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I. Uvod:

Krystalografie proteint je jednou z klicovych metod strukturni biologie, ktera se zaméfuje na
objasnéni prostorové struktury makromolekularnich latek za pouziti rentgenového (RTG) za-
feni. Znalost struktury proteint je dilezita k pochopeni vztaht, riznych proteinovych interakcei

a mechanisml enzymatickych reakei.

Krystalizace proteinli spo¢iva v hledani vhodnych podminek pro rist monokrystalii a jejich
naslednou optimalizaci, poté jsou podminky vyuzity K péstovani krystald.

Dilezitou roli v historii krystalografie pfedstavuje hemoglobin, ktery byl prvnim makromole-
kularnim krystalem studovanym pomoci rentgenové krystalografie. Ke dni 4. 12. 2016 je v

Protein Data Bank (RCSB PDB, 2016) ulozeno ptes 124 726 struktur biomakromolekul, z

nichz pies 90% je vyfeSeno pomoci rentgenové krystalografie.

Cil prace je zaméfen na proteinovou krystalogenesi. Jedna se 0 metody krystalizace proteind,
pomoci kterych byl krystalizovan modelovy protein lysozym a nasledné nové vyizolovany a

purifikovany protein halogenalkandehalogenasy DgaA z bakterie Glaciecola agarilytica NO2.

Teoreticka ¢ast shrnuje faktory, které ovliviiuji krystalizaci makromolekularnich latek, uvadi

krystaliza¢ni strategie a v neposledni fadé se zabyva halogenalkandehalogenasami.

Prakticka ¢ast spoc¢iva v aplikaci zakladnich krystaliza¢nich metod na modelovy protein lyso-
zym a protein DgaA. V posledni fazi projektu budou naméfena difrakéni data studovaného

proteinu pro uptfesnéni struktury.

Cile prace:
Zvladnout zékladni a pokrocilé krystalizacni metody na modelovém proteinu lysozymu

Charakterizovat studovany protein a nalézt krystalizaéni podminky pro ptipravu proteinovych
krystala

Optimalizovat krystaliza¢ni podminky a pfipravit krystaly proteinu DgaA v difrakéni kvalité

Otestovat ptipravené krystaly a pokusit se ziskat difrakéni data



Il. Literarni prehled

2.1. Historické milniky krystalografie

Krystalografie se stala dilezitym védnim oborem, nebot’ jeji vysledky jsou dilezité pro celou
fadu obort z oblasti biotechnologii, molekulédrni biologie a mediciny. Prvnim ptispévkem
krystalografie, pted vice nez 170 lety, bylo vypéstovani krystald hemoglobinu (Bergfors,
1999).

1840

Hemoglobin

Rok 1840 se stal prvnim dilezitym krokem pro nasledny rozvoj krystalografie, nebot’ doslo
Kk vypéstovani krystalt hemoglobinu. Vzorek hemoglobinu byl ziskan z krve Zizaly, kterd byla
umisténa mezi dvéma sklicky. Poté se vzorek krve nechal pomalu vysouset, pii ¢emz doché-
zelo k vypatovani vody a zakoncentrovani vzorku krve. Z tohoto pokusu bylo patrné, Ze pro-
teinové krystaly vznikaly pomalou dehydrataci. Tento pokus se stal principem pro mnoho
metod krystalizace, které se pouzivaji v souc¢asné krystalografii. Vysledek pokusu je zobrazen
na Obr. 1 (Leunissen, 2001).

Vyznamny objev, ktery u¢inil Hinfeld, vedl k dtlezitému pochopeni: 1. je mozné krystalizo-
vat biologické makromolekuly a 2. proteinové krystaly mohou vyrist pomoci metod vyparo-
vani (Cudney, 1999).

Hemoglobin

Obr. 1: Krystaly hemoglobinu z krve Zizaly (Pfevzato z: Cudney, 1999).
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1850 — 1925
Ureasa, insulin, endothelin

Dalsi vyznamné pokroky se datuji k obdobi 1850 — 1900, kdy doslo k pokusu o krystalizaci
proteind zvanych globuliny. Metody vyvinuty pro tento druh proteint byly: extrakce proteint
v solnych roztocich, dialyza solného roztoku extraktu, zpracovani proteinovych roztoku s al-
koholem, acetonem nebo etherem. Byly vyuzity riizné proménné, jako je kolisani teploty, di-
alyza proti nizké iontové sile roztoku a pouZiti riiznych organickych rozpoustédel (Leunissen,

2001).

V roce 1925 byl poprvé vykrystalizovan enzym ureasa a v téze dobé byl prvné vykrystalizovan

také hormon insulin (Leunissen, 2001).

Dalsim cilem byla snaha o vykrystalizovani lidského endothelinu za pomoci metody takzva-
ného miiZzového skenovani (,,Grid screen®). Pokus byl GspéSny. Dilezitym faktorem, ktery v
tomo piipadé¢ ovlivnil uspéch krystalizace, byla teplota. Bylo zaznamenano, zZe krystaly lid-

ského endothelinu rostou pti teploté 37°C (Cudney, 1999).

Ribonukledza A

Dalsim uspéchem krystalizace bylo vykrystalizovani ribonukleasy A, ziskané ze slinivky
skotu. Krystalizace probihala metodou difuze par v sedici a sendvi¢ové kapce pod rozsvice-
nym mikroskopem. Dulezitym faktorem béhem rustu krystalu byla teplota. Bylo pozorovano,
ze krystaly rostly pouze tehdy, kdyz byl mikroskop vypnut, nebot’ svétlo, které vydaval, zpi-
sobilo nepatrnou zménu teploty. Z tohoto zjisténi vyplyva, Ze i jemné zmény teplot mohou byt
vyznamné pti nukleaci a riistu proteinovych krystalt. Vysledek pokusu je zaznamenan na Obr.
2. Kone¢nym fesenim krystalizace bylo cyklovani teplotato z diavodu tvorby vétSich krystalt
(Cudney, 1999).



Ribonukleaza A

Obr. 2: Krystaly ribonukleazy A (Pievzato z: Cudney, 1999).

Edestin

U tohoto proteinu probihala krystalizace odlisnym zptisobem, nez u proteint ptedchozich.
Krystaly edestinu byly ziskany ze srazeniny tak, ze se vzorek dvakrat odstfedil, prefiltroval a
poté smichal s krystaliza¢nim ¢inidlem. Vysledné krystaly edestinu jsou na Obr. 3. Tato tech-

nika vyprodukovala méné krystalli, piesto byly vétsi a bez vyskytu amorfni srazeniny (Cud-
ney, 1999).

Edestin

Obr. 3: Krystaly edestinu (Pfevzato z: Cudney, 1999).

Vyse zminéné krystalizacni pokusy vedly k poloZeni zakladt nékterych metod krystalografie,
které pouzivame i v soucasné dobé. Usp&sné vysledky téchto pokusti vedly védce ke snaze

dale rozvijet tento védni obor, tak jak ho zndme dnes.



1930

Rok 1930, se stal pfelomovym bodem, nebot’ v tomto roce byla prvné pouzita rentgenova

difrakéni analyza k charakterizaci krystalti proteinii (McPherson, 2004).

2.2. Uvod do sou¢asné krystalografie proteini

Proteinova krystalografie je védni obor, ktery se zabyva zjistovanim struktur biologickych
makromolekul, jejich vlastnostmi a jejich vyuzitim pro farmaceutické, zeméd¢€lské a jiné pru-
myslové odvétvi (Saridakis a kol., 2009). Krystalizace je zaloZzena na mnoha zasadach, zkusSe-
nostech a napadech. Do dneSni doby neexistuje Zadnd jednotna teorie, ktera fika, jak pfesné se
ma postupovat pii péstovani krystal proteinti. VeSkeré pokusy jsou tedy zaloZzené na zkuSe-
nostech, trpélivosti, vytrvalosti a intuici, nebot’ rist krystali je do znazné miry empiricky.
Nicméné v soucasné dobé€ se rozvijeji raciondlni ptistupy ke krystalizaci, zalozené na pocho-
peni zakladnich vlastnosti téchto latek a jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, které jsou za-
sadni pro pochopeni toho, jak dané krystaly proteini péstovat. Parametry, které ovliviuji rist
krystali, nebo jiné faktory pfispivajici ke vzniku riznych druht krystald, které je ve vétSiné
piipadi nutné optimalizovat a tak ziskat co mozna nejlepsi krystaly vhodné pro difrakci

(McPherson, 2004).

Nez je ziskan krystal proteinu vhodny pro difrakci, nasleduje celd fada krokti. Po¢inaje CiSté-
nim makromolekul, jejich charakterizaci az po optimalizaci podminek a vypéstovani krystalu
(Kutad Smatanova, 2008). V soucasné dob¢ se proteiny ziskavaji bud’ z ptirodnich zdroji nebo
izolaci z rekombinantnich systéml, coZ znanend, Ze se protein produkuje naptiklad v bakterii
E.coli (Kratochvil a kol., 2008). Ziskany protein projde procesem ¢isténi (purifikace) a poté
ptichazi na fadu samotné krystalizace proteinu, ktera se skladd z nékolika krokii: supersatu-

race, nukleace, rast krystall a ukonceni ristu krystall proteinu (Kuta Smatanova, 2008).

