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1 Uvod

V soucasné¢ dobé je otazka ochrany zivotniho prostiedi v popfedi védeckého
vyzkumu. Velkd pozornost je vénovdna vyzkumu schopnosti bakterii a
mikroorganismii, které maji velkou zasluhu pravé na odbourdvani toxickych a
nezadoucich latek ze znecisténych lokalit.

Mezi velmi nebezpecné latky se ftadi naptiklad halogenované slouceniny
produkované predevsim lidskou ¢innosti, které maji nejen negativni vliv na jednotlivé
organismy, ale jsou Skodlivé i v ramci celych ekosystému z diivodu toxickych a n¢kdy
i karcinogennich G¢inki. ZneGi§téné oblasti témito polutanty nejsou pouze v Ceské
republice, ale jejich vyskyt je pozorovan i v jinych ¢astech svéta. V ptipad€ ptitomnosti
téchto latek ve vodnim prostiedi dochazi k thynu ryb a jinych vodnich organismut. Tyto
slouc¢eniny se hromadi v zivotnim prostiedi, mohou pronikat do potravniho fetézce a
velice pomalu se odbouravaji. Toxicita téchto latek intenzivné narusta, je-li v fetézci
ptitomen brom, jod ¢i chlor.

Dopad téchto latek na Zivotni prostfedi 1 lidské zdravi je jednoznacné negativni a
vzhledem Kk jejich velkému rozsifeni v prostiedi je v€novana zna¢na pozornost jejich
odstranovani. Proces dekontaminace pomoci velmi Géinnych fyzikdlné chemickych
metod je spojen s velkymi finanénimi naklady, nicméné jednim z alternativnich
zpusobli je levnéj$i a také piirozencjsi biologickd dekontaminace, kterd vyuziva
organismy schopné v kontaminovaném prosttedi prezivat a metabolickou transformaci
uc¢inné odbouravat halogenované uhlovodiky ve znec¢isténych vodach i v padé.

Vyzkum struktury a funkce biomakromolekularnich latek, jakymi jsou uvedené
enzymy, je dlouhodobym zdjmem mnoha védeckych tymt po celém svété. Jednou
Z metod pro urceni prostorové molekularni struktury enzyma je rentgenova difrakéni
analyza na krystalech studovanych enzymi. Optimalni podminky k péstovani krystali
pfiméiené velkych a vhodnych pro rentgenovou difrakéni analyzu zkouma proteinova
krystalografie.

Cilem bakalafské prace bylo studium halogenalkandehalogenasy LinB izolované
z pudni bakterie Sphingobium japonicum UT26, u niz byly zkonstruovany dvé mutantni
formy s cilem studovat efekt mutaci na funkénost enzymu. K tomuto studiu mély byt

pouzity zakladni techniky proteinové krystalizace, tj. pfiprava krystali, manipulace



S krystaly, feSeni proteinovych struktur z difrakénich dat a studium struktury a

dynamiky enzymu pomoci nastrojii molekulového modelovani.
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2 Literarni prehled

2.1 Historie metody krystalizace a jeji aplikace

Jiz v obdobi pted 160 lety se zabyvali védci procesem krystalizace. Mezi nejstarsi
pozorovatele krystalizace patfi Hiinefeld, ktery se v roce 1840 pokousel krystalizovat
cervené krevni barvivo (hemoglobin) izolované z zizaly (Leunissen, 2001). Hiinefeld
vytvofil formu krystalu stlacenim kapky krve umisténé mezi krycimi sklicky.
Na zaklad¢ pokusu je zfejmé, ze krystaly proteinu mohou byt vytvoieny za pomoci
vyparu roztoku proteinu a vzniknou tedy zdlouhavym vysouSenim (dehydrataci).
Na tomto jednoduchém principu je v souCasnosti provadéna prevazna Cast
krystalizanich metod.

Po vzoru Hinefelda se v pozdéjSich letech badatelé zamétili na krystalizaci
Cerveného krevniho barviva ze zvitat, avSak vSechny krystaly ziskané do roku 1850
vznikly nahodnou cestou a nebyly znamy obecné principy pro jejich piipravu.

Az teprve Finke dokazal stanovit témét bezchybné metody, které se vyuzivaly
pro ptipravu krystali z hemoglobinu. Své metody pozd¢ji podrobné popsal a zvetejnil
(Leunissen, 2001).

Od roku 1850 do roku 1900 se védci zaméfili na jiné typy proteinti, hlavné
na proteiny rostlinného ptivodu (globuliny), naptiklad z rostlinnych semen (Leunissen,
2001). Podstatou krystalizace proteini bylo naptiklad vypafovani proteini z roztoku
soli zdlouhavym snizovanim teploty.

Summer dokazal v roce 1925 piipravit krystaly ureazy jako prvniho enzymu, ktery
byl uspésné krystalizovan a témét ve stejné dobé byly piipraveny Krystaly inzulinu
(Leunissen, 2001).

O pét let pozdégji byly vlastnosti krystali proteinli zkoumany pomoci rentgenové
difrak¢éni analyzy (X-ray), na které méli velky podil Bernal, Crowfoot a Perutz
(McPherson, 2004). Dnes je rentgenova difrakéni analyza nezbytna soucast proteinové
krystalografie, jelikoz napomaha stanovit molekularni strukturu proteini z krystalt.

Dilezity zlom V historii proteinové krystalografie nastal vroce 1980, kdy byly
zkoumany cenné proteiny z novych postupti rekombinantni DNA.

Vétsina genu piritomnych v DNA ma souvislost s nemocemi, maji velky vyznam

pro udrzeni dobrého zdravotniho stavu. Mezi geny a proteiny existuje vazba. Aktivita
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genll je zavisla na proteinech, nebot’ proteiny maji zasluhu na jejich kédovani, a proto
se v dneSni dobé mnohé vyzkumy zabyvaji detailnim feSenim molekularni struktury
proteinti (Berman et al., 2000).

Vyuziti proteinové krystalografie stoupa i v kosmickém prostoru v orbitalnich

stanicich diky mikrovegeta¢nim pokusim (McPherson and Weickmann, 1990).

V soucasnosti maji krystalizatni metody svij zéklad v pirezkoumani jiz diive
vzniklych technik krystalizace, jejichz podstatou bylo odpatfeni rozpoustédla. Tato
metoda ma své vyznamné postaveni pii krystalizaci globularnich proteinti, avsak dvé
tretiny vSech proteini jSou proteiny vyskytujici se v membranach a krystalizace téchto
proteinii je Casto velmi obtizna a mnohdy i nemozna. Divodem je nizka stabilita
proteinovych komplexti, kterd je ovlivilovdna teplotou, svétlem a ostatnimi faktory.
Také kvalita piipravenych krystali ma zasadni vyznam pii feSeni stavby proteint
(Otwinowski and Minor, 1997). Podle Ramana et al. (2006) bylo vroce 2006
v databance molekularnich struktur membranovych proteint (MPDB) uloZzeno pouze
178 membranovych proteinti, coz predstavovalo pouze 0,5 % molekularnich struktur

V porovnani s proteinovou databankou PDB.

2.2 Krystalizace makromolekularnich latek

Krystalizace makromolekularnich latek spoc¢iva v krystalizaci proteint, nukleovych
kyselin a vétSich komplexi (i viry). Pti procesu krystalizace se ¢erpa z dosavadnich
praktickych postupii, myslenek a principti. Ackoliv je v dneSni dobé znamo mnoho
teorii, neexistuje spole¢na teorie, ktera by zahrnovala konkrétni postupy krystalizace
makromolekularnich latek. Jde o velmi naro¢ny proces, pii kterém je zapotiebi dostatek
trpélivosti a Casto se jedna o metodu ,,pokus — omyl“ (McPherson, 2004; Kuta
Smatanova, 2008).

2.3 Prubéh krystalizace

Krystalizaci Ize definovat jako proces, ktery je slozen ze tii krokt: nukleace, rust a
terminace krystald. Hlavnim pfedpokladem pro krystalizaci je stav pfesyceni
(supersaturace) a nasledujici stav rovnovahy, kde je podstatny rist krystali (Kuta

Smatanova, 2008).
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Krystalizacni pokusy probihaji ve dvou fazich. Prvni fazi je testovani koncentrace
proteinu (screening), pii kterém se zkouma rozpustnost vzorku s ohledem na pouzité
srazeci Cinidlo (precipitant). Zde mize nastat vysrazeni v podobé beztvaré srazeniny,
coz signalizuje nadmérnou koncentraci precipitantu, kterd zabranila rastu krystald.
Druhy krok slouzi k ureni nejvhodnéjSich podminek, které umozni vznik krystald.
Na pozorovani prub&hu krystaliza¢nich experimentt se bézné pouziva stereomikroskop.
Pomoci riiznych metod se daji velmi lehce rozeznat krystaly od beztvarych srazenin

(Kuta Smatanova, 2008).

2.3.1 Vznik krystald

V této fazi dochazi ke zméné skupenského stavu. Kapalina resp. plyn se preméni
na pevnou latku (Kutda Smatanova, 2008). Krystalizace probiha obycejné pomérné
vysokou rychlosti a vznika velké mnozstvi krystalti. V idealnim pfipadé vznika mensi
mnozstvi krystalii vétSich rozmérli, které jsou ndsledné vyuZzity pro dalSi experimenty
(Chayen, 1997). Cilem krystaliza¢nich experimentd je ptipravit krystaly v CO nejvyssi
kvalit¢. Krystaly mohou mit rizna poskozeni, zejména na povrchu (Byrappa and
Ohachi, 1965). V ptipadé netaspéchu vzniku kvalitnich krystald je doporucovano
opétovné opakovani pokust (Rhodes, 2006).

Usporadani molekul v krystalické miizce ma za nasledek tvorbu jader Kkrystalu
a jejich nasledny rust. Mezi molekulami ptevladaji nekovalentni chemické a fyzikalni
vazby. V piipadé pozitivniho ovlivnéni vzniku a rastu krystald je nutné zabezpedit
maximalni mnozstvi vzajemnych pisobeni mezi molekulami rozpusténé latky v pevném
skupenském stavu (McPherson, 1990). Povrch proteinu hraje dalezitou roli pfi rdstu
krystali. Muze byt drsny ¢i hladky. Drsny typ je dan rdstovym mechanismem, a to:
pfilnavym nebo 2D nuklea¢nim typem. Ke spirdlovitému ristu dochazi u hladkych
povrchill. Pro zobrazeni ristu konkrétnich krystali se pouziva fazovy diagram (Byrappa
and Ohachi, 1965). Jednd se o mapu, kterd slouzi k zobrazeni vzajemnych vztahil

materialu k okolnim faktoriim prostfedi (Kutd Smatanova, 2008).

2.3.2 Presyceny stav (supersaturace)
Pii krystalizaci makromolekuldrnich latek je nutné navodit stav presyceni.

Pfi béZnych podminkéach se tento stav, pii kterém jsou nékteré makromolekuly tésné
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nad mezi rozpustnosti, vroztoku nevyskytuje. Nerovnovdha vznikne vytvofenim
krystald a dojde k limitu nasyceni (McPherson, 2004). K supersaturaci dochazi
Vv ptipadé, je-li koncentrace roztoku vys$i nez limit rozpustnosti. V ptipadé dosazeni
tohoto stavu dochazi ke slucovani proteinu, coz se projevi nukleaci a rustem krystalt
(Kuta Smatanova, 2008). Dosazenim stavu supersaturace je docileno ¢aste¢nou zmeénou
fyzikalnich a chemickych podminek. Pokud zména podminek nepiinese vznik zarodka
krystald, zroztoku se nevylou¢i rozpusténa latka a roztok se bude dale nachazet
Vv piesyceném stavu. K vyrovnani rovnovahy dochazi po vytvoreni krystall, kdy se opét
dosahne limitu nasyceni (Kuta Smatanova, 2008)

Oblast supersaturace je ve fazovém diagramu tvofena tfemi zonami. Patii sem zona
metastabilni, ve které zaCinaji rist krystaly. Dalsi je zoéna labilni (nukleacni), kde
se muze uskutecovat nukleace a riast. Posledni je zoéna precipitacni, kde dochazi
ke vzniku beztvaré srazeniny (Li and a Chang, 2009). Nejvhodnéjsi situace nastava, je-li
systém pritomen Vv nukleacni oblasti, kde muze dochdzet ke vzniku jader. Pokud
se vytvori nékolik jader, snizi se koncentrace proteinu v roztoku a systém se posune
do metastabilni zony, ve které dochazi k rlstu krystalii. Zde se uz nevytvateji jind jadra.
Vznikne tedy maly pocet velikostné ptijatelnych krystalti (Li and a Chang, 2009).

Pfi rustu krystal koncentrace proteinu v roztoku klesa a zvysuje se v pevné fazi =
krystalu. Podminkou ziskani dostateéné velkych krystali je jejich pomaly rast.
Déletrvajiciho rustu lze dosahnout snizenim teploty ¢i koncentrace proteinu. Souvislost
mezi koncentraci proteini a krystalizaénim ¢inidlem (precipitantem) vyjadiuje fazovy
diagram (Byrappa and Ohachi, 1965). Fazovy diagram rustu krystali je zobrazeny
na Obrazku 1.

Rast krystalti je zpisoben snizenim presyceni. Pokud by nedoslo k redukci piesyceni,
vzniklo by velké mnozstvi jader ¢i krystali menSich rozmért. Ziskani velkych a
kvalitnich krystall pomalym rastem lze dosdhnout v ptipadé, Ze koncentrace proteinu a
precipitantu se nalézaji v nukleacni oblasti. Poté se cely systém pfesune do metastabilni
oblasti. V ptipadé zadouci zmény piesyceni je efektivni manipulace s teplotou.
Nevyhodou tohoto diagramu je obtizné stanoveni mist, ktera tvofi hranici mezi jeho
oblastmi. Diagram je proto vyuzivan pievazné V teoretickych oblastech (McPherson,
1999).
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koncentrace proteinu

koncentrace precipitantu

1. precipitacni oblast
2. nukleacni oblast
3. metastabilni oblast

Obrazek 1. Fazovy diagram ristu krystalii

2.3.3 Vytvoreni jadra krystali (nukleace)

Pti této etapé dochazi k tvoteni jader (Emmer, 2007). Pii nukleaci vznika reciprocni
kontakt mezi urcitymi molekulami a musi zde ptfevladdat vzdjemné plisobeni molekul
protein — protein. V piipad¢ piesahnuti mezni hodnoty nasyceni vznikaji krystalické
uspotadavaji do kone¢né formy (McPherson, 2004).

Pii nukleaci se molekuly spojuji nekovalentnimi vazbami a dochazi ke wvzniku
komplexti v podobé beztvarych srazenin nebo mikrokrystalti (Bollag et al., 1996; Berry,
1995).

