlv Polyethylene glycol 3,350

15% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv-Polyethylene glycol 3,350
30% w/v Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000
30% w/v Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000



9. Seznam zkratek

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
His (H) - histidin Val (V) - valin

lle (I) - izoleucin Pyl (O) - pyrolysin
Leu (L) - leucin Sec (U) - selenocystein

nukleové baze:

A - adenin G - guanin
C - cytosin T - thymin
dalsi zkratky:

3did - ,.three-dimensional interacting domains®, databaze interakci proteind, pro které je

znama 3D struktura s vysokym rozliSenim

ArchDB - databaze zamétena na strukturni klasifikaci smycek ziskanych ze znamych

proteinovych struktur
ATP - adenosintrifosfat

BindingDB - chemicka databaze naméfenych vazebnych afinit, zaméfena na interakce

proteinli a na malé molekuly s vlastnostmi 1¢kt
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BindingMOAD - ,, Mother of All Databases®, databaze zamétena na protein-ligand komplexy

BLAST - ,,The Basic Local Alignment Search Tool“, nastroj k vyhledavani podobnych

oblasti biologickych sekvenci

ChEMBL - chemicka databaze molekul s biologickou aktivitou a vlastnostmi 1ékt
DNA - deoxyribonukleova kyselina, nukleova kyselina nesouci genetické informace
HAD - oznaceni enzymové nadrodiny halogenaciddehalogenas

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

IPTG - isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

MES - 2-(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina

PCR - polymerazova fetézova reakce, metoda namnozeni konkrétniho iseku DNA

PDBBind - databaze obsahujici naméfené vazebné afinity, piedev§im protein-ligand

komplexti dostupnych z databdze RCSB PDB

PDBsum - databaze poskytujici prehled 3D makromolekularnich struktur uloZenych
v databazi RCSB PDB

PDBTM - ,Protein Data Bank of Transmembrane proteins“, databaze shrnujici

transmembranové proteiny z databaze RCSB PDB

PEG - polyethylenglykol, c¢islo nasledujici za zkratkou PEG udava pramérnou molarni

hmotnost v g/mol

PMML1 - fosfomannomutasa

PNKP - polynukleotid-5°‘-kinasa-3‘-fosfatasa

PSHP - fosferin fosfatasa

RCSB PDB - ,,Protein Data Bank*, online databaze makromolekularnich struktur

SCOP - ,Structural Classification of Proteins®, databaze zaméfena na klasifikaci
proteinovych strukturnich domén na zékladé podobnosti jejich struktur a sekvenci

aminokyselin
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SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsiranu sodného
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