2.2.1.  Princip krystalizace

Krystalizace je proces, kdy latka pfechdzi z roztoku (taveniny) do pevného skupenstvi a do-
chazi k tvorbé krystali. Jedna se o pozvolné sdruzovani atomii, molekul nebo iontd, které se
usporadaji do symetrického usporadani - krystalu. Jedna se o pomérné slozity proces, ktery

Ize ovlivnit celou fadou vnéjsich vliva (Strukturni Analyza [online]. Taraba, Richtera, 2002).



2.2.2.  Krystalizace proteinu
Krystalizace proteind je na rozdil od krystalizace anorganickych nebo organickych latek da-

leko slozit&jsi. Ve vétsine piipadi se provadi ve vodnych roztocich (Fyzikélni tstav AV CR,
¢ 2008 — 2014). Podle A. McPhersona a kol. (1995) je proteinova krystalizace zalozena na
vyuziti tfi zasad. Prvni zahrnuje rusivé vztahy mezi makromolekulami a ostatnimi kompo-
nenty v roztoku (molekuly vody a ionty), druhd se tykd zmény struktury a tfeti zahrnuje zvy-
Seni poctu priznivych sil mezi jednotlivymi makromolekulami. Krystalizace proteini se od
krystalizace anorganickych latek 1i§i predevsim obtiznosti, labilitou, dynamickymi vlast-
nostmi a ¢asovou narocnosti. Je to empiricky proces, pii kterém hleddme vhodné podminky a

nasledné je optimalizujeme, aby doslo k produkci vhodnych krystali.

Obtiznost této metody také spociva ve vlastnostech proteintl, nebot’ ty jsou vysoce senzitivni
a jen nepatrna zména nékterych z podminek muze vést k jejich denaturaci, degradaci nebo
zméng vlastnosti. Z téchto ditvodil je velice diilezité proteiny udrzovat v hydratované formé

pii konstanim pH a teploté (Kutd Smatanova, 2008).

K tomu, aby byla krystalizace proteinti uspésna, je dulezité splnit nékolik podminek. Prede-
vs§im je diilezité dosdhnout piesyceného (supersaturovaného) roztoku, kdy mtze dojit k pre-
cipitaci nebo vytvoreni stabilnich krystalickych jader. Dal$i podminkou je dosazeni teplotniho
gradientu, ktery méa vliv na kondenzaci molekul z plynu nebo na kondenzaci kapaliny (Kuta
Smatanova, 2008).

V neposledni fad¢ je nutné znat faktory, které vedou ke vzniku a rtastu krystali. Proces, pfi-
némz vznikaji krystaly, se sklada ze tii fazi — nukleace, rst a ukonc€eni riistu krystald (Kuté

Smatanova, 2008).

Supersaturace

Jak jiz bylo napséno, krystalizace makromolekul vyzaduje vytvoreni ptesyceného stavu. Je to
nerovnovazny stav, kterého je docileno upravou nékterych fyzikalné-chemickych podminek
(koncetrace proteinu a rozpoustédla, teplota, pH a jiné), ve kterém je urcité mnozstvi molekul
ve stavu piesahujici hranice rozpustnosti. Rovnovaha je obnovovana formovanim pevné faze,
v nasem piipadé tvorbou krystalll a tim je dosazeno limitu nasyceni. K tomu, aby doslo k vy-
tvofeni presycenych roztokt, je tieba nékteré z jejich vlastnosti upravit (napf. snizit jejich
chemickou aktivitu) tak, aby byla snizena schopnost rozpousteni makromolekul v roztoku. To
znamena, ze jsou zruSené veSkeré interakce mezi rozpoustédlem a rozpusténou latkou, mezi
makromolekulami v roztoku tak, aby doslo k podpote ve vytvoieni pevného stavu, krystali
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(McPherson, 2004). Na fazovem diagramu (Obr. 4.) je oblast supersaturace rozdélena do né-
kolika ¢asti. Je to oblast metastabilni — v této ¢asti dochéazi pouze k rustu krystald, dale oblast
labilni — maze zde probihat nukleace a rist krystalti a posledni oblast je precipitaéni — zde
dochazi ke vzniku amorfni sraZzeniny. Nejdulezitéjsi je oblast labilni, nebod’ zde vznikaji krys-

taliza¢ni jadra (Li a kol., 2009).

=

precipitacni oblast

oblast nenasyeceni

e kiivka rozpustnosti

—— Lkiivka sriZeni

>

Koncentrace proteinu

Koncentrace srazedla

Obr. 4: Fazovy diagram supersaturace (Podle podkladi Chirgadze (2001) vytvofila
Ivana Berkovad).

Nukleace

Nukleace je oblast, ve které dochazi k tvorbé krystaliza¢nich jader. Je nezbytnym a prvnim
krokem k rlstu skutecnych krystalii proteint (L1 a kol., 2009). Krystaliza¢ni zarodky se zaci-
naji tvofit po prekroceni limitu nasyceni. Tohoto stavu se dosahne tim, ze dochazi ke vzajem-
nému kontaktu vhodné orientovanych molekul proteinu (Kutd Smatanova, 2008). Podle
McPhersona (2004) dochazi k tvorbé kritickych jader, oznacovanych za malé proteinové ag-
regaty. I po slouc¢eni vhodné€ orientovanych molekul, neni jednozna¢né, zda vzniknou kvalitni

krystaly vhodné pro rentgenovou analyzu.

Mira nukleace zavisi na rozpustnosti dané latky, tedy pokud ma protein vysokou rozpustnost,

je i vy3si Sance na ziskdni mikrokrystalickych jader (Berry, 1995). Cim vysi je piesyceni
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2009). Pokud je vSak ptesyceni nadmérné, zvysuje se rychlost, vznikaji stovky drobnych krys-
tali a dochazi tak k nedostatku prostoru pro tvorbu velkych krystali (Nanev, 2006; Saridakis
a kol., 2009). Mohou také vznikat strukturni defekty a dojit tak k pfed¢asnému ukonéeni ristu

krystalti nebo zaclenéni necistot (Chernov, 2003).

Riist krystala

Rust krystalti je dynamicky proces, pii kterém dochazi ke vzajemné interakci vhodné€ oriento-
vanych molekul nebo iontd. Rychlost této faze muze ovlivnit difizni nebo depozi¢ni stupen.
Podle miry ovlivnéni budou vznikat krystaly kvalitni, defektni nebo zadné (Kutd Smatanova,
2008). Kvalitni krystaly vhodné pro rentgenovou analyzu vznikaji pomalym ristem, ¢ehoz

muzeme docilit snizenim teploty nebo koncentrace proteinu (Emmer, 2007).

Spole¢nym znakem pro rast krystali a nukleace je vytvoieni stavu supersaturace (piesyceni)
matec¢ného roztoku. Je to proménnd, kterd pohdni oba procesy. Supersaturace je stav naruSeni
rovnovahy a systém ma tendenci tuto rovnovahu vyrovat. Vyrovnani této nerovnovahy spo-
¢iva ve vytvoreni pevného skupenstvi ve formé krystalll, kdy je dosazeno hranice nasyceni.
(McPherson, 2004).

Terminace rustu

Terminace rustu krystalu je koneéna faze, pti niz mohou vznikat krystaly vhodné k difrakci.
Tyto krystaly se vétSinou ziskavaji pomalym rastem, kdy v ¢ase zvétSuji sviij objem. V jiném
ptipadé vznika vétsi mnozstvi drobnych mikrokrystalti nebo multikrystalickych agregatii (den-
drity, sferulity), které také mohou byt vhodnou alternativou pro analyzu. Zcela nevhodné
pro difrakci jsou nekrystalické gely, amorfni pufry nebo stav, kdy nedojde k tvorbé krystalt
a roztok ziistane Ciry (Kutd Smatanova, 2008). Za ukonceny rtist krystali povazujeme dosa-
zeni rovnovahy v systému, kdy nedochazi k tvorbé nebo zvétSovani krystali (McPherson,
2004).



2.3. Faktory ovliviiujici krystalizaci

Existuje mnoho faktord, které ovlivituji priibéh ristu krystalt. Struény piehled téchto faktort
jeuveden v Tab. I. Téchto faktort je ptili§ mnoho k tomu, aby bylo mozné je kompletizovat a
to ptevazné z diivodu vysoké specifity proteind, nebot’ proteiny jsou vysoce individudlni, skla-
daji se z rizného pocétu aminokyselin, maji rizné poradi aminokyselin v fetézci a rizné vlast-
nosti. K neuspésné krystalizaci proteinii muze také dojit i v ptipadé, Ze se jen nepatrné odchy-
lime od ptipravy daného proteinu nebo provedeme krystalizaci v jiném ¢asovém sledu (Kuta

Smatanova, 2008).

Teplota

Neexistuje konkrétni teplota, ktera je vhodna pro krystalizaci vSech proteint. Uvadi se nékolik
konkrétnich teplot (teplotnich rozmezi), které jsou charakteristické, ale vSe zalezi na daném
proteinu, jeho vlastnostech a na srazedle. Teplota konfiguruje ptevazné ve vztahu s rozpust-

nosti daného proteinu (Bergfors, 1999).