Beztvaré srazeniny jsou zastoupeny v hojném mnozstvi, je-li koncentrace proteinu
zna¢n€ nad limitem nasyceni a vznik sraZeniny je daleko rychlej$i na rozdil od ristu
krystalli. Z tohoto ditvodu je nezbytné nutné, aby protein nedosahl pfesyceni zbytecné
rychle (Kutd Smatanova, 2008; McPherson, 1999). Spojeni molekul nemusi znamenat,
ze noveé vytvofeny krystal ma vhodné vlastnosti pro rentgenovou difrakéni analyzu.
Pribéh nukleace je ovlivnén rozpustnosti konkrétni latky. Na zakladé toho lze fici,
roste-li rozpustnost proteinu v roztoku, je pravdépodobné, ze se zde budou vyskytovat

mikrokrystalicka jadra (Berry, 1995). Nukleace a vznik jader krystali patii mezi
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nejpodstatnéj$i etapy rustu krystali. K nukleaci muze dojit spontalné pomoci

optimalnich podminek na pocatku procesu nebo uméle (Dharanaj et al., 2010).

2.3.4 Rust krystali

Pti tomto dynamickém procesu vznikad vzajemné piisobeni v ramci molekul ¢i iontt
s vnéjskem zarodku a dochazi k umisténi molekul na vngjsi strané zarodku. Difuzni a
depozi¢ni stupen se mohou podilet na prubéhu ristu krystali proteinu. Pomaly nebo
z4dny rast se projevi V piipadé, je-li depozicni stupent maly. Prudky rist je zpisoben
vy$$im depozi¢nim stupném, kdy dochazi k ristu krystali s posSkozenim. Vhodné
krystaly jsou vytvafeny z mens$itho mnoZstvi pevnych jader, jejichz rychlost neni
ovliviiovdna a nemaji Zadnd poSkozeni (Kuta Smatanova, 2008). Ziskani velkych a
kvalitnich krystali zabezpeci déletrvajici rust, kterého lze docilit zredukovanim teploty
a koncentrace proteinu (Emmer, 2007). ZvétSovani = rist krystali je ndsledkem
obsazovani prostoru vytvafejicich krystal, které jsou obvykle rovinné. Cilovy charakter
krystalu je urc¢en kazdym prostorem (Garside et al., 2002).

Na rozdil od nukleace je rtist krystali Iépe charakterizovan a priibéh tohoto procesu
je dobfe znam. Pii rustu krystalid dochazi k dislokacim a dvojrozmérné nukleaci

(McPherson, 2004).

2.3.5 Dokonéeni ristu krystali (terminace)

K terminaci dochazi v ptipadé, kdy se roztok proteinu postupné piiblizuje
k hodnotam, pii kterych dochazi k rozpustnosti proteinu. Rozpustnost je zapfi¢inéna
postupnym uvoliiovanim molekul z divodu tvorby krystalu (Berry, 1995). Krystaly,
které budou vyuzity pro rentgenovou difrakéni analyzu, vétSinou vznikaji v priab&hu
delsi doby, kdy dochdzi k postupnému zvétSovani jejich rozmérii. Muze dojit
K vytvofeni malych mikrokrystali ¢i mnohokrystalt. Pfikladem mnohokrystalli jsou

dendrity nebo sferulity. Ma-li protein nevhodné vlastnosti pro krystalizaci, na konci

procesu vznikaji nekrystalické gely nebo beztvaré pudry (Kutd Smatanova, 2008).

2.4 Charakteristika krystali

Krystaly jsou definovany jako pevné stejnorodé latky s pfimo stanovenym

chemickym sloZenim. Nékteré krystaly jsou zarivé lesklé a jsou tvofeny pravidelné
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uspotfadanymi stranami (Chirgadze, 2001; Kutd Smatanova, 2008). V idealnim piipadé
Ize krystal znazornit jako nekonecné a dokonalé pole tvoiené stavebnimi bloky, které
jsou setazeny do zakladnich bunck. Realné krystaly pouzivané K pokusim jsou
rozméroveé ohranicené a jsou nepravidelné z diivodu jejich deformaci (Kutd Smatanova,

2008).

2.5 Faktory ovliviiujici pribéh krystalizace
Krystalizace je proces ovlivnén riznymi faktory, které maji pozitivni nebo negativni
vliv na jeji rychlost a pisobi na findlni vlastnosti a vzhled krystali. Negativni faktory

mohou zpisobit to, ze ke krystalizaci viibec nedojde (Cox and Phillips, 2008).

Proces krystalizace ovliviiuje:

1. Cistota proteinu. Rhodes (2006) uvadi Gistotu makromolekuly jako jeden
z nejvyznamnéjSich faktoru. Krystalizacni pokusy museji byt provadény s dokonale
¢istym proteinem. V piipad¢é zneciSténi je podminkou uspéSné zvladnuté krystalizace
udélat purifikaéni opatieni, nebot zneciSténim proteinu mohou byt poskozeny
krystalové buiky (Drenth, 1999; Kuta Smatanova, 2008). V ojedinélych pokusech
se mohou necistoty pozitivné podilet na krystalizaci proteinu, ale je zde riziko horsi
kvality dat (Drenth, 1999). Se zvySujici se Cistotou proteinu roste moznost, ze bude
dochazet k ristu krystalii (Kuta Smatanova, 2008).

2. Srazedlo (precipitant). Jako srazedla se pouzivaji organické a anorganické
slouCeniny, napiiklad chlorid sodny (NaCl) nebo siran amonny (NH4),SO4. Také
se vyuzivaji makromolekularni slouceniny jako je polyethylenglykol (PEG). Precipitant
se pridava k proteinu v takové koncentraci, aby nedosSlo k jeho degradaci (Drenth,
1999). Precipitant napomaha proteinu dostat se do piesycen¢ho stavu. K precipitantu
se ptidavaji pufry, které jsou odpovédny za udrzovani stalého pH (McPherson, 2004).
Nejcastéji se pouzivaji pufry, které udrzuji pH v rozmezi od 6,0 do 8,0. Diivodem pro to
je fakt, ze vétSina proteind je stabilnich v oblasti neutralniho pH (Kutd Smatanova,
2008). K precipitacnimu roztoku se mohou dale pfidavat i jiné pfisady, které mohou

pozitivné ovlivnit uspofadani molekul proteinu do krystalu (McPherson, 2004).
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3. Vnéjsi faktory. Teplota, pH, vyskyt jinych latek a metody krystalizace mohou také
vyznamné ovlivnit cely pribéh krystalizace (Drenth, 1999; McPherson, 2004). Je
nesmirn¢ dilezité nezapominat na fyzikalni faktory (gravitace, povrch, viskozita), které
mohou zapfi€init ispéch ¢i neuspech krystalizace (Kutd Smatanova, 2008). Dulezita je
také aktivita enzymt a je nezbytné, aby v pribéhu krystalizaéniho procesu nebyly

pritomny cizorodé slouceniny (Chen et al., 1994).

Pti krystalizacnim experimentu je nezbytné, aby byl protein ve stavu piesyceni,
protoze v tomto stavu je koncentrace proteinu témét nad mezni hodnotou rozpustnosti.
Proteinové krystaly se za¢nou vytvaret pouze v piipadé, je-li protein v pfesyceném
stavu a molekuly proteinu maji tendenci se spajet dle urcitého tadu (Drenth, 1999).
Faktory majici vliv na pribéh ristu makromolekularnich krystald jsou uvedeny

v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Faktory majici viiv na pribéh ristu
Z Smatanova, 1. (2003).

makromolekularnich krystalii. Prevzato

Faktory
1. ph a pufr 13. gravitace, proudéni a sedimentace
9 iontova sila (ia) _a.kopc,entrgc.e (cm) @ pavod 1. vibrace a zvuk
precipitacniho inidla
3. teplota a teplotni zmény 15. objem krystalizaéniho vzorku
4, koncentrace makromolekularniho roztoku (cp) 16. pfitomnost amorfni nebo jiné latky
5. Cistota makromolekularniho roztoku 17. tvar krystalizaéni nadobky
6. aditiva, efektory, ligandy 18. proteolyza
7. zdroje makromolekul — organismy 19. kontaminace mikroby
8. substraty, koenzymy, inhibitory 20. tlak
9. redukujici nebo oxidujici prostfedi 21. elektrické a magnetické pole
10. kovy a jiné specifické onty 2 lidsky faktor — ma'mpulace a Cistota
prace
1. rychlost dosazeni presyceni a rychlost ristu 23. viskozita mateéného roztoku
12. povrchové faktory nebo detergenty 24, heterogenni neb;rﬁgllfxmlm nukleacn

2.5.1 Redukce rozpustnosti proteinu
Pro redukci rozpustnosti proteinu v roztoku lze aplikovat n¢kolik zpusobu, jak je

uvedeno napi. v Kuta Smatanova (2008):

e Pieména proteinu samotného

e Aplikace soli
e Ptechod pH na jiné hodnoty
e Aplikace polymert ¢i iontii

Pii rastu krystald je dilezité, aby hladina piesyceni roztoku proteinu klesla

na hodnoty okolo limitu nasyceni. V piipadé velkého ptesyceni se vytvaii mnoho

krystaliza¢nich jader a rostou krystaly menSich rozmérii (Kuta Smatanova, 2008).
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2.5.2 Proteinova krystalizace

Proteinovéd krystalizace je proces =zalozeny na zkuSenostech, na stanoveni
optimalnich ¢inidel a konkrétnich fyzikalné-chemickych parametrti (McPherson, 2004).
K vytvoreni jader krystalli je nutné nejprve vyhledat vhodné krystaliza¢ni podminky.
Stanovené optimalni podminky se dale upravuji tak, aby byly ziskdny monokrystaly
Vv nejvetsi kvalité, které budou dale zkoumany rentgenovou difrakci (Kundrot, 2004).

Dnes je k uréeni struktury biomakromolekul nejvice vyuzivana rentgenova difrakéni
analyza. Za pomoci této metody bylo objasnéno 85 % veskerych makromolekul
ulozenych v PDB (Li and a Chang, 2009). Velmi naroc¢nou, ale pfesto nutnou a
dilezitou podminkou pro pouziti rentgenové strukturni analyzy je pfiprava
monokrystali vhodné velikosti a kvality. Proteinové krystaly jsou na rozdil od krystal
nizkomolekulérnich latek mensi, méné tvrdsi, maji vyssi tendenci k poskozeni a vyssi
citlivost k teploté a radiaci (McPherson, 2004).

U protein je velmi dulezité pifedem stanovit podminky pro rast krystalt
(McPherson, 1999; Ducruix and Giege, 1999). Znamé jsou urcité postupy, pomoci nichz
se daji stanovit konkrétni podminky pro krystalizaci, ptesto v dneSni dob€ neni piesné
piredepsany postup, po aplikaci kterého bychom ziskaly proteinové krystaly

bez neustalého patrani a podrobovani se zkouskam.

2.6 Proteinova krystalografie
Dulezitym a ¢asto pouzivanym vyrazem v této oblasti je termin makromolekula.
Biologicka krystalogeneze se zabyva metodami uréenymi pro ziskani proteinovych

krystal, uréenych pro rentgenovou difrakéni analyzu (Kuta Smatanova, 2008).

2.6.1 Krystaly makromolekulirni charakteristiky

Rozdil mezi krystaly makromolekularnich latek a krystaly mensSich molekul je
ve velikosti a citlivosti. Makromolekularni latky nedosahuji tak velké velikosti, nemaji
dobré mechanické vlastnosti a vétSinou obsahuji ve svém objemu 20 — 80%
rozpoustédla. Dalsi nevyhodnou vlastnosti téchto krystali je jejich drobnost a
nachylnost k vnéjSim faktorim. Tyto krystaly musi byt uloZeny v prostredi jejich

vzniku. Odstraiiovani vody je pfedpokladem jejich poSkozeni (Kutda Smatanova, 2008).
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2.6.2 Databaze makromolekul

Krystaly makromolekul, jejich vlastnosti a udaje o krystalizacnim procesu jSOu
ulozeny v databdzi BMCD. VSechny ulozené¢ informace byly ziskdny z literatury
(Gilliland et al., 1994; Gilliland, 1998). BMCD obsahuje makromolekuly, z kterych
byly vytvoreny krystaly difrakéni kvality (Gilliland et al., 1994). Veskeré¢ dosavadni
poznatky o krystalizaci jednotlivych makromolekul vcetné dat naméfenych pomoci
X-ray lze nalézt v proteinové databance RCSB PNR (Berman et al., 2000).

2.7 Rentgenova (X-ray) krystalografie

Rentgenova krystalografie je vyznamnd metoda, ktera se pouZziva pro stanoveni
struktury a funkce makromolekularnich latek. Jedna se o vyznamny technicky objev,
pomoci néhoZ lze stanovit strukturu proteinit a jinych komplexti pomoci zkoumani
difrakce na jejich atomech (Kutda Smatanova, 2008). Podstatou krystalografie je
ozafovani proteinovych krystali paprsky rentgenového zafeni. Pokud paprsky X-ray
prochazeji krystalem, tak mohou byt neohrani¢ené nebo pfti setkdni s elektrony miize
dojit k difrakci (Twyman, 2004). Nutnou podminkou rentgenové difrakéni analyzy je
ziskani kvalitnich krystalt, které jsou schopny difraktovat X-ray zatfeni (Bollag et al.,
1996).

X-ray krystalografie ma vyznamné postaveni v oblastech védy a pramyslu. Jeji
dulezitost se projevuje také v chemii, fyzice a v mnoha jinych dalSich oborech
(Woolfson, 1997).

2.8 Predkrystaliza¢ni test (PCT)

Cilem testu je stanoveni optimalni koncentrace proteinového roztoku pro jeho
nasledné pouziti ke krystalizacnim experimentim. Vhodna koncentrace proteinu je
dilezita ke spravnému vysledku celého pokusu. V piipadé velké koncentrace roztoku
proteinu dochazi k tvorbé beztvarych sraZzenin, kdezto u velmi nizkych koncentraci
nedochazi k zadnym zménam a vysledkem jsou ¢Cisté prihledné kapky. Kapky a
srazeniny jsou vytvareny v dusledku nevhodné zvoleného precipitantu. PCT stanovuje
pozadavky na vhodnou koncentraci proteinového roztoku nebo smétuje k predpokladu

novych diagnostickych pokust (Kuta Smatanova, 2008).
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2.9 Metody krystalizace

Krystalografie je zasadnim prostiedkem ke stanoveni struktury makromolekul.
Metody krystalizace neboli krystalogeneze slouzi Kk vypéstovani krystald v kvalité
vhodné k difrakénimu méteni. V dnesni dobé je znama cela fada metod pouzivanych

ke krystalizaci makromolekularnich latek (Ducruix and Giege, 1999; Bergfors, 1999).

Krystaliza¢ni metody jsou roz¢lenéné do tii skupin:
1. Standardni
2. Pokrocilé

3. Alternativni

2.10 Standardni a pokro¢ilé metody krystalizace
V praxi se nejvice pouzivaji metody, jejichz podstatou je difize vodnich par,
oddélovani latek na zdklad¢ rozdilné rozpustnosti a metoda krystalizace pod olejem

(McPherson, 2009).

2.10.1 Metoda sedici kapky (,,Sitting Drop Vapor Diffusion*)

Metoda sedici kapky je jednou znejvice pouzivanych metod krystalizace.
K provedeni nenaro¢ného pokusu je potieba krystalizacni destiCky. Sedici kapka je
tvofena roztoky proteinu a precipitantu (srazeciho ¢inidla). Kapka tvofena roztokem
srazeciho ¢inidla a proteinu v uréitém poméru ma niz§i hodnotu koncentrace srazeciho
¢inidla nez je jeho hodnota v rezervoaru. Pro vytvofeni rovnovahy mezi rezervoarem a
kapkou dochazi k vypafovani vody z kapky a zvySovani stavu nasyceni. Rovnovaha
nastane Vv ptipad¢, Ze je koncentrace precipitantu Vv rezervoaru téméi stejna jako jeho
koncentrace v kapce. Krystaliza¢ni desti¢ka je uzaviena lepici paskou nebo plastovym
sklickem za pomoci silikonu (Kuta Smatanova, 2008). VétSina krystalizacnich desticek
ma piehledné popsané fadky a sloupce kvuli lepsi ptehlednosti (Bergfors, 2009).

Metoda sedici kapky je znazornéna na Obrazku 2.
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1. kryci sklicko

2. tuk

3. kapka proteinu a srazedla
4 voda

5. srézeci Cinidlo v rezenvoaru

Obrazek 2. Zndazornéni krystalizacniho experimentu pomoci metody sedici kapky

Vyhody metody sedici kapky jsou (Bergfors, 2009):

e Nizka finan¢ni nakladnost

e Casova nenaro&nost

e Umisténi kapek v pevné poloze

e MozZnost pracovat s vét§imi objemy

e Snadna manipulace

2.10.2 Metoda visici kapky (,,Hanging Drop Vapor Diffusion*)

Stejné jako v predchozim piipadé€, i zde se jednd o bé€Zné vyuZivanou metodu
krystalizace, pfi které se pouzivaji krystaliza¢ni desticky. Kapka vytvofena smichanim
roztoku proteinu s precipitantem obsahuje precipitant v niz§i koncentraci nez je
koncentrace srazeciho ¢inidla v rezervoaru. Kapka je zavésena na krycim sklicku, které
piekryva rezervodr s krystalizaénim roztokem. Kryci sklicko ptiléha k otvoru pomoci
silikonu. Voda je uvolnéna z kapky a pomalu dochazi ke stavu presyceni. Ke zménam
koncentrace dochazi jak v rezervoaru, tak v kapce (Kuta Smatanova, 1999; Carter and
Smith, 1989). Desticky se vkladaji do polystyrenové krabice z divodu zamezeni
ptipadnym teplotnim zménam, které by mohly negativné ovlivnit priibéh celého pokusu.
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Pii krystalizaci je vhodné pouzit VDX desticku (Kuta Smatanova, 2008; Doublig,
2007). Metoda visici kapky je znazornéna na Obrazku 3.
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1. kryci sklicko

2. tuk

3. kapka proteinu a sraZedla
4 voda

5. srézeci Cinidlo v rezervoaru

Obrazek 3. Zndzorneni krystalizacniho experimentu pomoci metody visici kapky

Kutd Smatanova (2008) uvadi vyhody této metody:
e Utinnost
e Snadnd manipulace s krystaly

e Jeden rezervoar postaci na vice pokusii

Luft and DeTitta (1992) uvadi jako vyhodu této metody malé mnoZstvi proteinu

potiebného k pokusu.

2.10.3 Metoda difuze pies pirepazku (,,Counter-diffusion*)

Metoda krystalizace v kapilarach je oznacovana za progresivnéjsi zptisob provadéni
krystalizace. Je G¢inna, nendroc¢na a slouzi k ziskani optimalnich krystali pro dalsi
zkoumani (Garcia—Ruiz et al., 1993). Protein a precipitant jsou ve vzadjemném kontaktu.
Do kapilary se umistuji opacnymi sméry a pii krystalizaci do sebe prostupuji (Kuta
Smatanova, 2008). V dusledku prostupu nastava piesyceni a postupna tvorba

mikrokrystalid. Pozdéji dochézi k intenzivnimu rastu krystalii s optimalnimi vlastnostmi
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pro nasledné zkoumani. Podstatou pokusu je vhodné stanovena koncentrace proteinu a

precipitantu (Garcia—Ruiz et al., 1993).

2.10.4 Metoda pod olejem (,,Microbatch Under Oil*)

Jako prvni ji charakterizovala Chayen et al. (1992). Podstatou metody je smiseni
proteinu s precipitantem. Nasledna smés je aplikovana pod vrstvu parafinového oleje.
Pti krystalizaci dochazi pouze k malému ¢i zddnému prichodu vody pies vrstvu oleje
(Chayen et al., 1992). Vytvotfena kapka je aplikovana do krystaliza¢ni desticky ru¢né
pomoci pipety nebo automaticky nastavenym davkovacem. Kapka sestupuje do dulku
na zakladé jeji vétsi hmotnosti v porovnani s olejem (Chayen, 1997).

Pti davkovani pomoci pipety je nutné dbat na vyménu plastové Spicky pipety
z divodu nechténého zaneseni latek z jinych pokust. Prabeh krystalizace je ovlivnén
charakterem oleje a velikosti jeho vrstvy. Pii metodé pod olejem dochazi k redukci
po¢tu krystald, ale velikost krystali roste (Chayen, 1997). Metoda krystalizace

pod olejem je znazornéna na Obrazku 4.

Chayen (1997) uvadi n¢které vyhody této metody:
e Potfeba malého mnoZstvi proteinu a precipitantu
e Nenaro¢nost V porovnani S jinymi metodami. V piipadée
automatického davkovani je uskutecnéno minimalné 100 testh

v ¢asovém tseku pod 25 minut.

1 2

\ /

1. kapka proteinu a srazeciho €inidla
2. kapka oleje

Obriazek 4. Zndzorneéni krystalizacniho experimentu pomoci metody pod olejem
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2.11 Testy krystali

Pro zjisténi vlastnosti krystaltl jsou definovany metody (Bergfors, 2009):

e Crush (drtici) test - je zalozen na poskozeni krystalu Spi¢atym nastrojem.
V piipadé snadného naruseni zkoumaného krystalu se jedna o protein.
Nesnadné naruseni krystalu poukazuje na sil.

e Dechydratac¢ni test - spocivd v nasledné dehydrataci krystalii. V piipadé
rychlého rozdroleni krystalu jde o protein, nenaruSeni krystalu udéava
ptitomnost soli.

e |zit - jedna se o barvici test. Zaklad spoc¢iva v prostupovani molekul barviva
do struktury krystalu. Jestlize dojde k prostoupeni barviva do krystalu a
naslednému zbarveni krystalu, jde ve vétSin¢ ptipadech o proteinovy krystal.
Stl neumoznuje prechod barviva do své struktury, tudiz nedojde ke zbarveni
krystalu.

e SDS PAGE elektroforéza - je zaloZena na opétovném rozpusténi krystald.
Nasledna elektroforéza urci, zda se jedna o krystal soli ¢i proteinu.

e Rentgenova difrakéni analyza - patii mezi nejlépe vypovidajici zplsob
testovani krystalli. Lze ji vyuzit i v ptipad¢ neuspokojivé kvantity krystalt.
Difrakéni udaj soli je vyjadfen men$im zastoupenim vétSich difrakénich
obrazct. Difrakéni zdznam proteinu je charakterizovan velkym mnoZstvim

mensich uspotfadanych skvrn.

2.12 Halogenalkandehalogenasy (HLD)

Halogenalkandehalogenasy jsou enzymy, které urychluji hydrolyticky rozklad vazby
mezi halogenem a uhlikem. Produktem dehalogenace je alkohol a halogenidovy iont
(Janssen, 2004). Bakteridlni enzymy jsou vyznamné pii mineralizaci halogenovanych
komplexu, resp. latek, které ohrozuji Zivotni prostfedi (Janssen et al., 2005). Jejich
charakteristikou je detoxika¢ni schopnost, pomoci niz dokadzou d¢istit znecisténé vody
¢1 uzemi, kde jsou pfitomny halogenované uhlovodiky (Degtjarik et al., 2013).

K prvni izolaci HLD doslo v roce 1985 a zdrojem HLD byla bakterie Xanthobacter
autotrophicus GJ10 (Keuning et al., 1985). Na zakladé uvedené tspésné izolace HLD
byly dalsi izolace provadény stejnym zptisobem (Damborsky et al., 2001).
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cey

HLD jsou obsazeny v bakteriich zijicich v ptdé kontaminované halogenovanymi
latkami (Keuning et al., 1985; Nagata et al., 1993; Curragh et al., 1994). Jsou pfitomny
u né¢kterych motskych bakterii (Jesenska et al., 2009; Chan et al., 2010), také u bakterii
vyvolavajicich nemoci (Jesenska et al., 2002; Jesenska et al., 2005), nebo je obsahuji
rostlinni parazité (Hasan et al, 2011). Cést bakterii obsahujicich HLD Zije
na halogenovanych slouc¢eninach a jako zdroj energie vyuzivaji pouze uhlik. Bakterie

vyuzivaji enzymy pro jejich spravny metabolismus (Janssen, 2004).

2.12.1 Struktura HLD

HLD jsou tazeny do skupiny o/ - hydrolas (Nardini and Dijkstra, 1999). Proteiny
patiici do této skupiny maji stejného ptredchidce (Damborsky et al., 2010). HLD je
tvofena dvéma Castmi, tzv. doménami: hlavni a vrchni (vickovou) ,,cap® doménou.
Hlavni doména je tvofena osmi B skladanymi listy, které jsou obklopeny Sesti
a Sroubovicemi (Ollis et al., 1992). Vickova doména je ptipojena na hlavni doménu a je
vice nachylna k mutacim. Tvoii ji 4 aZz 5 o Sroubovic (Chovancova et al., 2007). Mezi

hlavni a vrchni doménou se nachazi aktivni misto enzymu (Verschueren et al., 1993).

2.12.1.1 Aktivni misto

Aktivni misto se nachazi v samotném nitru enzymu (Chovancova et al., 2007).
Kontakt mezi nim a okolim je zprostiedkovan tunely, které zajistuji pohyb liganda
dovnitt ¢i ven z enzymu. Tunely maji svlij velky vyznam pii navazani substratu a
uvolnéni produktu (Otyepka and Damborsky, 2002; Petiek et al., 2006). Aktivni misto
ma ruznou velikost mezi jednotlivymi halogenalkandehalogenasami. Je tvoieno
aminokyselinami z hlavni i vrchni cap domény (Chovancova et al., 2007). Tyto
aminokyseliny jsou zdkladem tzv. katalytické triady. Ke katalytické triad€ patii jesté
dvé aminokyseliny a vznika katalytickd pentada, kterd se u jednotlivych HLD 1i8i podle
jejich rozdilného puvodu (Damborsky et al., 2010; Chovancova et al., 2007). Pentada
HLD druhé skupiny, kam patii i enzym LinB, je obvykle tvofena aminokyselinami
Asp — His - Asp + Trp - Asn (Chovancova et al., 2007). Avsak u LinB86 je jedna Asp
nahrazena Glu. Damborsky and Koc¢a (1999) uvadi, ze je dehalogenace uskute¢iiovana

V samotném nitru enzymu za pomoci pentady.
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2.12.2 Funkce a pouZziti

Dnes je halogenalkandehalogenasam vénovdna velkd pozornost z divodu jejich
urychlovaci aktivity pfi reakcich, kterd byla jiz mnohokrat vyzkouSena a ovétena.
Nejvice jsou HLD prospésné jako biokatalyzatory (Drienovska et al., 2012). Podileji se
na odbouravani necistot ze znecisténych oblasti. Maji dostate¢né vysoké detoxikacni
schopnosti, pomoci nichz dokazou Cistit znecisténé vody ¢i izemi, kde jsou pfitomny
halogenované uhlovodiky (Degtjarik et al., 2013). Vyskyt halogenalkandehalogenas
Vv pitné vodé zpusobuje zdravotni potize (Holloway et al., 1998).

2.12.3 Enzym LinB

Bakterialni enzym LinB patii do druhé skupiny HLD s ozna¢enim HLD-11 (Marek et
al., 2000). Jeho zdrojem je pudni bakterie Sphingobium japonicum UT26. Vlastnosti
enzymu se mohou vyuzit v biologickém rozkladu latek znecistujicich zivotni prosttedi

(Degtjarik et al., 2013). Enzym LinB je tvofen hlavni a vrchni cap doménou (Marek et
al., 2000).

2.12.3.1 Varianta LinB32

V enzymu LinB32 je mutace s ozna¢enim L177W. Nasledkem této mutace dochazi
k blokaci zakladniho tunelu tohoto enzymu. LinB32 ma proto odlisny vybér substratu a

urcuje mezni hodnotu vystupu iontu halogenidu do okolniho prostiedi (Chaloupkova et

al., 2003; Biedermannova et al., 2012).

2.12.3.2 Varianta LinB70

LinB70 ma z ¢asti odliSnou katalytickou Uc¢innost a jeji mutace jsou oznaceny
pod nazvy L1441 a H107Q (Degtjarik et al., 2013). V enzymu LinB70 je oblast
pro navazani halogenidu v téméf stejné pozici jako u DbeA (Degtjarik et al., 2013).
Enzym DbeA je nové objevena HLD izolovana z Bradyrhizobium elkanii USDA94
(Ikeda—Ohtsubo et al., v piiprave).
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2.12.3.3 Varianta LinB86
Do dnesni doby nebyl publikovan zadny ¢lanek ohledné varianty LinB86. Cilem

mutageneze bylo uzavieni hlavniho vstupniho tunelu do aktivniho mista a zaroven

otevieni alternativni cesty pro prichod ligandu (Degtjarik, vlastni sdéleni).
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3 Material a metodika

3.1 Experimentalni pracovisté a rozclenéni pokusu

V bakalaiské  praci je  popsana  studie  mutantni  formy  proteinu
halogenalkandehalogenasy LinB86 izolované z pudni bakterie Sphingobium japonicum
UT26.

Metodika se zabyva molekularné dynamickou studii mutantni formy proteinu a
nalezenim optimalnich podminek k produkci krystali vySe zminéného mutantniho
proteinu pomoci standardnich a pokroc¢ilych metod krystalizace. Veskeré experimenty
byly provedeny v Ustavu komplexnich systémi Fakulty rybafstvi a ochrany vod
JihoCeské univerzity se sidlem v Novych Hradech.

Experimentalni prace byla roz¢lenéna do nékolika po sobé jdoucich krokd. V prvnim
kroku byl ptipraven precipitaéni roztok (precipitant). Ve druhém kroku byla upravena
koncentrace mutantniho proteinu LinB86. Poté nédsledovala pfeménéna nové vzniklé
koncentrace do tii konkrétnich roztokd. Ve tietim kroku byly aplikovany standardni a
pokrocilé krystalizacni metody, konkrétné metoda sedici kapky (,,Sitting Drop Vapor
Diffusion”), metoda visici kapky (,,Hanging Drop Vapor Diffusion”), metoda difuze
pies prepazku (,,Counter-diffusion”) a metoda krystalizace pod olejem (,,Microbatch
Under Oil”). Ctvrty krok byl zaméfen na testovani vzniklych krystalh pomoci Crush
testu, ktery ur€il, zda se jedna o krystaly proteinu nebo krystaly soli. V poslednim patém
kroku byl pfipraven model mutantni formy proteinu LinB86 a byly provedeny

molekularn¢ dynamické studie.