Rozpustnost je zavisla na teploté, vétSinou roste se zvysujici se teplotou v podminkach sraze-
del s nizkou iontovou silou, jako je napf. roztok polyethylenglykolu (PEG). Naopak je tomu u
roztoku o vysoké iontové sile, kde dochazi k mensi rozpustnosti proteinu pti pokojové teploté

(25°C) nez pfi nizké teploté (4°C) (Bergfors, 1999).

Je zaznamenan teplotni rozsah od 0°C — 60°C, kdy doslo k vykrystalizovani riznych proteint,
i kdyz obvykle se uvadi teplota 4°C nebo pokojova teplota. Nizké teploty jsou vhodné pro la-
bilni protein, kdy nizka teplota zajiSt'uje jeho stabilizaci a zastavuje rist nékterych mikroor-
ganizmu. Teplota je dulezita proménna i pii vybeéru organického rozpoustédla, protoze pokud
pracujeme s tékavymi organickymi latkami, jako jsou isopropanol, ethanol, nebo vySe zmi-

nény PEG, je dllezitd nizka teplota. (Bergfors, 1999).

Precipitant (precipita¢ni ¢inidlo, srazedlo, sraZeci ¢inidlo)

Jako dalsi dalezitd proménna pii1 péstovani krystalli proteinu se uvadi, vhodna volba srazedla
(precipitantu). Funkce jednotlivych precipitantil je zaloZzena na vysrdZeni proteinovych mole-
kul z roztoku ve formé uspofadanych krystalti a nikoli ve formé& neuspotradanych agregatt

(Bergfors, 1999).



Precipitanty lze rozdélit do Ctyi kategorii na zaklad¢ jejich ucinku: 1. soli (NH4)2SO4, NaCl,
MgCly), 2. organicka rospustédla (methanol, ethanol, terc-butanol, aceton, 2-methyl — 2,4 —
pentadiol (MPD), glukosa, 3. specialni kategorie organickych rozpoustédel tvotici dlouhé po-
lymerni latky (polyethylenglykol (PEG), polypropylenglykol P400, karboxymethylcelulosa a
dalsi) a 4. povrchové aktivni latky (Kuta Smatanova, 2008).

Anorganickd srazedla (soli) naruSuji hydrata¢ni vrstvu proteinll a vysledkem je snizeni inter-
akci mezi proteinem - rospustédlem a zvySeni ptitazlivych interakci mezi proteinem - protei-

nem (Kutd Smatanova, 2008).

Specifické organické precipitanty lze povazovat za velmi vyhodné, nebot’ nedenaturuji pro-
teiny. Do této kategorie fadime vySe zminény MPD nebo PEG, lisici se v molekulové hmot-
nosti. Vyhoda polyethylenglykolu, spociva v krystalizaci proteinil v izkém rozsahu koncen-
traci precipitantu a v krat§im krystaliza¢nim case, na rozdil od MPD, nebot” snizuje dielektric-

kou konstantu roztoku (Kuta Smatanova, 2008).

Volba precipinatu je vétSinou empiricka. Typ precipitantu zavisi také na pl (izoelektricky bod)
proteinu (Bergfors, 1999). Podle BMCD (Biological Macromolecule Crystallization Data-
base) existuje nékolik nejpouzivanéjSich srazedel, které jsou vhodné pro vypéstovani krystald
proteint — jako je siran amonny a polyethylenglykol (PEG) 4000-8000. Spravny rozsah kon-
cetraci je uveden v BMCD (Gilliand a kol., 1994).

Koncetrace a pH pufru

Pufr je definovan jako smés kyseliny a jeji konjugované baze, ktery udrzuje stalé pH v roztoku
po ptidani kyseliny nebo baze. Pti vybéru pufru je dilezité dbat na to, aby byl protein zachovan
v pozadovaném pH a aby byla zajisténa reprodukovatelnost experimentdlnich vysledki

(Bollag a kol., 1996).

Pro ziskani krystali daného proteinu je diilezité pouzit vhodny pufr o vhodné koncentraci a
pH. Pokud nejsou zndmé hodnoty, pti kterych protein krystalizuje, pouzijeme 10 mM HEPES
o hodnoté pH 7.0 nebo Tris o pH 8.0, v jiném piipadé se pouzije znAma hodnota uvedena
v BMCD. (Bergfors, 1999).

Pti pouziti nekterych soli je dulezité mit na paméti jejich t€kavy charakter, ktery ma vliv
na pH. Dalsi nevyhoda téchto, ¢asto UspésSné pouzivanych, anorganickych pufri spociva

v Casté krystalizaci soli (Bergfors, 1999).
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Kationty

Kationty predstavuji faktor, ktery ptiznivé ovliftuje rist, velikost a kvalitu krystald. Trankha-
nov a kol. (1995) testovali vliv riznych dvojmocnych kationti na ziskani krystalické formy
leucinu a isoleucinu. Vysledek tohoto pokusu je viditelny na Obr. 5. V tomto pokusu byl pouzit
specificky vazany protein (LBP) (M, = 37 000). Usp&chu bylo dosaZzeno s pouzitim kationtu
Cd*, kdy doslo k dramatickému zlepseni velikosti krystali, morfologii a difrakéni kvality.
Kationt Cd?* mél vliv na vznik $estiuhelnikovych krystaldi, namisto tvaru jehli¢ek, které ne-

byly vhodné pro difrakéni analyzu.

A

Obr. 5: Porovnani vysledku krystalu LBP-leucin komplex bez Cd?* (A) a za pouziti Cd**
(B) (Pievzato z Trankhanov a kol., 1995).

Ostatni faktory

Uspésnou krystalizaci také ovliviiuji ostatni sloudeniny stabilizujici strukturu nebo konfor-
maci proteind. Jsou jimi pomocna rozpoustédla — ionty, osmolyty a detergenty nebo rozpous-
tédla, ktera podnécuji rust krystalti (Trakhanov a kol., 1995; Bolen, 2004; Arakawa a kol.,
1985; Schein, 1990; Zulauf a kol., 1989). Hledani novych aditiv, které¢ by zvysily tispé$nost
vypé&stovani krystalil proteind, je stale v zdjmu krystalografické komunity. PouZiti malych mo-
lekul podporujicich rust krystald, se staly zdkladem nékterych komeréné dostupnych sad krys-
taliza¢nich roztokti (Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA) (McPherson a kol., 2006).

11



Tab. I: Faktory ovliviiujici prubéh krystalizace (Podle podkladi McPherson (2004) vytvo-

fila Ivana Berkova).

Fyzikalni

Chemické

Biochemické

Teplota / teplotni variace

pH

Cistota / neéistota makro-
molekul

Povrch Typ srazedla (precipitantu) | Ligandy, ihibitory, efek-
tory

Metodika Koncentrace precipitantu | Agregatni stav makromo-
lekul

Gravitace lontova sila Post — transla¢ni modifi-
kace

Tlak Specifické ionty Zdroj makromolekul

Cas Stupei pfesyceni Proteolyza / hydrolyza

Vibrace / zvuk / mechanické od-
chylky

Oxidacni / redukéni pro-
stiedi

Chemické modifikace

Elektrostatické / magnatické
pole

Koncentrace makromole-
kul

Genetické modifikace

Dielektrické vlastnosti media

Kovové ionty

Inherentni symetrie mak-
romolekul

Viskozita media

Zesit'ujici prosttedky / po-
lyionty

Stabilita makromolekul

Mira rovnovahy

Detergenty / povrchové
aktivni latky

Isoelektricky bod

Homogenni nebo heterogenni
nukleace

Makromolekuladrni necis-

toty

Historie vzorku
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2.4. Metody krystalogeneze

K vypéstovani krystalll a naslednému objasnéni vlastnosti a struktury proteind je zapotiebi
znalost a spravny vybér krystaliza¢ni metody. V soucasné dobé existuje nékolik krystalizac-
nich metod, kterymi lze ptipravit krystal proteinu. Béhem krystalizace dochazi k manipulaci
fyzikaln¢ — chemickych podminek (koncetrance proteinu, teplota, pH a dalsi) s cilem piivést
makromolekularni roztok do stadia ptesyceni. Krystalizaéni metody lze rozd¢lit do tfi hlavnich

skupin: zakladni, pokrocilé a alternativni. (Bergfors, 1999).

Metody zakladni
Metody zaloZené na difGzi par (Vapour Diffusion Crystallization)

Pti téchto technikéach se pouziva malé mnozstvi proteinu, které¢ se misi se stejnym nebo po-
dobnym mnozstvim krystaliza¢niho roztoku (puft, sil nebo srazedlo) (Bergfors, 1999). Me-
tody jsou zalozené na diftzy par rozpoustédla z roztoku proteinu a precipitantu v kapce
do roztoku v rezervoaru, ve kterém je vyssi koncentrace srazeciho ¢inidla. Zmens$ovanim ob-

jemu kapky dochazi ke zvySovani koncentrace proteinu a systém ptechazi do stavu presyceni
(Liakol., 2009).