3.2 Priprava precipita¢niho roztoku

V prvnim experimentalnim kroku byl piipraven precipitaéni roztok pouZivany
pro nukleaci a nasledny rust krystald mutantniho proteinu LinB86. Precipita¢ni roztok
byl pfipraven ze zasobnich roztoku (,,.stock solutions®) pouzivanych pro optimalni
krystalizaci s pouzitim komeréni sady krystaliza¢nich roztokd ,,Morpheus ® HT-96*
[Molecular Dimensions Limited, Suffolk, UK].
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3.2.1 Precipitac¢ni roztok pro LinB86

K piipravé precipitaniho roztoku byly pouzity nasledujici roztoky: 800 mM
Divalents mix (MgCl,; CaCly), 1 M Buffer System 2 o pH 7,5 (pufry: Na HEPES,
MOPS - acid) a 60 % P 550 MME_P20K (PEGMME 550; PEG 20K -
polyethylenglykol). Precipitaéni roztok o objemu 30 ml byl ptipraven z 80 mM
Divalents mix, 0,1 M Buffer System 2, 20% P 550 MME_P20K a destilované vody.
Tyto roztoky byly smichany v mnozstvi:

3 ml Divalents mix
3 ml Buffer System 2
10 ml P 550 MME_P20K

14 ml destilované vody

Pomoci pipety byly vSechny roztoky (14 ml destilované vody, 3 ml Divalents mix, 3 ml
Buffer System 2 a 10 ml P550 MME_P20K) smichany v odmérném valci a bylo

ptipraveno 30 ml precipita¢niho roztoku.

3.3 Uprava koncentrace proteinu LinB86

Ve druhém kroku byla upravena koncentrace proteinu. Pocate¢ni koncentrace
mutantniho proteinu LinB86 byla 11 mg . ml™. Tato koncentrace byla k provedeni
experimentu nedostate¢na a musela byt zvySena na 22 mg . ml™. Do malé centrifugaéni
zkumavky s filtrem Amicon ® Ultra a velikosti pord 3 KDa [EMD Millipore
Corporation, MA, USA] byla napipetovana destilovana voda o objemu 400 pl a protein
LinB86 o koncentraci 11 mg . ml™. Poté byla zkumavka vloZena do centrifugy
,,Centrifuge 5415 R* Eppendorf [Eppendorf North America, NY] a vzorek byl postupné
zahus$tén na pozadovanou koncentraci. Vysledkem byl proteinovy roztok o koncentraci

22 mg . mI* a redukce objemu ve zkumavce o 200 pl.

3.3.1 Priprava tfi roztoki mutantniho proteinu LinB86

K ptipravé roztokd byly pouzity tii malé plastové zkumavky. Do kazdé zkumavky
byl napipetovan proteinovy roztok o konkrétni koncentraci (16 mg . mI™, 18 mg . ml™* a

20 mg . ml™). Veskeré vypoéty byly provedeny jednoduchou matematikou. Nyni bylo
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k dispozici 200 pl roztoku proteinu z centrifugy pro tii zkumavky (200 pl / 3 = 66,666

ul; pro lepsi vypocet bylo pouzivéno ¢islo 65 ul pro kazdou zkumavku).

1. zkumavka: 65 pl. 16 mg. ml™* /22 mg. ml™* = 47,27 ul proteinu
2. zkumavka: 65 ul.18 mg. mlI™ /22 mg . mI* =53,18 pl proteinu
3. zkumavka: 65 pl.20mg.ml™ /22 mg. mI* = 59,09 ul proteinu

Dale bylo vypoéteno mnozstvi potiebného pufru (0,1M Tris-HCI) do kazdé zkumavky:

1. zkumavka: 65 pl - 47,27 ul proteinu = 17,73 ul pufru
2. zkumavka: 65 ul - 53,18 ul proteinu = 11,82 pl pufru
3. zkumavka: 65 pl- 59,09 ul proteinu = 5,91 ul pufru

3.4 Standardni a pokroc¢ilé metody krystalizace

Po ptipravé precipitantu a tfi roztoki proteinu byla zahdjena treti fize experimentu.
Tato faze je nejobtizn€jSi a zabird nejveétSi podil casu vramci krystaliza¢nich
experimentti. Nejlépe je provadét krystalizaéni experimenty vzapéti po purifikaci
proteinu z divodu jeho stability. Casem totiz dochazi k postupné degradaci proteinu a
destruovany protein neni schopen krystalizovat. Vlastni krystalizace byla provadéna

nize zminénymi metodami.

3.4.1 Metoda sedici kapky (T.M. Bergfors, 1999)

Pii metodé sedici kapky byla pouzita krystalizaéni desticka (Obrazek 5) s nazvem
CombiClover crystallization plates [EBS plate, Emerald BioStructures, WA, USA].
Desticka byla tvotfena Ctyfiadvaceti rezervoary. Kazdy rezervoar byl obklopen ¢tyfmi
jamkami (dvé jamky na pravé strané¢ od rezervoaru a dvé jamky na levé strané
od rezervoaru). Pro pokus stacilo naplnéni pouze dvanacti rezervoarti srazecim
¢inidlem. Do jamek okolo naplnénych rezervoarii byl pfidan protein o urcitém mnoZzstvi
a pfislusné koncentraci.

JelikoZ byl experiment zalozen na testovani tiech koncentraci mutantniho proteinu,
bylo potieba si roz€lenit prostor v krystaliza¢ni desticce pro kazdou koncentraci zv1ast'.

V prvnim sloupci desticky, ktery obsahoval ¢tyfi rezervoary, se pracovalo s proteinem
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o koncentraci 16 mg . ml?, ve druhém sloupci destitky byl protein o koncentraci
18 mg . mI™ a ve tfetim sloupci protein o koncentraci 20 mg . mi™.

Do prvnich ¢tyf rezervoart prvniho sloupce byl do kazdého z nich napipetovan
precipitant o objemu 400 pul. Poté byl pomoci mikropipety aplikovan protein o objemu
2 ul do vsech levych jamek nachdzejicich se tésné u rezervoard. Do vsech zbylych
pravych jamek byl aplikovan protein o objemu 3 pl. Nésledné¢ do vSech jamek byl
na zavér jesté pridan precipitant z rezervoaru o objemu 1 pl (Obrazek 6). Tento postup
byl pouzit i ve zbyvajicich dvou sloupcich desticky, avsak s jinymi koncentracemi
proteinu, tj. ve druhém sloupci byl pouzit protein o koncentraci 18 mg . ml™ a ve tietim
sloupci protein o koncentraci 20 mg . ml™. Ihned po provedeni pokusu se desticka
prelepila lepici paskou, nasadilo se na ni vicko a vSe se oblepilo lepici paskou kvili

zabranéni ptistupu vzduchu. Nakonec se destiC¢ka umistila do chladiciho boxu.

Obrazek 5. Krystalizacni desticka urcend pro metodu sedici kapky (foto autor)
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2 ul LinB36

+

1 ul precipitantu

rezemoar

3 ul LinB36

+

1 ul precipitantu

80 mM Divalents mix,
0,1 M Buffer System 20 pH 7.5,
20% P 550 MME_P20K,
destilovana voda

2 ul LinB36

+

1 ul precipitantu

3 ul LinB36

+

1 ul precipitantu

Obrazek 6. Zndzornéni krystalizacniho experimentu pro LinB86

3.4.2 Metoda visici kapky (T.M. Bergfors, 1999)

K metodé visici kapky byla pouzita krystalizacni desti€¢ka (Obrazek 7) s nazvem
,Linbro plate® [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA]. Desticka obsahovala
Ctyfiadvacet rezervoart umisténych v Sesti svislych sloupcich po ctyfech rezervoarech,
ale k pokusu posta¢ilo pouze dvanact otvori, resp. tfi svislé sloupce. Kazdé hrdlo
rezervoaru bylo lemovéano silikonovym tukem, pomoci néhoz lze ptichytit kryci sklicko
o doporucené velikosti 22 mm a utésnit rezervoar, nad kterym pii spravné provedeném
pokusu visi kapka proteinu z kryciho sklicka.

Do kazdého ze dvandcti rezervoaru bylo pomoci mikropipety napipetovano srazeci
¢inidlo o objemu 800 ul. Poté se na kazdé kryci sklicko aplikovalo urcité mnozstvi
proteinu a srdzeciho roztoku. Na prvni dvé kryci sklicka prvniho svislého sloupce byly
na kazdé z nich napipetovany 2 pl proteinu o koncentraci 16 mg . ml™ a 1 pul srazeciho
roztoku (pomér 2:1). Na zbyla dvé kryci sklicka prvniho svislého sloupce byly
napipetovany 3 pl proteinu a 1 pl srdzeciho ¢inidla (pomér 3:1). Timto stejnym
zpusobem se postupovalo 1 ve zbylych dvou svislych sloupcich, avSak rozdil byl
v koncentraci proteinu. Ve druhém sloupci desticky byla pouzita koncentrace
18 mg . ml* a ve tietim sloupci koncentrace 20 mg . ml™ (Tabulka 2). Kdyz kryci
sklicko obsahovalo protein a sraZedlo, muselo byt opatrné¢ otoeno o 180 ° a lehce

pfimacknuto na hrdlo rezervoaru. Nakonec se desticka uloZila do chladiciho boxu.
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Obrazek 7. Krystalizacni desticka urcend pro metodu visici kapky (foto autor)

Tabulka 2. Znazornéni obsahu roztoku proteinu a precipitantu v krystalizacni desticce

1. sloupec 2. sloupec 3. sloupec
1. rezervoar 2+1 2+1 2+l
2. rezervoar 2+1 2+1 2+l
3. rezervoar 3+1 3+1 3+l
4. rezervoar 3+1 3+1 3+l

3.4.3 Metoda difuze pres prepazku (T.M. Bergfors, 1999)

K této metod¢ poslouzily sklenéné kapilary Glass [Hampton Research, Aliso Viejo,
USA] o délce 80 mm. Pied zacatkem pokusu musely byt kapilaram sefiznuty Spicky,
aby byl do nich umoZnén vstup proteinu. Kapildra byla uz§im koncem ponoiena
do roztoku proteinu, ktery stoupal smérem k jeji rozsitené casti. Kdyz byl roztok
proteinu na hranici mezi Uzkou a rozSifenou C¢asti kapilary, byla kapilara vytazena
zroztoku a jeji spodni €ast utésnéna modelinou. Nasledné¢ byl do rozSifené casti
kapilary napipetovan precipitant o objemu 30 pl. DosSlo tedy ke kontaktu roztoku
proteinu a srazeciho ¢inidla (Obrazek 8). Kapilara se ulozila do pfedem piipraveného
krystalizaéniho boxu GCB ® [Triana Sci&Tech, Spanélsko] (Obrazek 9) a jeji rozsifena

cast byla utésnéna rozehiatym voskem kviili zamezeni vniknuti vzduchu.
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K této metodé postaCily pouze tfi kapilary, z nichz kazd4d obsahovala rdznou
koncentraci roztoku proteinu. Dvé kapilary o priméru 0,2 mm obsahovaly roztok
proteinu o koncentraci 11 a 18 mg . ml™. Do kapilary o tloustce 0,3 mm byl aplikovan
roztok proteinu o koncentraci 22 mg . ml™®. Opdt po dokonleni celého pokusu

se krystalizacni box ulozil do chladiciho boxu.

= 4

1

1. modelina

2. roztok proteinu
3. precipitant

4. vosk

Obrazek 8. Zndzorneni kapildary

Obrazek 9. Zndzorneni kapilar v krystalizacnim boxu (foto autor)
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3.4.4 Metoda krystalizace pod olejem (T.M. Bergfors, 1999)

Ktéto metod¢ byla pouzita krystalizacni desticka , Terasaki plate“ [Hampton
Research, Aliso Viejo, CA, USA] (Obrazek 10), ve které se nachazi 72 jamek, avSak
Vv tomto pokusu bylo vyuzito pouze dvanacti jamek. Nejprve se do desticky nanesly
4 ml oleje, ktery vznikl smichanim 2 ml parafinového a 2 ml silikonového oleje. Poté
se mohly do jamek pipetovat kapky precipitantu a roztoku proteinu. Nutnosti bylo
dodrzet toto spravné potadi, tedy do jamek byly pfendSeny pomoci mikropipety nejprve
kapky precipitantu a az poté kapky roztoku proteinu.

Desticka byla tvofena dvanacti svislymi sloupci, kdy kazdy sloupec obsahoval Sest
jamek. Koprovedeni pokusu sta¢ili pouze Ctyfi jamky zkazdého ze tii sloupci
(tf1 sloupce = tii koncentrace). Do prvnich dvou jamek prvniho sloupce byl napipetovan
nejprve 1 ul precipitantu a nasledné 2 pl roztoku proteinu o koncentraci 16 mg . ml™t,
Do zbylych dvou jamek prvniho sloupce se nanesl mikropipetou 1 pl precipitantu a 3 pl
roztoku proteinu. Stejny postup byl proveden i ve zbylych dvou sloupcich, ale s jinou
koncentraci roztoku proteinu, resp. roztok proteinu druhého sloupce byl 18 mg . ml™ a

tretiho sloupce 20 mg . ml™ (Tabulka 3).

Obrazek 10. Krystalizacni desticka pro metodu krystalizace pod olejem (foto autor)
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Tabulka 3. Zndzorneni obsahu precipitantu a roztoku proteinu v krystalizacni desticce

1. sloupec 2. sloupec 3. sloupec
1. jamka 142 142 142 pl
2. jamka 142 142 142 pl
3. jamka 143 143 143 pl
4. jamka 143 143 143 pl

3.5 Testovani krystala

Podstatou ctvrté faze bylo zjistit pomoci Crush testu, zda vzniklé krystaly byly
vytvofeny z proteinu €i precipitantu. Cilem krystaliza¢nich experimentii bylo ptipravit
krystaly pouze z proteinu. Krystaly soli jsou nezadouci a v nékterych piipadech

pti vysoké koncentraci pufrt mohou vznikat pfednostné.

3.5.1 Crush test

Vsechny doposud pouzivané krystaliza¢ni desticky byly vlozeny pod mikroskop a
nasledovalo rozbijeni krystald jehlou. DoSlo-li k rychlé a snadné deformaci krystalu,
jednalo se o krystal proteinu, ktery je vice nachylny na vnéjsi vlivy. Obtizné€jsi rozbijeni

je naopak charakteristické pro krystaly soli.

3.6 Priprava modelu mutantni formy proteinu LinB86 a molekularné

dynamicka studie
Ve voln¢ ptistupné databance Protein Data Bank (PDB) byl vyhledan soubor typu
pdb (protein data bank) obsahujici strukturni data divoké formy proteinu LinB (zdroj
http://www.pdb.org/pdb/home/home.do) a nasledné nacten do programu Swiss-
PdbViewer (zdroj http://spdbv.vital-it.ch/) (Guex and Peitsch, 1997), v némz byla

provedena mutace konkrétnich aminokyselin. Pocitacovy program VMD (zdroj

http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) (Humphrey et al., 1996) poskytl dokonaly

pohled na celou molekularni strukturu mutantniho proteinu pomoci nejriznéjSich
nastroji pro vizualizaci modelu. Nejvétsi pozornost byla vénovana prozkoumani
aktivniho mista, zdkladni domény a vrchni domény.

Pro tvorbu chemickych vzorcli a schémat enzymatické dehalogenace byl pouZit
molekularné graficky editor ChemSketch (zdroj http://www.acdlabs.com/download/)
(ACD/ChemSketch Freeware, 2012). Programem WinCoot (zdroj http://www.le.ac.uk/)

(Emsley et al., 2010) byla nactena mapa elektronové hustoty mutantni formy proteinu
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LinB86 pochazejici ze zpracovanych experimentalnich dat z rentgenové difrakce.
Nésledné¢ byla uvedenym programem feSena prostorova struktura proteinu. K nacteni
molekularni struktury nativniho proteinu LinB a poté i struktury jeho mutantni formy
LinB86 byl pouzit program PyMOL (Schrédinger, 2011). Program CAVER 3.0
(Chovancova et al., 2012), ktery umoznuje zobrazit tunely vedouci K aktivnimu mistu

enzymu, byl spustén jako plugin v programu PyMOL.

3.6.1 WinCoot

Voln¢ ptistupny krystalograficky program WinCoot je molekularné graficka
interaktivni aplikace pro ucely modelovani a ovéfovani struktury proteint. WinCoot
dokoncuje prvotni modely vytvotené z difrakénich experimentii. Vstupnimi daty jsou
obvykle mapa elektronové hustoty a primarni sekvence proteinu. Do mapy elektronové
hustoty (reprezentované prostorovou siti) je nactena sekvence proteinu, kterd je
na zakladé elektronové hustoty prevedena na dratovy model molekuly proteinu. Tento
model je pak cCasto nezbytné manudlné pomoci riznych nastroji upravovat, aby

se model co nejlépe podobal realné molekularni struktute proteinu (Emsley et al., 2010).

3.6.2 Swiss-PdbViewer

Swiss-PbdViewer je graficky molekularné modelovaci program, ktery mimo
zakladni funkce umoznuje provadét mutaci aminokyselin (Guex and Peitsch, 1997).
V souvislosti s proteinem LinB86 byla timto programem nac¢tena molekularni struktura
proteinu LinB divokého typu a upravena na studovanou mutantni formu LinB86
nahradou konkrétnich aminokyselin (Obrazek 30). Tryptofan 140 byl nahrazen
alaninem (symbolicky W140A); fenylalanin 143 leucinem (F143L); leucin 177
tryptofanem (L177W) a izoleucin 211 leucinem (I211L). Ke struktuie byly dodatecné
pfidany dvé aminokyseliny Met 1 a Ser 2.

3.6.3 Visual Molecular Dynamics (VMD)

Jedna se o jeden z nejvice vyuZivanych modelovacich programi, ktery lze opét volné
stahnout na internetovych strankach. Zobrazuje 3D molekularni struktury, ptikladem
mohou byt lipidy a proteiny. Ve VMD lze volit rizné typy zobrazeni, zbarveni a

animace modeld molekul (Humphrey et al., 1996). U mutantni formy proteinu LinB86
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byly pomoci VMD zobrazeny dvé domény tvofici protein, aktivni misto a jeho
aminokyselinova triada (histidin, kKyselina glutamova, Kyselina asparagova) a pentada

(triada a tryptofan s asparaginem).

3.6.4 GROMACS

GROMACS (GROningen Machine for Chemical Simulations) (Van der Spoel et al.,
2005) je nejpopularnéjSim softwarovym nastrojem pro molekularné-dynamické
simulace na proteinech, lipidech a nukleovych kyselinach. Program je pocitacovy
software s otevienym zdrojovym kddem (tzv. open source) a je Sifen pod vSeobecnou
vetejnou licenci GNU. Program je mozné spustit na mnoha hardwarovych platformach,
procesorech CPU i GPU, je ovladan piikazovym tadkem a pouZziva soubory pro vstupni
a vystupni data.

Pro spusténi simulaci je velmi podstatna ptiprava vstupnich dat, které jsou obsazeny
ve tftech souborech. Veskeré informace o tvaru a rozmérech periodického boxu,
o atomech, tj. o poctu, atomovych typech, jejich prostorovych soufadnicich a
rychlostech jsou ulozeny Vv souboru zakonceném piiponou .gro. Tento soubor je mozné
vytvofit skriptem konverzi ze souboru s databazovym formatem PDB. Druhy soubor
S piiponou .top obsahuje informaci o silovém poli, vazebnych a nevazebnych
interakcich, atomovych typech a ndbojich. Topologicky soubor lze vytvofit manudlné
nebo pomoci standardniho nastroje GROMACSu pdb2gmx. Ttetim nepostradatelnym
souborem je tzv. parametricky soubor S pfiponou .mpd, ktery definuje typ vypoétu a
jeho parametry. Mezi zakladni typy vypoctu se fadi minimalizace energie, NVT
ekvilibrace (tzv. termostatovani), NPT ekvilibrace (barostatovani) a produkcéni faze
simulace.

Postup pfipravy uvedenych souborti je nasledujici. Protein musime nejdiive
solvatovat, neboli vyplnit vhodnym rozpoustédlem - nejéastéji vodou ¢i organickymi
rozpoustédly. Po tomto kroku lze programem zaménit nékteré molekuly solventu ionty
(nejéastgji ionty Na* a CI") z diivodu vyrovnani celkového naboje. Protein je uzavien
do tzv. boxu, nejéastéji kvadru, pficemz se uvedeny box nekonecnékrat nakopiruje
kolem sebe ve vSech smérech. Ve vSech boxech se odehravaji stejné déje, takze
Vv ptipad¢, Ze molekula opusti sténou box, na opacnou sténu boxu pfichdzi stejna
molekula. Simulace je nezbytna pii realistické teploté, a proto jsou pied startem

simulace vSem atomiim pfidéleny ndhodné rychlosti podle Maxwell-Boltzmannovského
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rozdéleni rychlosti. Tzv. ekvilibrace je slozena ze tfi po sobé jdoucich Ccasti
(minimalizace energie, termostatovani a barostatovani). Prvnim krokem ekvilibrace je
minimalizace energie, jejimz cilem je nalezeni co nejvice energeticky stabilni
konformace. V prib&éhu solvatace v boxu mulze dojit ke vzniku neuspokojivé
konfigurace, kterda obsahuje nadmérnou potencialni energii. Ta se ve vétSiné piipadech
zméni na kinetickou energii a dojde k neplanovanému zvyseni teploty v systému.

Po fazi minimalizace energie nastava termostatovani. Jeho cilem je stabilizace
teploty v ramci celého systému pomoci zmény rychlosti. Jiné pojmenovani tohoto kroku
ekvilibrace je NVT ekvilibrace (N = pocet molekul; V = objem boxu; T = teplota
systému).

Dalsim krokem je barostatovani. Jednd se o findlni fazi ekvilibrace. Cilem
barostatovani je ziskani optiméalniho potfebného tlaku a jeho nésledné ustaleni. Dochazi
k rozSifovani boxu z divodu zachovani stalé teploty, tlaku a poc¢tu ¢astic. Synonymem
slova barostatovani je NPT ekvilibrace (N = pocet molekul; P = tlak; T = teplota).

Produk¢ni béh simulace nasleduje po ekvilibraci. Finalni vysledky tohoto kroku jsou
podrobeny vyzkumu 1 pfesto, ze je produkéni béh cCasové ndrocnéjsi na rozdil

Poslednim krokem molekuldrni dynamiky je konecna analyza dat, z niz jsou
vyhotoveny vysledky v podobé grafi (pomoci utilit g_dist; g_density; g_rdf) (Van der
Spoel et al., 2005).

3.6.5 ChemSketch

Program umoziiuje vytvofeni Siroké nabidky chemickych vzorcli, pro néz lze
vyhledat konkrétni fyzikalné-chemické vlastnosti (napiiklad chemicky nazev, sumarni
vzorec, molarni hmotnost, opticka aktivita, chemicka reaktivita aj.). Vyhodou programu
je casova nendrocnost a pomérné intuitivni ovladani, tj. snadna tvorba chemickych
vzorcl a reakénich schémat. Mensi nevyhodou je neschopnost automatické tvorby

aniontd, a tak je nutnosti chybé&jici ionty doplnit ke struktufe samostatné

(ACD/ChemSketch Freeware, 2012).
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4 Vysledky

4.1 Vysledky krystaliza¢nich experimenti

Ke krystalizatnim experimentim byla pouzita mutantni varianta proteinu
halogenalkandehalogenasy LinB86 ve tiech koncentracich (16 mg . ml™; 18 mg . ml™;
20 mg . mI") a ve dvou pomérech precipitaéni ¢inidlo (precipitant) : protein. Prvni
pomér byl 1:2 (tzn. 1 pl precipitantu a 2 pl proteinu) a druhy pomér 1:3 (1 pl
precipitantu a 3 pl proteinu). Pouze v piipadé pouziti metody diftize pies piepazku byly
pouzity koncentrace proteinu 11 mg . ml™"; 18 mg . ml™*; 22 mg . ml™* a nebyly zde
stanoveny pomery precipitantu viéi proteinu, protoze pifi této metodé se nepouzivaji
krystaliza¢ni desticky, nybrz sklenéné kapilary.

Vysledky krystalizacnich experimentll s riznymi podminkami krystalizace byly
pozorovany pod mikroskopem znacky Olympus SZX9 dvakrat tydné béhem nékolika
tydnli a foceny fotoaparatem znacky Olympus PEN Lite E-PL3, ktery je soucasti
mikroskopu. Pozitivni 1 negativni vysledky experimentl jsou uvedeny v jednotlivych
kapitolach nize. M¢étitko na obrazcich je 100 um.

Ve vSech experimentech byl pouzit precipitacni roztok ptipraveny ze slozek: 80 mM
Divalents mix, 0,1 M Buffer System 2, 20% P 550 MME_P20K a destilované vody.

R

Jako nejaspésnéjsi techniky se ukazaly metoda sedici kapky a metoda visici kapky.

4.1.1 Metoda krystalizace pod olejem (,,Microbatch Under Oil”)

V tomto krystaliza¢nim experimentu byly pouzity tfi koncentrace proteinu a dva
rizné pomeéry proteinu a precipitantu, metoda krystalizace pod olejem vSak nebyla
uspéSna ani v jednom ptipadé. Ve vSech koncentracich proteinu pouzitého v obou
pomerech vznikla amorfni srazenina, jejiz hustota se zvySovala s rostouci koncentraci
proteinu. V ptipadé proteinu, ktery mél koncentraci 16 mg . mlt a jeho pomér vici
precipitantu byl 2:1, doslo k wvytvofeni lehké amorfni sraZeniny (Obrazek 11).
Pfi nejvyssi koncentraci proteinu (20 mg . ml™) a poméru 2:1 se vytvofila husta amorfni
srazenina (Obrazek 12). Krystaly proteinu se touto metodou nepodaftilo ptipravit. Doba

trvani experimentu byla né€kolik tydni.
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Obrazek 11. Lehka amorfni srazenina proteinu (foto autor)

Obrazek 12. Husta amorfni srazenina proteinu (foto autor)

4.1.2 Metoda difuze pres prepazku (,,Counter-diffusion”)
jak pro vytvofeni, tak pro nasledny rast proteinovych krystalti. V tomto pifipadé byly
pouzity tfi kapilary, z nichz kazd4 obsahovala protein o urcité koncentraci.

Ke vzniku a néslednému riistu mikrokrystalli proteinu doslo v kapilafe obsahujici

koncentraci proteinu 22 mg . mlt (Obrazek 13). Ve zbylych dvou kapilarach
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s proteinem o koncentracich 11 mg . ml™ a 18 mg . mI™ se netvorily krystaly proteinu
pravdépodobn¢ z divodu jeho nizké koncentrace. U téchto dvou koncentraci vznikly
pouze amorfni srazeniny. SraZzeniny vzniklé v kapildfe s koncentraci proteinu
11 mg . mI™* jsou zobrazeny na Obrazku 14. Doba potiebna ke vzniku mikrokrystali
byla ptiblizn¢ deset dni.

Obrazek 13. Vzniklé mikrokrystaly proteinu v kapildare s vnitinim priimeérem 0,3 mm (foto
autor)

Obrazek 14. Amorfni srazeniny Vv kapildre s vnitinim primérem 0,2 mm (foto autor)
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4.1.3 Metoda visici kapky (,,Hanging Drop Vapor Diffusion”)
Krystalizace proteinu metodou visici kapky byla uspésna. Podobnost vysledka této
metody s metodou sedici kapky byla zna¢na. Proteiny vykrystalizovaly ve vSech tiech
koncentracich a v obou pouzitych pomérech proteinu a precipitantu.
krystaly spojené do shluku. Z proteinu o koncentraci 18 mg . ml™ vyrostly dlouhé
jehlicové krystaly seskupené do shluku (Obrazek 15). Pfi nejvyS$i koncentraci
(20 mg . ml™) byly pozorovany nejvétsi ty¢inkovité krystaly seskupené do shluku
(Obrazek 16). Krystaly na Obrazku 15 a Obrazku 16 vznikly z poméru proteinu viici
precipitantu 2:1. Cas potiebny k vykrystalizovani enzymu LinB86 byl sedm dni.

Obrazek 15. Jehlicové krystaly seskupeny do shluku pripraveny pouzitim metody visici kapky

(foto autor a kolektiv)
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Obrazek 16. Tycinkovité krystaly proteinu seskupeny do shluku pripraveny pouzitim metody
visici kapky (foto autor a kolektiv)

4.1.4 Metoda sedici kapky (,,Sitting Drop Vapour Diffusion”)

Vysledky této metody byly také uspokojujici, protoze krystaly vykrystalizovaly
ve vSech tfech koncentracich a v obou pomérech jako v pfedchozi metodé. Koncentrace
proteinu a jeho poméry vici precipitantu byly totozné jako v piipadé pouziti metody
visici kapky. P¥i koncentraci LinB86 16 mg . ml™ doslo k vytvoreni nejmensich krystalt
ve tvaru jehlicek (Obrazek 17), u proteinu o koncentraci 18 mg . ml™ vzniklo n&kolik
malych destickovych shlukii (rod clusters) (Obrazek 18) a u proteinu o koncentraci
20 mg . ml™ vyrostly vétsi ty&inkovité az destigkovité krystaly (Obrazek 19; Obrazek
20) a také malé 3D krystaly o velikosti 70x50%230 pm (Obrazek 21). VSechny krystaly
na obrazcich vyrostly z poméru proteinu a precipitantu 3:1 v prib¢hu sedmi dni.