Hnaci silou je snaha o ustaleni rovnovahy koncentraci mezi kapkou roztoku (protein + sra-
zedlo) a roztokem v rezervoaru obsahujicim vysokou koncentraci soli nebo netékavé srazeci
¢inidlo. Dochazi ke stavu piesyceni a zaCinaji se tvorit krystaly proteinu (Bergfors, 1999).
Metody zalozené na difuzi par se vyznac¢uji dynamickym procesem, kdy se podminky neustéle
méni v prub&hu krystalizace. Z hohoto hlediska je velmi naro¢né urcit konkrétni stupen krys-

talizace, ktery mize byt optimalizovan (Chayen, 1997).

I kdyz se jedna o nejbéznéjsi techniky pouzivané pro péstovani krystalii proteint, provazi je
nékteré problémy, jako jsou zmény v poklesu objemu, zmény pH v dusledku pouziti t€kavych
ionta, mirné zmény teplot, dale zmény, které mohou zpusobit rozpusténi krystali a zmény

béhem procesu krystalizace (Ochi a kol., 2009).
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Metoda sedici kapky (Sitting Drop Vapor Diffusion)

Oblibena metoda, ktera se pouziva pro Siroké rozmezi objemt (< 20 pl), nebo v pfitomnosti

piisad, které snizuji povrchové napéti kapky (Bergfors, 1999).

Princip této metody spociva v tom, Ze kapka tvofena smési vzorku (protein) a srazeciho ¢inidla
je umisténd ve stojanku v rezervoaru naplnéném srazecim ¢inidlem. Schéma je vyobrazeno
na Obr. 6. Kapka obsahuje niz8i koncentraci srazedla, nez je koncetrace precipitantu v rezer-
voaru. Z divodu dosazeni rovnovazného stavu, voda opousti kapku a konéi v rezervoaru.
Dochéazi k ptesyceni vzorku. Rovnovahy je dosazeno, kdyz je koncetrace ¢inidla v kapce

stejna jako v rezervoaru (Hampton Research catalogue, 2015).
kryci sklicko

l

kapka proteinu

. voda
a srazedla\

N %

srazeci ¢inidlo

Obr. 6: Metoda sedici kapky (Podle podkladi Hampton Research (2015) vytvofila
Ivana Berkova)
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Metoda visici kapky (Hanging Drop Vapor Diffusion)
Mnozstvi vzorku, které se pouziva pro metodu visici kapky, se pohybuje maximalné do 10 pl.
Pro vétsi se pouzivaji metody sedici nebo sendvicové kapky. Velice dulezity je i tvar kapky,

nebot’ ovliviiuje pocet nukleacnich mist a tim samotnou velikost krystal (Bergfors, 1999).

Pii této technice kapka visi na vnitini strané kryciho sklicka, které je upevnéno ke krystaliza¢ni
desti¢ce pomoci silikonového tuku nebo viskozniho oleje (Kuta Smatanova, 2008). Schéma je
vyobrazeno na Obr. 7. Podle Chayen (2005) tato metoda poskytuje kvalitngjsi krystaly a moz-

nost vétsi flexibility ke zméné podminek.

kapka proteinu kryci sklicko

a srazedla \L

/ ™\

tuk voda

srazeci ¢inidlo

Obr. 7: Metoda visici kapky (Podle podkladi Hampton Research (2015) vytvotila

Ivana Berkovad).
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Metoda sendvicové kapky (Sandwich Drop Vapor Diffusion)

Technika opét spociva ve smichani roztoku proteinu a srazeciho ¢inidla. Kapka je vlozena
mezi dvé kryci skli¢ka (Bergfors, 1999). Kapka se umisti do stfedu mensiho 18 mm kryciho
sklicka a pak je prekryta vétsim 22 mm krycim sklickem (Hampton Research catalogue, 2015).
Pro tuto metodu jsou specialné navrzené ,,Q* krystaliza¢ni desticky. Schéma je vyobrazeno
na Obr. 8. Metoda poskytuje zptisob zmenseni ploch kapky a umoziiuje pomalejsi difuzy par
nez metody sedici a visici kapky (Bergfors, 1999). Tato metoda se vyznacuje lepSimi optic-

kymi vlastnosti pro mikroskopové prohlizeni (Kuta Smatanova, 2008).

kryci sklicka

e e
- \

voda fuk

kapka proteinu a sraZedla

srazeci ¢inidlo

Obr. 8: Metoda sendvickové kapky (Podle podkladi Hampton Research (2015) vytvortila
Ivana Berkovad).
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Davkova krystalizace (Batch crystallization)

Princip metody spociva ve smichani srazeciho ¢inidla a proteinového roztoku. Piesyceni je
dosazeno ptimo, nikoli na zakladé diflze par. Metodu miiZzeme pouZivat pro velké objemy ve
zkumavce nebo Vv jiném zasobniku, pokud jiz zname krystaliza¢ni podminky. Muze byt také
pouzita v mikroméfitku pro zjisténi podminek rozpustnosti (Bergfors,1999). Tato technika je
oblibena zejména u krystalizaci malych molekul. Vyhodou je rychlost a jednoduchost

(Hampton Research catalogue, 2015).

Davkova krystalizace pod olejem (Microbatch Under Qil)

Princip techniky spocivéa v napipetovani malé kapky vzorku ve smési s krystalizaénim €ini-
dlem pod vrstvu oleje. Schéma je vyobrazeno na Obr. 9. Olej se pouziva proto, aby nedoslo k
rychlému odpafovani a snizovani koncentrace, nebot’ oleje zamezuji odpafovani vody
ze vzorku. Vyhody krystalizace pod olejem zahrnuji pouZiti velmi malého mnozstvi vzorku

(<2 pl) a objemu ¢inidla (Hampton Research catalogue, 2015).

kryci sklicko

} kapka proteinu a

k L -~ srazedla

olej

Obr. 9: Krystalizace pod olejem (Podle podkladi Hampton Research (2015) vytvotila Ivana

Berkova).

Velmi dilezita je viskozita olejii, nebot’ ta ovliviiuje rychlost a velikost proteinovych krystalii.
Pouzivaji se zejména parafinové a silikonové oleje nebo je také mozné pouzit smes téchto
oleji v poméru 1:1, znamé také jako Al’s oil (D'Arcy a kol., 1996). V tomto poméru bylo

zjiSténo, Ze krystaly maji tendenci se objevit v krat§im ¢ase (Chayen, 1999).
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Dialyza (Dialysis)

Dialyza je zalozena na manipulaci s iontovymi silami, tam kde neni mozna prace pomoci di-
fuze par. Dialyzu lze provadét riznymi zptsoby: dialyzaéni sacky, kolodiové naprstky, Zep-
pezauerovy komurky nebo dialyza¢ni knofliky. Membrany u dialyzi jsou semipermeabilni
(polopropustné). Princip metody je zalozen na umisténi vzorku proteinu uvnitt knofliku (ko-
merém¢ dostupné objemy od 5 pl do 350 pl), ktery je ponotfen do roztoku srazeciho Cinidla,
obé slozky jsou oddéleny semipermeabilni membranou. Schéma je vyobrazeno na Obr. 10.
Membrana umoziuje latkim s malou molekulovou hmotnosti (pufry, soli, ionty) pronikat
do roztoku srazedla a zaroven brani proteinu v difundaci ven (Bergfors, 1999). Koncetrace
roztoku makromolekul je konstantni. Tim, ze latky s malou molekulovou hmotnosti mohou
pronikat ven, vznika koncentra¢ni gradient. Dialyza se pouziva pro latky s nizkou iontovou

silou a za pfitomnosti t€kavych ¢inidel, jako jsou napt.: alkoholy (Messerschmidt, 2007).

kryci sklicko

v

tuk

sraZeci ¢inidlo

roztok proteinu

/

dialyza¢ni komiirka

Obr. 10: Dialyza (Podle podkladi Hampton Research (2015) vytvotila Ivana Berkova).
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Pokrocilé metody
Metoda volné difaze (Free interface Diffusion Method)

Metoda, kdy roztok proteinu a roztok sraZeciho €inidla jsou umistény do sklenéné kapilary.
Zpocatku je znatelné rozhrani mezi témito roztoky a posléze dochazi k promichavani téchto
roztokd. V misté rozhrani, kde se roztok proteinu a roztok rozpoustédla dotykaly, dochazi
k postupneé krystalizaci. Metoda, ktera je vhodna k testovani riiznych koncentraci vzorku pro-

teinu a srazeciho ¢inidla (Garcia-Ruiz a kol., 1994).

Metoda difiize pres prekazku (Counter Diffusion Method)

Metoda krystalizace provadéna ve sklenéné kapilate, kdy jsou roztoky vzorku proteinu a sra-
zeciho ¢inidla oddéleny propustnou gelovou vrstvou. V dobé kdy se roztoky michaji, dochézi
k protismérnému pronikéni, které vede v ¢asoprostorovém gradientu k piesyceni podél délky
kapilary. Béhem tohoto postupu se vytvaii amorfni srazeniny, nebo vznikaji mikrokrystaly.
Poté se snizuje presyceni a vznika mensi mnozstvi krystald, ale ziskaji vétsi kvalitu a velikost

(Garcia-Ruiz a kol., 1993).

Alternativni metody

Za alternativni krystalografické metody lze povazovat ockovaci techniky (seeding). O¢kovaci
metody jsou pouzivany zejména pro optimalizaci krystaliza¢nich podminek, které vedou
k ziskani vétSich a kvalitnéjsich krystalti. Mezi oCkovaci techniky patii o¢kovani s ptibuznym
krystalem (cross-seeding), dale vlasové ockovani (streak seeding), nebo ziskavani krystalt
riznych velikosti (microseeding a macroseeding) (Kuta Smatanova, 1999). Piehled téchto

metod je uveden v Tab. II.
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Tab. I1: O¢kovaci metody (seeding) (Podle podkladi Kuta Smatanova (1999) vytvofila Ivana

Berkova).
Typ ocko- | Nazev metody Charakteristika
vani
Homogenni | ,,microseeding* Ptenos mikrokrystalu z ockovaciho roztoku
do proteinového roztoku bez zarodku krystali
,macroseeding Omyté krystaly jsou pieneseny do predem ekvi-
librovaného proteinového roztoku
Heterogenni | ,.cross-seeding® Forma ockovani, kdy ockované krystaly pocha-
zeji z podobného proteinu
,»epitaxial nucleation” | Pt.: nukleace proteinového krystalu na celuldz-
nim vlakné

2.5. Krystalizacni testy

I kdyZ ziskdme krystal vhodny k difrakénimu méfeni, ne vZzdy to musi znamenat, Ze dany
krystal je protein. N¢kdy se mize jednat také o anorganické krystaly (soli). Kone¢nd povaha
krystalu mize byt zjististéna nékolika testy, za nejspolehlivéjsi se vSak povazuje rentgenova

strukturni analyza.
Krystal proteinu

Krystaly proteinti vykazuji 3D uspoiradani a vyznacujici se pravidelnou strukturou. Se svou
zékladni jednotkou tzv. elementarni buiikou tvofi krystalové miizky. Vyznacuji se slabymi
nevazebnymi interakcemi, které maji za nasledek nizkou mechanickou odolnost a citlivost
kK vng&j§im zménam prostiedi. Krystaly obsahuji solventni kanaly s obsahem rozpoustédla
20-80%. Ptitomnost téchto kanali umoznuje diftizi ligandt. Diky témto vlastnostem, jimiz se
proteiny vyznacuji, 1ze aplikovat nize uvedené testy, které zjisti povahu krystalu (McPherson,
2004). Podle Kuté Smatanové (2003) existuje rostouci polehlivost jednotlivych testd, ktera je

vyobrazena na Obr. 11.
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Dehydratace (Dehydratio)

Pomérné jednoducha metoda, pfi niz je krystal vyjmut z roztoku a je ponechan na vzduchu.
Pokud dochazi k postupné degradaci, zptisobené odpaiovani rozpoustédla, jedna se o krystal
proteinu. Tento jev je zpiisoben vyznamnym obsahem rozpoustédla ve struktute krystalu pro-
teinu. Anorganicke soli solventni kanaly postradaji (mensi mnozstvi rozpoustédla) a tudiz ne-

dochazi k degradaci krystalu (Hampton Research, 2015).

Fyzick& manipulace (Crush test)

Jednd se o0 invazivni metodu, ktera spoc¢iva v rozbiti krystalu. Dalsi rozdil mezi krystalem
proteinu a krystalem soli je v jeho kiehkosti, protoze krystal proteinu je velmi kiehky a
1 pfi slabém narazu sklenénou kapilarou se rozpada na mensi fragmenty. Kdezto krystaly soli
jsou mnohem odolnéjsi a je zapotiebi vynaloZzit vice sily k jejich rozbiti. Tento jev je zptisoben
pfedevs§im pritomnosti slabych nevazebnych interakci a vyznamnym podilem rozpoustédla

ve struktuie krystalu proteinu (Hampton Research, 2015; Chirgadze, 2001).

Barvici test (Dye binding test)

K identifikaci proteinovych krystall se také pouziva barvici test, jako barvivo se pouziva ko-
meréné dostupny roztok ,,Izit“ (methylenova modr). Tato latka se pfimo umistuje do krysta-
liza¢niho roztoku. Pokud se jedna o krystal proteinu, dochazi k jeho obarveni, z dtvodu pii-
tomnosti solventnich kanalu, kterymi mohou malé molekuly barviva pronikat do proteinu.
(Hampton Research, 2015).

SDS - PAGE elektroforéza (SDS — PAGE electrophoretic)

Metoda, ktera je schopna urcit ptivod krystalu. Separa¢ni metoda zalozena na indetifikaci mak-

romolekul podle naboje a na jejich velikosti (Hampton Research, 2015).

Vzorek, ktery bude pouzit pro elektroforézu, musi byt nejdiive sesbirdn, oplachnut, rozpustén
a umistén v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodném (SDS - PAGE)

(Hampton Research, 2015).

Elektroforéza se provadi spolu se vzorkem vypurifikovaného proteinu pouzitého pro Krysta-
lizaci. Pokud se vytvoii prouzek totozny s kontrolnim prouzkem, jedna se o krystal proteinu

(Hampton Research, 2015).
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Metody zaloZené na fluorescenci (Methods of fluororescence)

Existuji tfi zakladni ptistupy pouziti fluorescence. Prvni a nejjednodussi zptisob je vyuziti flu-
orescence aromatickych aminokyselin a to zejména tryptofanu. Pfistup zalozeny na ultrafia-
lové fluorescenci, slouzici k identifikaci a rozliSovani proteinovych krystald. Krystaly proteinu
po ozéateni UV zafenim jasné zaii. Druhym pfistupem je jiskrova fluorescence, ktera vyuziva
nekovalentni barvivo pro indetifikaci proteinového krystalu. Tfetim a poslednim pfistupem je
fluorescence, vyuZzivajici stopovych hladin kovalentné vazanych barviv. Krystaly proteinil,
které jsou oznacené témito barvivy jasné zafi a je tedy velmi jednoduché je odliSit od nepro-

teinovych krystala (Meyer a kol., 2015).

Rentgenova difrakéni analyza (X-ray diffraction)

Definitivni test, ktery zjisti, zda zkoumany krystal je krystalem proteinu nebo anorganickée
soli. K difrak¢ni analyze se pouziva svazek monochromatického RTG zafeni, kterym je krystal
ozatrovan. Dopadajici rentgenové zafeni se rozptyluje na elektronech métené¢ho krystalu, elek-
trony se tak stavaji zdrojem sekundarniho zéfeni, jejichz vinova délka je shodné s vinovou
délkou retgenového zafeni. Interference sekundarniho zéateni, kterd v ur€itych smérech mize
byt pozitivni (svétlé skvrny) nebo negativni (tmavé skvrny), dava vzniku viditelného difrack-

niho obrazce (Waseda a kol., 2011).

Podle Ochi a kol. (2009), pii vyuZiti této metody je velmi dileZité vhodné vybrat krystal,
nebot’ v mnoha ptipadech je kvalita difrakéniho obrazce zavisla na kvalité proteinového krys-
talu. Velké krystaly se obCas vyznacuji vysokym podilem vody a vykazuji niZsi rozliSeni, a

tudiZ jsou nevhodné pro rentgenovou difrakéni analyzu. Existuje tedy vztah mezi maximalnim

Vv

Malkin a kol. (2004) uvadi, Ze kvalita a rozliSeni difrakéniho obrazce ovliviuji dalsi pro-

ménné, jako je kvalita a jiné nedokonalosti (necistoty, mosaicita a dalsi) krystald proteind.
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Obr. 11: Rostouci spolehlivost testi k rozliSeni povahy krystala (Podle podkladii Ivana

Kuta Smatanova (2003), vypracovala Ivana Berkova).

2.6. Makromolekularni databaze

Makromolekularni databaze RCSB PDB (The Protein Data Bank) byla zaloZena pied vice nez
45 lety, v roce 1971, a stala se jednou z nejpouzivangjSich databazi ve strukturni biologii

(RCSB PDB, 2016).

Databaze obsahuje struktury biologickych makromolekul, jejich krystalografické informace a
rentgenova difrakéni data (Henderson a kol., 2012; Berman a kol., 2014). Tato databaze obsa-
huje celosvétové informace o 3D strukturach biologickych makromolekul (proteiny, protei-
nové komplexy, nukleové kyseliny a dalsi). Pro vSechny jeji uzivatele je databaze dostupna
zcela zdarma a jeji obsah je kazdy tyden aktualizovan. Dne 4. 12. 2016 obsahovala 124 726
struktur biologickych makromolekul. Tyto struktury nebyly objasnény pouze RTG analyzou,
ale na objasnéni struktur se také podilely NMR (nukledrni magneticka resonance), elektronova
mikroskopie a dalsi. V Tab. Il je uvedeno, kterd metoda byla pro popis struktury pouZita.
(RCSB PDB, 2016).