Na zakladé vysledki z experiment pomoci techniky sedici kapky lze fici, Ze poméry
precipitantu vi¢i proteinu nemély vyrazny vliv na pribéh krystalizace, avSak
vyznamnou roli sehraly koncentrace proteinu. Se zvySujici se koncentraci proteinu
narostly jednotlivé monokrystaly LinB86 enzymu, které jsou vhodné k jejich pouZiti

pro rentgenovou difrak¢ni analyzu.
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Obrazek 17. Jehlickovité krystaly proteinu pripraveny metodou sedici kapky (foto autor a
kolektiv)

Obrazek 18. Destickovity shluk krystalii vyrostlych pomoci metody sedici kapky (foto autor a
kolektiv)
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Obrazek 19. Velké tycinkovité az destickovité krystaly (foto autor a kolektiv)

Obrazek 20. Velké tycinkovité az destickovité shluky krystalii (foto autor a kolektiv)
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Obrazek 21. 3D monokrystaly LinB86 (foto autor a kolektiv)

4.2 Testovani krystali

Testovani vzniklych krystali bylo provedeno tzv. Crush testem. Pomoci testu
se prokazalo, ze pfipravené krystaly proteinu narostlé metodou sedici a visici kapky
byly krystaly proteinu, nikoliv soli. Amorfni srazenina byla pfitomna ve vSech
ptipadech metody krystalizace pod olejem a u koncentraci proteinu 11 mg . ml™ a

18 mg . ml™ pii pouziti metody difiize pies prepazku.

4.3 Molekulové modelovani
K modelovani bylo pouzito sedm pocitacovych programi: WinCoot, Swiss-
PdbViewer, VMD, GROMACS, ChemSketch, PyMOL a CAVER.

4.3.1 WinCoot

Pomoci programu WinCoot (Emsley et al., 2010) byla na¢tena aminokyselinova
sekvence a prozkoumana mapa elektronové hustoty proteinu LinB86 (Obrazek 22).
Do této mapy byl poté umistén model proteinu a jeho prostorova struktura byla dale
upravovana a upfesnovana. Pfi sestavovani mapy elektronové hustoty miize dochazet

ke zméndm (posuniim) aminokyselin v jejich prostorovém uspotadani. V piipad¢ jejich
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zjiSténi musi byt tyto zmény odstranény nebo mohou byt do volnych ¢asti elektronové

hustoty namodelovany molekuly vody.

Obrazek 22. Mapa elektronové hustoty proteinu LinB86

4.3.2 Swiss-PdbViewer
Pomoci programu Swiss-PdbViewer (Guex and Peitsch, 1997) byly provedeny

mutace aminokyselin nativni (divoké) formy proteinu LinB. Program graficky znazornil

pentadu a halogen v aktivnim misté mutantniho proteinu LinB86 (Obrazek 23).
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Obrazek 23. Pentada a chlor v aktivnim miste enzymu

4.3.3 Visual Molecular Dynamics (VMD)

Programem VMD (Humphrey et al., 1996) byla zobrazena struktura mutantni formy
halogenalkandehalogenasy LinB86 nékolika modely. Prvni pohled na strukturu enzymu
je zobrazen na Obrazku 24. Ostatni nahledy na protein znazornuji Pfiloha 1, Pfiloha 2,
Ptiloha 3 a Ptiloha 4. V nitru proteinu bylo timto programem zobrazeno enzymatické
aktivni misto enzymu, kde se odehrava dehalogenace. V uvedeném misté je pfitomna
tzv. triada tvofena trojici aminokyselin His 272 - Glu 132 - Asp 108. K triad¢ ptiléhaji
dvé aminokyseliny Trp 109 - Asn 38. Spojenim triddy a téchto dvou aminokyselin

vznika tzv. pentada, ktera je v kontaktu s halogenem v aktivnim miste¢.
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Obrazek 24. Struktura mutantniho proteinu LinB86

4.3.4 ChemSketch
Program ChemSketch (ACD/ChemSketch Freeware, 2012) graficky znazornil

schéma dehalogenace substratu v aktivnim misté¢ tvofeném péti aminokyselinami
(pentddou) mutantni formy proteinu LinB86 za vzniku halogenidového iontu a

primarniho alkoholu (Obrazek 25; Obrazek 26).
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Obrazek 25. Prvni faze reakce. Asp 108 napada uhlik s navazanym halogenem v substratu
(substituce nukleofilni) a ods$tépeny halogenid (X) zaujima pozici mezi vodiky aminokyselin
Asn 38 a Trp 109. Zbytek substratu je navazan na Asp 108 za vzniku esterové vazby.

\ _N o] ,ﬂxsn 38
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Obrazek 26. Druha faze reakce. Halogenid (X) vytvofil vodikovou interakei s
aminokyselinami Asn 38 a Trp 109. Pti nasledné hydrolyze esteru molekula vody aktivovana
aminokyselinou His 272 rozklada nov¢ vzniklou esterovou vazbu mezi Asp 108 a zbytkem
substratu a tim vzniké primarni alkohol.

53



4.3.5 GROMACS
Veskeré vypoéty byly provedeny v Ustavu komplexnich systémti FROV JU

vV Novych Hradech, v némz se nachdzi PC cluster, coz je Superpocita¢ sestaveny
propojenim vice pocitacli, v nichz je nainstalovdn operacni systém Linux
s programovym vybavenim (véetné aplikace GROMACS). PC cluster slouzi
k védeckym udelim, predevsim k molekularng-dynamickym studiim. U&elem aplikace
GROMACS je sledovani chovani redlného molekularniho systému (napf. proteinu)
V konkrétnim prosttedi (napt. voda) po urc¢itou dobu.

Na PC clusteru byla zadana struktura mutantni formy proteinu LinB86 a nasledné byl
spustén samotny molekularné-dynamicky vypocet. Byla pocitana trajektorie atomi
proteinu s krokem jedné femtosekundy po dobu sto nanosekund. Uvedena simulace byla
provedena Vv periodickém boxu, tzv. PBS (Periodic Boundary System) (Obrazek 27),
ve kterém byl uzavien protein s molekulami vody, z nichz nékteré byly nahrazeny ionty
chloridu sodného z diivodu zneutralizovani naboje na proteinu. Celkova doba spusténé
simulace byla ¢trnact dni.

Vysledky molekularné-dynamickych simulaci potvrdily stabilitu mutantni formy
LinB86 ve vodnim prostfedi. Nejzajimavéjsim vysledkem bylo odhaleni dvou
rozdilnych pozic aminokyseliny Trp 177, kterd se nachazi v enzymatickém tunelu a je
jednou ze ¢ty aminokyselin, u nichz byla provedena mutace. Ptivodni pozice Trp 177
se po deseti nanosekundach simulace zménila na kolmou k uvedené ptvodni pozici
(Obrazek 28). Popisovanou strukturni zmeénu aminokyseliny Trp 177 nazorné
demonstruje i vysledny ¢asovy pribéh RMSD (Root-Mean-Square Deviation, neboli

standardni odchylka nejmensich ¢tverct odchylek) (Graf' 1).
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Obrazek 27. Periodicky box s proteinem LinB86. Cervené body uvniti boxu znazormuji

molekuly vody.
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Obrazek 28. Stuzkové modely mutantni formy enzymu LinB86 se zvyraznénou aminokyselinou

Trp 177 na zacatku a na konci molekularné-dynamické simulace. Zeleny stuzkovy model
predstavuje pocatecni stav a rizovy model findlni stav molekularné-dynamické simulace.
Tycinkovy model zobrazuje aminokyselinu Trp 177 v misté tunelu vedoucimu k aktivnimu

mistu enzymu.
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Graf 1. Graf RMSD zobrazujici odchylku od piivodni pozice pro aminokyselinu Trp 177
V pritbéhu molekularné-dynamické simulace (200 nanosekund). Z prabéhu grafu RMSD je

patrna vyrazna zména pozice Trp 177 v simulovaném ¢ase 10 ns.

4.3.6 Vypocéty enzymatickych tuneli

V programu PyMOL (Schrédinger, 2011) byla natena molekularni struktura
nativniho proteinu LinB a poté i struktura jeho mutantni formy LinB86 a pomoci
pluginu byl spustén program CAVER 3.0 (Chovancova et al., 2012), ktery umozinuje
zobrazit tunely vedouci k aktivnimu mistu enzymu. Jako startovaci bod pro vypocet
tunelu bylo vybrdno centrum katalytické pentady, resp. aminokyseliny 38, 108, 109,
132, 272 (Chovancova et al., 2012).

Obrazek 29 zobrazuje tzv. trace model nativniho (wild type) proteinu LinB, jehoz
koordinaty byly ziskany z proteinové databanky s koédovym oznacenim 2BFN. Barevné
ty¢inkové modely znazoriiuji aminokyseliny, které jsou u mutantni formy enzymu
LinB86 nahrazeny, tj. L177W, W140A, F143L, 1211L. Objemné sférické utvary

predstavuji tunely vedouci k enzymatickému aktivnimu mistu. Zelené je oznacen hlavni
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tunel, resp. tmavé zelené horni ¢ast tunelu a svétle zelené spodni ¢ast hlavniho tunelu.
Oranzovy tunel znazornuje vedlejsi tunel, tzv. slot (z angl. otvor, §térbina).

Obrazek 30 zobrazuje tzv. trace model mutantni formy proteinu LinB86, jehoz
koordinaty byly ziskany z molekularné-dynamické studie po simulacnim ¢ase 200 ns.
Barevné tyCinkové modely znazornuji aminokyseliny, které byly u nativni formy
enzymu LinB nahrazeny, tj. L177W, W140A, F143L, 1211L. Objemné sférické ttvary
opét predstavuji tunely vedouci k enzymatickému aktivnimu mistu. Zelené je oznacen
hlavni tunel, resp. svétle zelené spodni ¢ast hlavniho tunelu. OranZovy tunel znazoriuje

vedlejsi tunel, tzv. slot (z angl. otvor, Stérbina).
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Obrazek 29. Nativni protein LinB s tunely vedoucimi k aktivnimu mistu enzymu
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Obrazek 30. Mutantni forma proteinu LinB86 S tunely vedoucimi k aktivnimu mistu enzymu
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5 Diskuze

5.1 LinB86

Krystalizacni experimenty s mutantni formou halogenalkandehalogenasy LinB86
byly provedeny s vyuzitim standardnich a také pokrocilych krystaliza¢nich metod
Vv laboratofi pfi laboratorni teploté¢ 18 °C. Vhodné krystalizacni podminky umoznily
vznik krystali proteinu LinB86 pii pouziti vétSiny krystalizacnich metod. Uvedené
metody se s uspéchem vyviji a také pouzivaji ve vétsSiné svétovych laboratoii Chayen et
al. (1992), McPherson (2004), Bergfors (1999), Kuta Smatanova (2008). Krystaliza¢ni
techniky jsou zaloZeny na ruznych fyzikalné-chemickych principech, nejcastéji se jedna
o krystalizaci zaloZenou na difGizi par provadénou v krystalizacnich destickach nebo
Vv kapilarach (v ptipadé¢ metody difuze pies prepazku). Tyto metody jsou az na drobné
upravy mezi autory shodné a neustdle se v dneSni dobé zdokonaluji. Protein zvoleny
ke krystalizacnim experimentim by mél mit vysokou cCistotu (Rhodes, 2006). V ptipadé
znecisténi proteinu protein nekrystalizuje nebo dochazi k jeho postupné degradaci.
V piipadé¢ vzniku krystali mohou byt tyto krystaly poruseny (Drenth, 1999; Kuta
Smatanova, 2008) nebo muze dojit ke vzniku krystall, které nejsou schopny difraktovat
rentgenové zareni. U mutantni formy proteinu LinB86 byla zkouména cistota proteinu
pomoci SDS-PAGE elektroforézy (Degtjarik, osobni sdéleni) a ke krystalizacnim
experimentim bylo pfipraveno srazeci Cinidlo (precipitant) z roztok: 800 mM
Divalents mix, 1 M Buffer System 2 o pH 7,5 a 60 % P 550 MME_P20K. Podle
Kazdy protein vyzaduje specifické srazeci cCinidlo. Naptiklad Malcher (2013)
krystalizoval mutantni formu proteinu halogenalkandehalogenasy DhaA31 za pomoci
zcela rozdilného precipitantu nez byl pouzit v tomto ptipadé. Podle McPhersona (2004)
je vhodné stabilizovat pH precipitantu pomoci ptislusného pufru. V. mém piipadé byl
pouzit jako pufr 0,1M Tris-HCI.

Krystaliza¢ni experimenty provedeny metodou sedici a visici kapky patii v dneSni
dob& mezi nejpopularnéjsi a nejucinnéjsi metody krystalizace (Kutd Smatanova, 1999;
Kutd Smatanova, 2008; Carter and Smith, 1989), coz se potvrdilo i v mych
krystaliza¢nich experimentech. Tyto metody byly pouZzity pii krystalizaci zkoumaného

proteinu LinB86 a potvrdily hypotézu, Ze jsou nejucinngjsi ze vsech testovanych metod,
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protoze pii krystalizaci LinB86 témito dvéma metodami doslo ke vzniku a naslednému
ristu krystalt v nejvhodnéjsi kvalité pro difrakéni experiment. Vysledky metody visici
a sedici kapky byly velmi podobné.

A4

koncentraci proteinu a v obou pouzitych pomérech protein : precipitant pozorovany
patrné malé tenké jehlickovité krystaly, pfi vyssi koncentraci vznikaly del$i jehlicové
krystaly uspotfddané do shluku a pii nejvyssi koncentraci LinB86 doSlo k vytvoteni
nejvetsich tyCinkovitych krystali seskupenych do shluku. Lze konstatovat, ze pomér
proteinu vici precipitantu v této metodé nemél vyrazny vliv na vznik krystalt, ale bylo
zjisténo, ze s rostouci koncentraci proteinu se zvysuje velikost a kvalita krystalli. Tuto
metodu pouzil v roce 2013 Malcher (2013), ale v tomto ptipadé byl vznik a nasledny
rust krystalli pozorovan pouze v podminkach, kdy byl pomér proteinu vii¢i precipitantu
1:1. Ve zbylych ptipadech nedoslo k vytvoieni krystali.

Metoda sedici kapky byla uspéSna stejné jako predchozi metoda visici kapky.
pii vySsi koncentraci byly pozorovany vétsi destickovité shluky a pfi nejvyssi
koncentraci vznikly nejvétsi tyCinkovité az destickovité krystaly a také malé 3D
krystaly. Poméry proteinu vii¢i precipitantu nemély vliv na pribéh krystalizace
na rozdil od koncentrace. S rostouci koncentraci vznikaly vétSi a kvalitnéjsi
monokrystaly. Krystaly vyrostly v pribéhu jednoho tydne. Stejnou metodu pouzil
vroce 2013 Malcher (2013) pii krystalizaci proteinu DhaA31. I kdyz pracoval
S riznymi pomeéry protein : precipitant, pozitivni vysledek zaznamenal pouze ve dvou
piipadech, pii kterych vznikly a vyrostly krystaly. V ostatnich pomérech nevznikly
krystaly proteinu ziejmé vlivem vnéjSich faktord jako napt. zména teploty, pfitomnost
necistot, atd. (Drenth, 1999).