Podle Bermana a kol. (2014) databaze RCSB PDB zptisobila rozvoj dal$ich databazi zaméte-
nych na malé molekuly a ligandy (ChEMBL, DrugBank, BindingDB a dalsi), databaze které
obsahuji klasifikaci proteinovych struktur (Cath, SCOP, PDBsum) a databaze specialn¢ zamé-
fené (PDBTM — transmembréanové proteiny, ArchDB — funk¢ni smyc¢ky ve struktute a dalsi).
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Tab. III: Piehled biologickych makromolekul objasnénych riznymi metodami ke dni
4.12.2016 (Podle podkladi RCSB PDB (2016) vytvorila Ivana Berkova).

Metoda Protein | Nuk. Kyselina | Proteinove | Ostatni | Celkové
komplexy
RTG - analyza | 104 358 | 1786 5 356 4 111 504
NMR 10 215 1184 237 8 11 644
El. mikroskopie | 925 30 319 0 1274
Hybridizace 96 3 2 1 102
Ostatni 179 4 6 13 202
Celkové 115773 | 3007 5920 26 124 726

2.7. Halogenalkandehalogenasy

Halogenalkandehalogenasy (HLDs) byly objeveny u anaerobné zijici gramnegativni bakterie
Xanthobacter autothrophicus kmene GJ10, ktera halogenové slou¢eniny vyuziva jako jediny
zdroj energie a uhliku. Jedna se o bakterii, kterd se ptirozen¢ vyskytuje ve znecisténé pide a

ve vode. (Janssen, 1985; Janssen a kol., 1988; Janssen a kol., 1989).

Mnohé z téchto enzymii byly objeveny v pldnich bakteriich (napi.: Xanthobacter auto-
throphicus) (Janssen a kol., 1985, 1988 a 1989) nebo také u patogennich bakterii (Mycobac-
terium tubercolosis 5033/66 a M. Bovi N85), u nich v sou¢asné dobé neni znama jejich funkce
ani objasnén puivod (Jesenska a kol., 2005). Nékteré enzymy byly experimentalné ptipraveny
ze symbiotickych bakterii (Bradirizobium japonicum USDAZ110, Bradirizobium elkani
USDA94), produkujicich dusik pro bobovité rostliny (Sato a kol., 2005). Jiné enzymy byly
ziskany z rostlinnych patogennich bakterii (Agrobacterium tumefaciens C58), zptsobujicich
nadory v rostlinnych pletivech (Hasan a kol., 2011). V neposledni fad¢ byly izolovany z eu-
karyotickych organismt (Strongylocentrotus purpuratus), kde je jejich funkce stale nejasna
(Fortova a kol., 2013; Novék a kol., 2014).

HLDs jsou fazeny mezi mikrobidlni enzymy, schopné hydrolyticky $tépit vazbu uhlik-halo-
gen. V této reakci, uvedené na Obr. 12, vzniké piislusny primérni alkohol (ROH), halogeni-

dovy aniont (X°) a proton (H"). (Janssen, 2004).
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Obr. 12: Obecné schéma reakéniho mechanismu halogenalkandehalogenaz (Pievzato

z Janssen, 2004).

Dehalogena¢ni reakce se sklada ze dvou néasledujicich krokt: 1. bimolekularni, nukleofilni substituce (Sn2)
pii niz vznikd alky-enzym esterovy intermediat, 2. jeho nésledna hydrolyza, ktera je aktivovana molekulou vody

za vzniku protonu, alkoholu a halogenidového aniontu. (Pfevzato z Damborsky a kol., 2010).

Bylo zjisténo, ze HLDs jsou jedinymi enzymy, které jsou schopné piimé hydrolytické deha-
logenace chlorovanych a bromovanych uhlovodikli, bez pfitomnosti koenzymu a kysliku

(Janssen a kol., 1989).

Neékteré HLDs slouceniny, zeyjména s obsahem bromu nebo chloru, jsou syntetizovany mot-
skymi organismy (moftské fasy, bakterie, houby, plasténci a dal$i) nebo mohou vznikat pomoci
abiotickych procesi, jako jsou lesni pozary, sopky a geotermalni procesy (Gribble, 2003).
Nicméné vétSina téchto sloucenin a jejich derivati vznikd jako produkt chemického primyslu

(Cospley, 1998).

2.7.1. Charakteristika halogenalkandehalogenas

HLDs se strukturné fadi do superrodiny o/f hydrolas (Chovancova a kol., 2007; Gehret a kol.,
2012). Podle Newman a kol., (1999) se halogenalkandehalogenasy déli na zaklad¢ typu bak-
terie, ze které byly izolovany. Tyto bakterie jsou Xantobacter a Rhodococus. Podle fylogene-
tickych analyz bylo zjisténo, ze rodina HLDs je rozd¢lena na né€kolik podskupin. Tyto pod-
skupiny HLD-I, HLD-1I a HLD-III jsou zaloZené na sekven¢ni podobnosti, na sloZeni kata-
Iytické pentady a strukturnim slozenim vi¢kové (cap) domény. Rozdéleni HLDs je uvedené v
Tab. IV. Za sesterské podskupiny jsou povazovany HLD-I1 a HLD-III z diivodu slozeni kata-
lytické triddy, ktera je tvofena dvéma zbytky kyseliny aspardgové (nukleofil a kyselina) a
histidinem (baze) (Chovancova, 2007).
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Tab. IV: Rozdéleni HLDs a jejich zastoupeni v mikroorganismech (Ptevzato z Chovan-
cové a kol., (2007); Hesseler a kol., (2011); Drienovska a kol., (2012); Gehret a kol., (2012);
Fortova a kol., (2013); Chaloupkova a kol., (2014).

Podskupina | Protein | Organismus

DhlA Xanthobacter autotrophicus

DhmA | Mycobacterium avium

HLD-I DmbB | Mycobacterium tuberculosis

DppA | Plesiocystis pacifica

DpcA | Psychrobacter cryohalolentis

LinB Sphingobium japonicum

DmbA | Mycobacterium tuberculosis

DmsA | Mycobacterium smegmatis

DhaA | Rhodococcus sp.

DbjA Bradyrhizobium japonicum

AL DmIA | Mesorhizobium loti
DatA Agrobacterium tumefaciens
DspA Strongylocentrotus purpuratus
DbeA | Bradyrhizobium elkanii
DmmA | Moorea producta
DrbA Rhodopirellula baltica
HLD-I111 DmbC | Mycobacterium tuberculosis
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2.7.2. Struktura

Prvni krystalové struktura HLDs byla vyfeSena v roce 1988 u enzymu DhIA. DhIA je enzym,
ktery je produkovan anaerobni gramnegativni bakterii Xantobacter autothrophicus kmene
GJ10 (Rozemboom a kol., 1988).

Strukturné jsou halogenalkandehalogenasy slozeny ze dvou domén, z domény hlavni a na ni
dosedajici vickové (tzv. ,,cap doména“). Mezi t€émito doménami, v hydrofobni duting, se na-
chézi aktivni misto (Obr. 13). Hlavni doména je slozena z B-skladanych list a to sedmi para-
lelnich a jednoho antiparalelniho. Ty jsou lemovany a po stranach spojeny Sesti
a-Sroubovicemi. Hlavni doména je velmi konzervovana, kdezto vickova doména je flexibilni
a prevazné tvorena a-Sroubovicemi (4-5 a-Sroubovic spojenych smyc¢kami) (Damborsky a
kol., 2010; Otyepka a kol., 2002). Podle Verschuerena a kol. (1993) vickova doména doseda
C-koncem na 6 list hlavni domény. Pomoci vlastnosti, jimiz se vickovd doména vyznacuje,
je mozné definovat substratovou specifitu HLDs (Damborsky a kol., 2010). Vickova doména

je takeé vice nachylné k mutacim (Chovancové a kol., 2007).

Substratovou specifitu urcuje, jak je hydrofobni dutina spojena s okolim. S vnéjsim okolim ji
spojuji tzv. tunely. Tunely maji rizné tvary, velikosti, dynamiku a fyzikalné-chemické vlast-
nosti, které ovliviiuji to, jaké substraty se mohou do aktivniho mista navazat, a také ovliviiuji

odchod produktti, které se béhem dehalogenacni reakce vytvoii (Damborsky a kol., 2010).

Dilezitym prvkem, podle kterého se déli HLDs, je vlastnost aktivniho mista. Aktivni misto se
sklada z pétice aminokyselin podilejicich se na katalytické reakci, tzv. katalyticka pentada.
Pentada je slozena z nukleofilu, katalytické baze a katalytické kyseliny (tzv. katalyticka triada)
a dale dvou halogenid - stabilizujicich aminokyselin (tryptofan-tryptofan u HLD-I, asparagin-
tryptofan u HLD-Il a HLD-III). Katalyticka pentada je klicové misto pro hydrolyzu HLDs
(Damborsky a kol., 2010). Na zakladé téchto vlastnosti, jimiz se halogenalkandehalogenasy
vyznaluji, jsou podle Chovancové a kol. (2007) déleny do tii podrodin, které jsou uvedeny

vyse v textu.
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Obr. 13: Terciélni struktura halogenlkandehalogenas sloZena z hlavni (bila) a vickové
domény (Cerna). PIné¢ symboly znazornuji konzervované aminokyseliny katalytické pentady
— nukleofil, bazi a prvni halogenid stabilizujici aminokyselinu. Prazdné symboly oznacuji ka-
talytickou kyselinu a druhou helogenid stabilizujici aminokyselinu, které jsou variabilni mezi
jednotlivymi zastupci HLDs. (Ptevzato z Damborsky a kol., 2010).

2.7.3. Reakéni mechanismus

Prvné popsany reakéni mechanismus halogenalkandehalogenas byl u struktury halogenalkan-
dehalogenasy izolované z Xantobacter autothrophicus kmene GJ10 (Verschueren a kol.,
1993).

Podle Verschuerena a kol. (1993) a Janssena a kol. (1988) existuji dva mozné reakéni mecha-
nismy pro hydrolytickou dehalogenaci. Prvnim mechanismem je bimolekularni nukleofilni
substituce (Sn2), schéma reakéniho mechanismu je uvedeno na Obr. 14. Druhym a mén¢ zna-
mym mechanismem je bazicka katalyza s molekulou vody, schéma reakéniho mechanismu je
uvedeno na Obr. 15. Zalezi na tvaru aktivniho mista, ktery reakéni mechanismus u HLDs pro-

béhne.
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Obr. 14: Nukleofilni substituce (P¥evzato z Janssen a kol., (1988); Verschueren a kol. 1993).

Prvni krok této reakce spociva v nukleofilnim ataku kysliku karbonylové skupiny Asp124 na uhlik substratu
vazajici halogen (sp3 hybridizovany uhlik). V druhém kroku vzniké kovalentni tetramerni alkyl-enzymovy in-
termediat s enzymem esterovou vazbou. V dal§im kroku probiha hydrolyza tohoto intermediatu. Konenénym
produktem je piislusny primarni alkohol, iont halogenu a iont vodiku (Verscheueren a kol., 1993, Novék a

kol.,2014).

Ry

Obr. 15: Bazicka katalyza (Pievzato z Janssen a kol., (1988); Verschueren a kol. 1993).

Celkovy mechanismus reakce je u vS§ech HLDs podobny. Hlavni rozdil mezi jednotlivymi
HLDs v reakénim mechanismu spoc¢iva v rozdilu rychlosti v katalytickém cyklu, tedy zalezi
na katalytické aktivite. Katalyticka aktivita u HLDs zavisi na slozeni katalytickych zbytki,
geometrii aktivniho mista, geometrii a po¢tu pfistupovych tunelti spojujici aktivni misto

s vngjsim okolim (Damborsky a kol., 2010).

2.7.4. Pouziti HLDs

Existuje fada halogenovanych latek, které jsou nebezpecné pro Zivotni prostiedi z hlediska
jejich perzistence, bioakumulace a jedovatosti (PCB, TCE, PCE a dalsi), s nimiz se musi mi-
kroorganismy potykat. Nékolik HLDs, které jsou témito mikroorganismy produkovany, se po-
dileji na biodegradaci téchto nebezpecnych latek (Sato a kol., 2005; Furakawa, 2006).

Pro zvysSeni aktivity HLDs v biodegradaci nebezpe¢nych halogenovych latek, byla zavedena
fada genetickych néstrojl, kterd je schopna z HLDs vytvofit mutanty (Sato a kol., 2005 a
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Furakawa, 2006). Biodegradace nebezpecnych latek spociva v jejich reakénim mechanismu.
HLDs jsou schopné nahradit toxicky atom halogenu za atom vodiku nebo hydroxylové sku-
piny (Janssen a kol., 1994). Z hlediska téchto vlastnosti byly navrzeny HLDs jako biokatali-
zatory (Hasan a kol., 2011) nebo se pouzivaji pro detekci halogenovych slou¢enin (Bidmanova
a kol., 2010).

vvvvvv

substratova specifita, ktera umoziuje degradaci vice nez stovky chlorovanych, bromovanych
nebo alifatickych substratt, zahrnujicich halogenované alkany, cykloalkany, alkeny, ethery,
estery, acetamidy, nitrily, alkoholy nebo halogenhydriny (Damborsky a kol., 2001; Koudela-
kova a kol., 2011). Z hlediska téchto vlastnosti se HLDs vyuzivaji pti bioremediaci toxickych
polutanti, které se pouzivaji v primyslu jako organicka rozpoustédla ¢i pesticidy a touto ces-
tou se dostaly do Zivotniho prostiedi, kde perzistuji. Vyznamné polutanty fadici se do této
skupiny jsou napt.: 1,2 - dichlorethan, 1 - chlorhexan nebo hexachlorcyklohexan (Koudela-
kova a kol., 2012). N¢které enzymy z HLDs jako DhaA, DmbA a LinB naSly své uplatnéni ve
vojenském prumyslu pii degradaci, kde jsou schopny degradovat bojové otravné latky, napt.:

bis(2-chlorethyl)sulfid a jeho dusikaté analogy (Prokop a kol., 2006).

2.8. Glaciecola agarilitica NO2

2.8.1. Glacieocola
V dobé¢ psani ¢lanku ,,Phylogenetic analyses of the genus Glaciecola® (Shivaji a kol., 2014)
rod Glacieocola obsahoval 10 druhti. Podle fylogenetickych analyz se rod Glacieocola, obsa-
hujici sekvenci genu 16S rRNA, déli na dvé skupiny. Ob& skupiny vznikly ze spole¢ného
predka (Shivaji a kol., 2014).

Prvni skupina (Paraglaciecola) obsahuje druhy G. agarilytica (Yoong a kol., 2007),
G. aquimarina (Park a kol., 2013), G.artica (Zhang a kol., 2011), G. chathamensis (Mat-
suyama a kol., 2006), G. mesophila (Romanenko a kol., 2003), G. polaris (\Van Trappen a kol.,
2004) a G. psychrophila (Zhang a kol., 2006). Druha skupina (Glaciecola) obsahuje druhy G.
nitratireducens (Baik a kol., 2006), G. pallidula a G. punicea (Bowman a kol., 1998).

Rod Glacieocola byl prvné popsan Bowmanem a kol. (1998). Buriky tohoto rodu jsou gram-

negativni, pohyblivé a maji ty¢inkovity, zakiiveny nebo spirdlovity tvar. Rod je anaerobni,
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psychrofilni, mirné halofilni a pro sviij rast buiiky vyZaduji motskou vodu. Z tohoto divodu
byly v§echny druhy izolovany z motského prostiedi, Tab. V uvadi pfehled vzorki izolovanych

z rodu Glacieocola. (Shivaji a kol., 2014).

Vétsina druhd z rodu Glaciecola byla izolovana z chladného prostiedi. Nizké teploty, které
zde panovaly, vyzadovaly ptizplisobeni téchto bakterii, proto se u tohoto bakteridlniho rodu
vyvinula strategie chladové adaptace. Strategie chladové adaptace vysvétluje, pro€ je schopen
rod Glaciecola ptezit nizké teploty. Pro preziti v téchto podminkach je velice dulezité si za-
chovat fluiditu bune¢né membrany a feSenim se stala syntéza vicenenasycenych kyselin. Dale
bylo zji$téno, Ze nizka teplota miize ovliviiovat skladani proteinti, které mize byt pro bakterie
letalni, z tohoto diivodu bakterie obsahuji tzv. ,,cold-shock® proteiny, které funguji jako cha-

perony a brani $patnému sbaleni proteina (Qin a kol. ,2013; Methé a kol., 2005).

Dalsim problémem byl zptisob, jak zabrani svému zmraZeni. Bakterie tento problém vyftesily

syntézou extracelularnich polysacharid (Nichols a kol., 2005).
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Tab. V: Pfehled vzorkii izolovanych z rodu Glaciecola (Bowman a kol. (1998); Romanenko
a kol., (2003); Van Trappen a kol., (2004); Zhang a kol., (2006); Matsuyama a kol., (2006);
Baik a kol., (2006);Y oong a kol., (2007); Zhang a kol., (2011); Park a kol., (2013) a Shivaji a

kol., (2014).

Druh bakterie

Vzorek izolatu

G.aguimarina

Izolovéna z moiské vody

G.artica

Izolovana z motského sedimentu

G.chathamensis

Izolovana z motského sedimentu

G.psychrophila

Izolovana z motského ledu

G.mesophila

Izolovana z moiskych bezobratlych

G.polaris

Izolovéana z moiské vody

G.nitratireducens

Izolovana z povrchu mofiské vody

G.pallidula Izolovana z motského ledu

G.punicena Izolovana z moiského ledu

G.agarilitica Izolovana z moiského sedimentu
2.8.2. Glaciecola agarilitica NO2

Glaciecola agarilitica NO2 podle taxonomické studie byla izolovana z motského sedimentu,
vychodniho moie v Korei. Srovnavaci studie 16S rRNA sekvence genti ukazaly, Ze tento kmen

nalezi k Grammaproteobacteria (Yoong a kol., 2007).

Studovana Glacieocola agarilitica je mirné halofilni a aerobni bakterie. Buniky této bakterie
jsou mirné zakiiveny a maji polarni bi¢ik. Kolonie jsou bilé, kulaté a konvexni s pravidelnymi
okraji o priméru 2-3 mm. Péstovani této bakterie bylo uspésné v 2-8% roztoku NaCl a bylo

zjisténo, Ze pro rust potiebuji Na* (Yoong a kol., 2007).
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Halogenalkandehalogenasa DgaA

Enzym DgaA je izolovany z gram-negativniho bakteridlniho rodu Glacieocola NO2, jak vy-

plyvéa z vyse uvedeného textu.