Pfi pouziti metod krystalizace pod olejem a difize pies piepadzku nebyly
zaznamenany uspokojivé vysledky jako v pfipad€ pouziti pfedchozich dvou metod.
Jedna se o naro¢néjsi metody, ale v n¢kterych piipadech jsou jedinymi metodami, které
metody krystalizace pod olejem doslo pouze k vytvofeni amorfni (beztvaré) srazeniny,
jejiz hustota nartstala se zvySujici se koncentraci proteinu. Podle Drentha (1999) mohla
byt pfi¢inou neuspéchu nejspi§ pritomnost necistot nebo nespravné provedeni
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experimentu. Metoda diftize ptfes piepazku byla uspésnad pouze v kapilafe s nejvyssi

koncentraci proteinu, ve které narostly monokrystaly LinB86.

52 LinB

Marek et al. (2000) se zabyvali krystalizaci nativniho proteinu LinB izolovaného
z pidni bakterie Sphingomonas paucimobilis. Ze vSech pouzitych krystaliza¢nich metod
byly nejlepsi vysledky, resp. nejkvalitnéjsi krystaly ziskany za pouziti ,,microseedingu
(oCkovani) pii krystalizacich provadénych metodou visici kapky pti 4, 8 °C (Marek et
al., 2000). Metoda visici kapky byla uspé$na 1 v ptipad€ krystalizace mutantni formy
proteinu LinB86, u kterého vSak nemusela byt pouzita metoda ,,microseedingu®. Jako
precipitant pro nativni enzym LinB byl pouzit roztok obsahujici 18-20%
polyethylenglykol M, 6000 (PEG 6000), 0,2M octan vapenaty a 0,1M Tris-HCI s pH 8,9
(Marek et al., 2000). Samostatny monokrystal proteinu LinB byl zachycen do nylonové
smycky (Hampton Research) a na nékolik sekund ponofen do kryoprotektantu
tvofeného z 20% (w/v) PEG 6000, 10% (w/v) sachardzy a 10% (v/v) PEG 400. Poté byl
krystal, ktery byl chlazeny tekutym dusikem, (Oxford Cryostream Cooler) méfeny
na krystalografické lince (beamline) BL711 na synchrotronu MAX-II ve §védském
Lundu (Marek et al., 2000). V piipadé mutantni formy proteinu LinB86 byly krystaly
méfeny na synchrotronu BESSY (Berlin, Némecko) a nyni se difrakéni data
zpracovavaji do findlni podoby (Degtjarik, vlastni sdéleni). Dale byl proveden difrak¢ni
experiment nejenom s krystaly nativniho proteinu LinB, ale také s komplexem LinB
s 1,3-dibrompropanem, vhodnym substratem pro tento enzym. Monokrystaly enzymu
LinB byly namoceny po dobu ¢tyf hodin do rezervoaru s ptfidanym 25 mM 1,3-
dibromopropanem (DBP) pti 4,8 °C. Bylo zjisténo, Ze i pies kratkou dobu expozice
proteinovych krystali v DPB doSlo k Uplné dehalogenaci, coz bylo pozorovano
Vv aktivnim misté enzymu (Marek et al., 2000).

Struktura nativniho enzymu LinB byla naméfena do rozliseni 1,58 A. Celkova
struktura enzymu LinB je velmi podobnd dalSim dvéma strukturdm zndmych
halogenalakandehalogenas. Molekula proteinu LinB je tvofena dv€éma doménami.
Hlavni doména obsahuje aminokyseliny 3 - 132 a 214 - 296. Vrchni doména obsahuje
aminokyseliny 133 - 213, sklada se z péti a-Sroubovic a tvoii vicko enzymu (Marek et
al., 2000). Protein LinB86 je tvofen také dvéma doménami, mezi kterymi se nachazi

aktivni misto enzymu obsahujici Asp 108, Trp 109, Asn 38, His 272 a Glu 132.
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Aktivni mista LinB a DhaA jsou mnohem vétsi a méné skryta narozdil od aktivniho
mista DhlA. Aktivni misto a tunel téchto dvou enzymul se 1épe oteviraji pro vstup
vétSich substratli, avSak ucinné neinteraguji s 1,2-dichlorethanem, coz ma za nasledek

neschopnost dehalogenace tohoto substratu (Marek et al., 2000).

5.3 Porovnani enzymatickych tunelii u proteini LinB a LinB86

U mutantni formy proteinu LinB86 doslo béhem simulace k c¢aste¢nému zablokovani
hlavniho tunelu nejpravdépodobnéji vlivem Trp 177, ktery nahradil ptivodni Leu 177
divokého typu enzymu. Pifedpokladané alternativni cesty (tunely) pro vstup substratu
do enzymu nalezeny nebyly, nicméné detailnéjsi analyza molekularné-dynamické

simulace mozna odhali konformaci, u nizZ je alternativni tunel doc¢asné otevieny.
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6  Zavér

Bakalatska prace je zamétena na studium mutantni formy halogenalkandehalogenasy
LinB86 izolované z pudni bakterie Sphingobium japonicum UT26. Tato mutantni forma
byla porovnana s nativnim enzymem LInB z didvodu objasnéni efektu mutace
na funk¢nost enzymu.

V bakalafské praci jsou podrobné popsany metody proteinové Kkrystalizace a
molekulové modelovani mutantni formy proteinu LinB86. Krystalizace byla provedena
standardnimi a pokroCilymi krystalizaénimi metodami s riznymi krystalizacnimi
podminkami, konkrétné¢ metodou sedici kapky, metodou visici kapky, metodou
krystalizace pod olejem a metodou difuze pies prepazku. Vysledky metod sedici a visici
kapky byly pozitivni, nebot’ doslo k vytvofeni a naslednému rustu krystali vhodnych
pro rentgenovou difrakéni analyzu ve vSech testovanych podminkach. V ptipadé€ pouZiti
metody difuze ptes prepazku byl pozorovan vznik a rust mikrokrystalti pouze u nejvyssi
koncentrace proteinu a metoda krystalizace pod olejem nebyla tispéSna ani v jedné ze tii
koncentraci proteinu v rizném poméru proteinu vici precipitantu. Pomoci poé¢itatovych
programii pro molekulové modelovani byly provedeny mutace konkrétnich
aminokyselin nativniho enzymu LinB za Géelem pfipravy jeho mutantni formy LinB86,
ktera byla zkoumana experimentalné. K tomu byl pouzit program Swiss-PdbViewer,
dale bylo zobrazeno aktivni misto enzymu programem VMD, zndzornéna
dehalogenaéni reakce pomoci programu ChemSketch, zobrazena elektronova hustota
proteinu programem WinCoot a programem GROMACS bylo zkoumano chovani
proteinu ve vodnim prostfedi. Pomoci programu PyMOL a CAVER byly zobrazeny a
analyzovany tunely vedouci k aktivnimu mistu enzymu. Lze konstatovat, ze cile
bakalatské prace se podafilo tspésné splnit a ziskané vysledky budou ¢asti ptipravované
publikace o LinB86.

V dnes$ni dob& ma studium halogenalkandehalogenas pomoci metod krystalografie a
molekulového modelovani vyznamné postaveni v experimentalnim a teoretickém
vyzkumu. V ramci ochrany zivotniho prosttedi a ¢isténi vod kontaminovanych
nebezpenymi polutanty halogenovaného pivodu je nutné vénovat Cas a Gsili vyzkumu

halogenalkandehalogenas, které mohou byt pouzity jako vhodné dekontaminanty.

65



7 Prehled pouzité literatury

Bergfors, M.T., 1999. Protein Crystallization: Techniques, Strategies and Tips. International
University Line. Sand Diego, p. 306.

Bergfors, M.T., 2009. Protein Crystallization. International University Line. La Jolla, p. 427.

Berman, H.M., Westbrook, J., Feng, Z., Gilliland, G.L., Bhat, T.N., Weissig, H., Shindyalov,
I.N., Bourne, P.E., 2000. The Protein Data Bank. Nucleic. Acids. Res. 28, 232-242.

Berry, M.B., 1995. Protein Crystallization: Theory and Practice. [online]. [cit. 2013-3-6].
Dostupné Z:

<http://www.xtal.tsinghua.edu.cn/group5/web/material/Protein%20Crystallization>

Biedermannova, L., Prokop, Z., Gora, A., Chovancova, E., Kovacs, M., Damborsky, J., Wade,
R.C., 2012. A single mutation in a tunnel to the active site changes the mechanism and
kinetics of product release in haloalkan dehalogenase LinB. Biol. Chem. 287, 29062-29074.

Bollag, M.D., Rozycki, D.M., Stuart, J.E., 1996. Protein Methods. Wiley-Liss, Inc. New York,
p. 415.

Byrappa, K., Ohachi, T., 1965. Crystal Growth Technology. Wiliam Andrew, Inc. New York, p.
590.

Carter, C.D., Smith, E.R., 1989. Hanging drop crystal growth apparatus and method. United
States of America. 4886646.

Cox, M.M., Phillips, G.M., 2008. The Handbook of Proteins: structure, function and methods.
John Wiley & Sons. New York, p. 1319.

Curragh, H., Flynn, O., Larkin, M.J., Stafford, T.M., Hamilton, J.T., Harper, D.B., 1994.

Haloalkane degradation and assimilation by Rhodococcus rhodochrous NCIMB13064.
Microbiology. 140 (Pt 6), 1433-1442.

66



Damborsky, J., Chaloupkova, R., Pavlova, M., Chovancova, E., Brezovsky, J., 2010. Structure-
Function Relationships and Engineering of Haloalkane Dehalogenases. Handbook of
Hydrocarbon and Lipid Microbiology. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, pp. 1081-1098.

Damborsky, J., Koc¢a, J., 1999. Analysis of the reaction mechanism and substrate specifity of
haloalkane dehalogenases by sequential and structural comparisons. Protein Eng. 12, 989-
998.

Damborsky, J., Rorije, E., Jesenska, A., Nagata, Y., Klopman, G., Peijnenburg, J.G.M., 2001.
Structure-specificity relationships for haloalkane dehalogenases. Environ. Toxicol. Chem.
20, 2681-2689.

Degtjarik, O., Chaloupkova, R., Rezacova, P., Kuty, M., Damborsky, J., Smatanova, I.K., 2013.
Differences in crystallization of two LinB variants from Sphingobium japonicum UT26.
Acta. Cryst. F69, Part 3, 284-287.

Dharanaj, G., Byrappa, K., Prasad, V., Dudley, M., 2010. Springer Handbook of Crystal
Growth. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, p. 1332.

Doublié, S., 2007. Macromolecular Crystallography Protocols. Humana Press, Inc. New Jersey,
p. 363.

Drenth, J., 1999. Principles of Protein X-ray Crystallography, Second Edition. Springer- Verlag.
New York.

Drienovska, 1., Chovancova, E., Koudelakova, T., Damborsky, J., Chaloupkova, R., 2012.
Biochemical Characterization of a Novel Haloalkane Dehalogenase from a cold-adapted

bacterium. Appl. Environ. Microb. 78 (14), 4995-4998.

Ducruix, A., Giege, R., 1999. Crystallization of Nucleic Acids and Proteins: a practical

approach. Oxford University Press. Oxford, p. 435.

Emmer, J., 2007. Structural studies of the haloalkane dehalogenase mutant (DhaAl2) from

Rhodococcus rhodochrous. Master's thesis. University of South Bohemia.

67



Garcia-Ruiz, J.M., Moreno, A., Viedma, C., Coll, M., 1993. Crystal quality of lysozyme single
crystals grown be the gel acupuncture method. Mat. Res. Bull. 28, 541-546.

Garside, J., Mersmann, A., Nyvlt, J., 2002. Measurement of Crystal Growth and Nucleations
Rates. IChemE. Rugby, p. 195.

Gilliland, G.L., 1998. A biological macromolecule crystallization database: A basis for a
crystallization strategy. J.Cryst. Growth. 90, 50-51.

Gilliland, G.L., Tung, M., Blakeslee, D.M., Ladner, J., 1994. The Biological Macromolecule
Crystallization Database, Version 3.0, Data and the NASA Archive for Protein Crystal
Growth Data. Acta. Cryst. D50, 408-413.

Hasan, K., Fortova, A., Koudelakova, T., Chaloupkova, R., Ishitsuka, M., Nagata, Y.,
Damborsky, J., Prokop, Z., 2011. Biochemical Characteristics of the Novel Haloalkane
Dehalogenase DatA Isolated from the Plant Pathogen Agrobacterium tumefaciens C58.
Appl. Environ. Microbiol. 77, 1881-1884.

Holloway, P., Trevors, J.T., Lee, H., 1998. A colorimetric assay for detecting haloalkane
dehalogenase activity. J. Microbiol. Meth. 1, 31-36.

Chaloupkova, R., Sykorova, J., Prokop, Z., Jesenska, A., Monincova, M., Pavlova, M., Tsuda,
M., Nagata, Y., Damborsky, J., 2003. Modification of activity and specificity of haloalkane
dehalogenase from Sphingomonas paucimobilis UT26 by engineering of its entrance tunnel.
J. Biol. Chem. 278 (52), 52622-52628.

Chan, W.Y., Wong, M., Guthrie, J., Savchenko, A.V., Yakunin, A.F., Pai, E.F., Edwards, E.A.,
2010. Sequence-and activity-based screening of microbial genomes for novel dehalogenases.

Microb. Biotechnol. 3 (1), 107-120.

Chayen, N.E., 1997. A novel technique to control the rate of vapour diffusion, giving larger
crystals. J. Appl. Crystallogr. 30, 198-202.

68



Chayen, N.E., Shaw Stewart, P.D., Blow, D.M., 1992. Microbatch crystallization under oil-a
new technique allowing many small-volume crystallization trials. J. Cryst. Growth. 122,
176-180.

Chen, Z. W., Koh, M., Van Driessche, G., Van Beeumen, J.J., Bartsch, R.G., Meyer, T.E.,
Cusanovich, M.A., Mathews, F.S., 1994. The structure of flavocytochrome c sulfide
dehydrogenase from a purple phototronic bacterium. Science. 266, 430-432.

Chirgadze, D., 2001. Protein Crystallization in Action. [online]. [cit. 2013-2-3]. Dostupné z:

<http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/~dima/whitepapers/xtal-in-action/node3.html>

Chovancova, E., Kosinski, J., Bujnicki, J.M., Damborsky, J., 2007. Phylogenetic analysis of
haloalkane dehalogenases. Proteins. 67 (2), 305-316.

Janssen, D.B., 2004. Evolving haloalkane dehalogenase. Curr. Opin. Chem. Biol. 8, 150-159.

Janssen, D.B., Dinkla, 1.).T., Poelarends, G.J., Terpstra, P., 2005. Bacterial degradation of
xenobiotic compounds: evolution and distribution of novel enzyme activities. Environ.
Microbiol. 7, 1868-1882.

Jesenska, A., Barto$, M., Czernekova, V., Rychlik, I., Pavlik, 1., Damborsky, J., 2002. Cloning
and Expression of the Haloalkane Dehalogenase gene dhmA from Mycobacterium avium
N85 and Preliminary Characterization of DhmA. Appl. Environ. Microbiol. 68 (8), 3724-
3730.

Jesenska, A., Monincova, M., Koudeldkova, T., Hasan, K., Chaloupkova, R., Prokop, Z.,
Geerlof, A., Damborsky, J., 2009. Biochemical Characterization of Haloalkane
Dehalogenases DrbA and DmbC, Representatives of a Novel Subfamily. Appl. Environ.
Microbiol. 75, 5157-5160.

Jesenska, A., Pavlova, M., Strouhal, M., Chaloupkova, R., T&inska, ., Monincova, M., Prokop,
Z., Bartos, M., Pavlik, 1., Rychlik, I., Mdbius, P., Nagata, Y., Damborsky, J., 2005. Cloning,
Biochemical Properties, and Distribution of Mycobacterial Haloalkane Dehalogenases. Appl.
Environ. Microbiol. 71 (11), 6736-6745.

69



Keuning, S., Janssen, D.B., Witholt, B., 1985. Purification and characterization of hydrolytic
haloalkane dehalogenase from Xanthobacter autotrophicus GJ10. J. Bacteriol. 163, 635-639.

Kundrot, C.E., 2004. Which strategy for a protein crystallization project? Cell. Mol. Life Sci. 61
(5), 525-536.

Kuta Smatanova, 1., 1999. Diplomova prace. MU Brno.

Kuta Smatanova, 1., 2008. Crystallization techniques in protein crystalography. Habilitation
thesis. Palacky university Olomouc.

Leunissen, M., 2001. An essay on several aspects of protein crystallization research. Protein
Crystallography. [onling]. [cit. 2013-1-1]. Dostupné z:

< http://people.ds.cam.ac.uk/ml527/publications/assets/leunissen-literatureresearch.pdf>

Li, M., a Chang, W.R., 2009. Protein crystallization. Photosynth. Res. 102, 223-229.

Luft, J.R., DeTitta, G.T.A., 1992. A macromolecular hanging-drop vapor-diffusion technique. J.
Appl. Crystallogr. [online]. [cit. 2013-1-15]. Dostupné zZ:
<http://scripts.iucr.org/cgi-bin/paper?S0021889891011354>.

Malcher, P., 2013. Bakalaiska prace. JCU Ceské Budgjovice.
Marek, J., Vévodova, J., Smatanova, [.K., Nagata, Y., Svensson, L.A., Newman, J., Takagi, M.,
Damborsky, J., 2000. Crystal structure of the haloalkane dehalogenase from Sphingomonas

paucimobilis UT26. Biochemistry. 39, 14082-14086.

McPherson, A., 1990. Review Current approaches to macromolecular crystallization. Eur. J.
Biochem. pp. 49-71.

McPherson, A., 1999. Crystallization of biological macromolecules. Cold Spring Harbor

Laboratory Press, New York.

McPherson, A., 2004. Introduction to protein crystallization. Methods. 34, 254-265.

70



McPherson, A., 2009. Introduction to Macromolecular Crystallography. John Wiley & Sons.
New Jersey, p. 267.

McPherson, A., Weickmann, J., 1990. X-ray analysis of new crystal forms of the sweet protein
thaumatin. J. Biomol. Struc. Dyn. 7, 1053-1060.

Nagata, Y., Nariya, T., Ohtomo, R., Fukuda, M., Yano, K., Takagi, M., 1993. Cloning and
sequencing of a dehalogenase gene encoding an enzyme with hydrolase activity involved in
the degradation of gamma-hexachlorocyclohexane in Pseudomonas paucimobilis.
J.Bacteriol. 175, 6403-6410.

Nardini, M., Dijkstra, B.W., 1999. o/B Hydrolase fold enzymes: the family keeps growing. Curr.
Opin. Struc. Biol. 9, 732-737.

Ollis, D.L., Cheah, E., Cygler, M., Dijkstra, B., Frolow, F., Franken, S.M., Harel, M.,
Remington, S.J., Silman, I., Schrag, J., Sussman, J.L., Verschueren, K.H.G., Goldman, A.,

1992. The a/b hydrolase fold. Protein. Eng. 5, 197-211.

Otwinowski, Z., Minor, W., 1997. Processing of X-ray diffraction data collected in oscillation
mode. Methods. Enzymol. 276, 307-326.

Otyepka, M., Damborsky, J., 2002. Functionally relevant motions of haloalkane dehalogenases

occur in the specificity-modulating cap domains. Protein. Sci. 1, 1206-1217.

Petiek, M., Otyepka, M., Banas, P., KoSinova, P., Koca, J., Damborsky, J., 2006. A new tool to

explore routes from protein clefts, pockets and cavities. BMC. Bioinformatics. 7, 316.

Raman, P., Cherezov, V., Caffrey, M., 2006. The Membrane Protein Data Bank. Cell. Mol. Life
Sci. 63, 36-51.

Rhodes, G., 2006. Crystallography Made Crystal Clear: A Guide for Users of Macromolecular
Models. Elsever, Inc. London, p. 295.

Smatanova, 1., 2003. Krystalizace biologickych makromolekul od teorie k praxi. Ucebni text.

Twyman, R., 2004. Principles of Proteomics. Taylor & Francis. New York, p. 266.
71



Verschueren, K.H.G., Seljee, F., Rozeboom, H.J., Kalk, K.H., Dijkstra, B.W., 1993.
Crystallographic analysis of the catalytic mechanism of haloalkane dehalogenase. Nature.
363, 693-698.

Woolfson, M.M., 1997. An Introduction to X-ray Crystallography. Cambridge University Press.
Cambridge, p. 399.

72



8 Programy

CAVER 3.0

Chovancova, E., Pavelka, A., Benes, P., Strnad, O., Brezovsky, J., Kozlikova, B., Gora, A.,
Sustr, V., Klvaa, M., Medek, P., Biedermannova, L., Sochor, J., Damborsky, J.,
2012. CAVER 3.0: A Tool for the Analysis of Transport Pathways in Dynamic Protein
Structures. Plos. Comput. Biol. 8: €1002708.

GROMACS
Van der Spoel, D., Lindahl, E., Hess, B., Groenhof, G., Mark, A.E., Berendsen, H.J., 2005.
"GROMACS: fast, flexible, and free". J. Comput.Chem. 26 (16): 1701-1718.

ChemSketch
ACD/ChemSketch Freeware, 2012, Version 10.00. Advanced Chemistry Development, Inc.

Toronto, ON, Canada. www.acdlabs.com

PyMOL
Schrédinger, L.L.C., 2011. The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.

Swiss-PdbViewer
Guex, N., Peitsch, M.C., 1997. SWISS-MODEL and the Swiss-PdbViewer: An environment for
comparative protein modeling. Electrophoresis 18, 2714-2723.

VMD
Humphrey, W., Dalke, A., Schulten, K., 1996. VMD - Visual Molecular Dynamics. J. Molec.
Graphics, vol. 14, pp. 33-38.

WinCoot

Emsley, P., Lohkamp, B., Scott, W., Cowtan, K., 2010. Features and Development of Coot.
Acta Crystallographica Section D — Biological Crystallography 66, 486-501.

73



9 Seznam zkratek

Asp - kyselina asparagova

Asn - asparagin
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DhaA31 - mutantni forma halogenalkandehalogenasy DhaA
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Glu - kyselina glutamova

His - histidin

LinB - halogenalkandehalogenasa izolovana z bakterie Sphingobium japonicum UT26

LinB86 - mutantni forma halogenalkandehalogenasy LinB

0,1M Tris-HCI - 0,1M 2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol-hydrochlorid

Trp - tryptofan
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Materials Structure, vol. 21, no. 1 (2014)

CRYSTALLIZATION AND STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF LINB86
HALOALKANE DEHALOGENASE MUTANT

0. Degtjarik', I. lermak?, J. Rezabek’, R. Chaloupkova®, P, Rezacova®, M. Kuty**
J. Damborsky® and |. Kuta Smatanova'®

"University of South Bohemia, Faculty of Science, Branisovska 31, CZ-37005 Ceske Budejovice, Czech Rep
“Acad. Sci. of the Czech Rep., Inst. of Nanobiology and Struct. Biology GCRC, Zamek 136, Nove Hrady
*University of South Bohemia, Faculty of Fisheries and Protection of Waters, Institute of Complex Systems
and CENAKVA, Zamek 136, CZ-373 33 Nove Hrady, Czech Republic
“Inst. of Molecular Genetics of the Acad. Sci. of the Czech Republic, v.v.i., Flemingovo no. 2, 16637 Prague

*Loschmidt Laboratories, Faculty of Science, Masaryk University, Kamenice 5, 62500 Bmo, Czech Republic

LinB is a microbial enzyme of the haloalkane dehalogenase
family that catalyze the cleavage of the carbon-halogen
bond in halogenated aliphatic pollutants, resulting in the
formation of a corresponding alcohol, a halide ion and a
proton. Haloalkane dehalogenase LinB isolated from a
bacterium Sphingobium japonicum UT26 has relatively
broad substrate specificity and can be potentially used for
biosensing and biodegradation of environmental pollut-
ants. Different variants of haloalkane dehalogenase LinB
were constructed with a goal to study the effect of muta-
tions on enzyme functions. In LinB86 (W140A + F143L +
L177W + 1211L) variant mutations lead to blocking of the
main tunnel and opening of alternative way for connection
the deeply buried active site with the surrounding solvent.
Crystals of LinB86 were obtained Index (Hampton Re-
search, USA) and Morpheus (Molecular Dimensions Ltd.,

UK) screens. Full data set was collected on the beamline
ID-29 of ESRF (Grenoble, France) at 2.43 A resolution,
Crystals belong to H-centered trigonal H32 space group.

Matthews coefficient of Vy; = 2.55 A’ Da™” suggests that
the crystals contain two molecules per asymmetric unit,
which corresponds to a solvent content of 51.79%. Crystal
structure of LinB86 was solved by molecular replacement
using the coordinates from LinB32 (L177W) haloalkane
dehalogenase mutant. The structure refinement is currently
in progress.

This research was supported by the GA CR (P207/12/
0775), GAJU (141/2013/P) and ME CR (CZ.1.05/2.1.00/
01.0024).
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14  Abstrakt

Strukturné-modelovaci studie haloalkan dehalogenasy LinB

V dnesni dobé stale ¢astéji nachazime v zivotnim prostfedi halogenované slouceniny,
které se velice pomalu odbouravaji a maji negativni vliv na lidské zdravi i organismy
vyskytujicich se ve vodé i v pudé. Vzhledem K jejich velkému rozsifeni v ptirodé je
vénovana velka pozornost jejich odstranovani napiiklad pomoci mikroorganismi
(bakterii), které v kontaminovaném prosttedi pfezivaji a metabolickou transformaci
halogenované¢ uhlovodiky U¢inné odbouravaji pomoci vlastnich enzymi, tzv.
halogenalkandehalogenas. Tyto enzymy katalyzuji hydrolyzu halogenovaného
uhlovodiku za vzniku halogenidového iontu a primarniho alkoholu.

Cilem bakalaiské prace bylo strukturné-dynamické studium mutantni formy proteinu
LinB86 izolovaného z pudni bakterie Sphingobium japonicum UT26. K tomuto studiu
byly pouzity zakladni i pokrocilé techniky proteinové krystalizace, dale zaklady feSeni
proteinovych struktur z difrakénich dat a studium struktury a dynamiky enzymu pomoci
standardnich softwarovych nastroji molekulového modelovani.

Krystalizace mutantni formy enzymu LinB86 metodami sedici a visici kapky
poskytla kvalitni krystaly, metoda difize pies piepazku byla pozitivni pouze
pii nejvyssi koncentraci proteinu a metoda krystalizace pod olejem nebyla tspésna.
Programem WinCoot byla zpracovana molekularni struktura proteinu LinB86
V experimentalni mapé elektronové hustoty. Programen Swiss-PdbViewer byla
provedena bodova mutace ¢ty aminokyselin v halogenalkandehalogenase divokého
typu a program VMD poskytl zobrazeni prostorového modelu proteinu i jeho aktivniho
mista. Programem GROMACS byla nactena struktura mutantni formy enzymu LinB86
ve vodnim prosttedi a ndsledné¢ zpracovdna molekularné-dynamickou simulaci.
Vysledné simulace potvrdily stabilitu mutantni formy LinB86 ve vodnim prostiedi a
nejzajimavéj$im vysledkem bylo odhaleni dvou rozdilnych pozic aminokyseliny Trp
177, ktera se nachazi v enzymatickém tunelu vedoucim k jeho aktivnimu mistu a je
jednou ze ¢tyi aminokyselin, u nichZ byla provedena mutace.

Uvedené vysledky budou soucasti ptipravované publikace o LinB86 a dale vyuzity

pfi studiu halogenalkandehalogenas a jejich dalSich mutantnich forem.
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15 Abstract

Structure-modelling studies of the haloalkane dehalogenase LinB

Nowadays there are more and more halogenated pollutants in the life environment
that are very resistant and they have negative influence on the human health as well as
on organisms living in the water and soil. In respect of their distribution in the nature
a big attentions is focused on possibility to eliminate these compounds for example with
the help of microorganism (bacteria), which are able to survive in this contaminated
environment and with the use of own enzymes (named haloalkanedehalogenases) they
can effectively degradate halogenatedhydrocarbons. These enzymes catalyze hydrolysis
of halogenated hydrocarbon and produce halogen anion and primary alcohol.

The main aim of this bachelor thesis was structure-dynamics study of LinB86 mutant
variant protein isolated from the soil bacterium Sphingobium japonicum UT26.
Standard and advanced protein crystallization techniques, basis of solving protein
structures from diffraction data and study of enzyme structure and dynamics with the
use of standard SW for molecular modelling were applied.

Crystallization of the LinB86 mutant form using sitting and hanging drop vapour
diffusion crystallization techniques provided crystals in good quality while advanced
counter-diffusion method gave us positive results only in the case of highest enzyme’s
concentration and using of microbatch methods was not successful. Molecular structure
of LinB86 in the electron density map was processed by program WinCoot. Point
mutations of four amino acids in wild type of haloalkanedehalogenase LinB were done
by the use of Swiss-PdbViewer and the whole model structure and active site of enzyme
LinB86 were presented graphically with VMD program. Structure of mutant variant
of LinB86 enzyme was loaded into water environment with GROMACS program
followed by molecular dynamic simulation. Results of simulation confirmed stability
of LinB86 in water environment and revealed two different positions of Trp 177 which
is situated in the active site tunnel. This amino acid Trp 177 is one of four mutated
amino acids of native LinB.

Obtained results should be a part of prepared publication about LinB86 mutant
variant and also they will be used for following studies of haloalkanedehalogenases and

their mutant variants.
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