Informace o proteinu DgaA, které jsou v soucasné dob¢é znamy, zahrnuji pouze aminokyseli-
novou a genetickou sekvenci, molekulovou hmotnost, pocet aminokyselin, teoreticky izoelek-
tricky bod a organismus, ze kterého byl tento protein ziskan. Veskeré tyto informace jsou

uvedené v Piilohach.
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I11. Material a metody

Cilem bakalai'ské prace bylo nalézt vhodné krystalizacni podminky pro nové objeveny protein
DgaA, nalezejici do skupiny halogenalkandehalogenas, a pomoci téchto podminek jej vykrys-

talizovat.

Prace dale zahrnuje krystalizaci modelového proteinu lysozymu, u kterého jsou krystaliza¢ni
podminky dobie zndmé. Lysozym byl vybran za ucelem sezndmeni a zvladnuti zakladnich a
pokrocilych krystaliza¢nich metod, které byly pozdéji aplikovany na protein DgaA. Ze z4-
kladnich metod byla vyzkouSena metoda sedici a visici kapky a mikrokrystalizace pod olejem.
Z pokrocilych metod byla vybrana metoda volné difuze v kapilarach. Nasledujicim krokem
bylo hledani vhodnych krystaliza¢nich podminek pro protein DgaA z Glaciecola agarilitica
NO2, k tomuto Gcelu byla vybrana metoda sedici kapky. Posléze krystaly proteinu DgaA byly
podrobeny testim na proteinovy puvod. Veskeré vysledky byly zaznamenany a vyfografo-

vany, aby doslo k vyhodnoceni.
3.1. Krystalizace lysozymu

Priprava krystaliza¢nich roztokiu

Pro krystalizaci lysozymu bylo nejprve pifipraveno piislusné srazeci ¢inidlo a to 10% roztok
chloridu sodného. Tato latka byla rozpusténa v 0,1 M roztoku octanu sodného o pH 4,7.
Ze vzniklého srazeciho Cinidla byla pfipravena sada roztoki (3%, 4%, 5%, 6%, 7% a 8%)
piidanim vhodného mnozstvi destilované vody. Jako dalsi srdzeci Cinidla byla zvolena, ko-

mercné dostupné, 20% PEG 3350 a 14,4% PEG 8000.
Naredéni lysozymu

Puvodni koncentrace lysozymu ¢inila 100 mg/ml. Tato koncetrace byla nafedéna octanovym
pufrem o pH 4,7 na hodnoty: 75 mg/ml, 50 mg/ml a 25 mg/ml. Z téchto piipravenych hodnot
bylo dilezité zjistit, kterd by vytvaiela nejvhodnéjsi krystaly modelového proteinu.

Vlastni krystalizace

Pti krystalizaci lysozymu byla pouzita metoda sedici a visici kapky, mikrokrystalizace
pod olejem a metoda volné diftize v kapilafe. Pro experiment byly pouzity ptipravené krysta-
liza¢ni roztoky, natfedény lysozym, krystaliza¢ni desticky a automatické mikropipety. Veskeré

pokusy byly provadény pfi teploté 20°C.
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Metoda sedici kapky

Krystaliza¢ni desti¢ka pro metodu sedici kapky obsahuje 24 jamek s rezervoarem. Touto me-

todou byly provedeny dva experimenty a v obou piipadech byly rezervodry naplnény

200 pl srazeciho ¢inidla a do jednotlivych jamek byly pipetovany kapky 2 pl roztoku proteinu

a 2 ul roztoku z rezervoaru. Pro prvni experiment byly testovany Ctyfi riizné koncentrace roz-

toku lysozymu (25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml a 100 mg/ml) a Sest koncentraci sraZeciho

¢inidla chloridu sodného (3%, 4%, 5%, 6%, 7% a 8%). Pro druhy experiment byl pouzit lyso-
zym o koncentraci 50 mg/ml a tfi rizna sraZeci ¢inidla (10% NaCl, 20% PEG 3350 a 14,4%
PEG 8000). V Tab. VI pro prvni pokus a v Tab. VII pro druhy pokus je uvedeno, jak byly

roztoky proteinu a krystaliza¢nich ¢inidel pfipraveny do krystaliza¢nich desticek. Takto pfi-

pravena destic¢ka se zalepila lepici paskou a zakryla vikem, aby nedoslo k ptistupu vzduchu.

Tab. VI: Prvni pokus metody sedici kapky pro lysozym.

Krystaliza¢ni roztok NaCl

Lysozym | 3% 4% 5% 6% 7% 8%

25 mg/ml | 2 pl lyso- | 2 pl lyso- |2 pl lyso- |2 pl lyso- | 2 pl lyso- |2 pl lyso-
zym+2pul | zym +2pul | zym +2pul | zym +2 pul | zym +2 pl | zym +2 pl
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

50mg/ml | 2 pl lyso- | 2 pl lyso- |2 pl lyso- |2 pl lyso- |2 pl lyso- |2 pl lyso-
zym+2pul | zym+ 2pul | zym+ 2pul | zym+ 2 pul | zym +2 pl | zym+ 2 pl
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

75mg/ml | 2 pl lyso- | 2 pl lyso- |2 pl lyso- |2 pl lyso- | 2 pl lyso- |2 pl lyso-
zym+2ul | zym+ 2pul | zym+ 2pul | zym+ 2 pul | zym +2 pl | zym+ 2 pl
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

100mg/ml | 2 pl lyso- | 2 ul lyso- | 2 pl lyso- | 2 pl lyso- | 2 ul lyso- | 2 ul lyso-
zym+2ul | zym+ 2pul | zym+ 2pul | zym+ 2pul | zym +2 pl | zym+ 2 pl
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
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Tab. VII: Druhy pokus metody sedici kapky pro lysozym.

Krystaliza¢ni roztok

Lysozym | 10% NaCl 20% PEG 3350 14,4% PEG 8000

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

Metoda visici kapky

Krystalizace metodou visici kapky patii mezi nejvice vyuzivané metody. Desticka obsahuje
24 rezorvoaru a stejny pocet krycich sklicek, které slouzi k napipetovani kapky proteinu a jsou
umisténa na rezervoar se sraZecim ¢inidlem pomoci silikonového tuku, slouZici k ptilepeni
skli¢ka s kapkou proteinu. Pomoci této metody byl rezervodr naplnén 200 pl krystalizacniho
¢inidla a kazd4 kapka obsahovala 2 pl lysozymu a 2 pl ¢inidla z rezervoaru. Pti testovani byla
pouzita tfi rizna srdzeci Cinidla (10% NaCl, 20% PEG 3300, 14,4% PEG 8000) a lysozym
0 koncentraci 50 mg/ml.V Tab. VIII je zaznamenano, jak byly roztoky proteinu a srazecich

¢inidel naneseny do krystaliza¢nich destic¢ek.

Tab. VIII: Pokus metodou visici kapky pro lysozym.

Krystaliza¢ni roztok | Lysozym 50 mg/ml

10% NacCl 2 ul lysozym + 2 ul NaCl

20% PEG 3350 2 ul lysozym + 2 ul PEG

14,4% PEG 8000 2 ul lysozym + 2 ul PEG

Mikrokrystalizace pod olejem

Krystalizace pomoci této metody vyuziva Teresakiho desticek obsahujici 72 jamek. Dfive nez
je nanesena kapka proteinu a kapka srédzeciho Cinidla, je desticka zalita parafinovym nebo
silikonovym olejem, nebo smési téchto dvou olejii. V naSem piipade byl vyuzit silikonovy

olej, ¢tyfi rtizné koncentrace lysozymu (25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml a 100 mg/ml) a jako
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krystaliza¢ni ¢inidlo byl pouzit roztok chloridu sodného (3% a 8%). Poté bylo pomoci auto-
matické pipety napipetovany kapky s obsahem 2 pl lysozymu a 2 pl ¢inidla. V Tab. IX je

zaznamenano, jak byly roztoky proteinu a krystaliza¢nich ¢inidel napipetovany

Tab. IX: Pokus mikrokrystalizace pod olejem pro lysozym.

Krystaliza¢ni roztok

Lysozym 3% NacCl 8% NaCl

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

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

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

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

Volna diftze v kapilarach

Pokroc¢ila metoda vyuzivajici sklenéné kapilary, v nasem ptipad¢ kapilary o primérech:
0,2 mm, 0,5 mm, 1,0 mm, kdy kazda z kapilar ma jeden konec uzs$i a druhy konec postupné
se rozsifujici. Uzky konec byl naplnén proteinem lysozymu o koncentraci 75mg/ml pomoci
samovolného vzlinani a poté zatavena voskem. Sirsi ¢ast byla napInéna 30 ul krystalizaéniho
¢inidla (4% NaCl) a druhy konec byl také utésnén voskem. V Tab. X je znazornéno zaplnéni

kapilar.

Tab. X: Metoda volné diftze v kapilarach pro lysozym.

Prumér kapilary [mm]

0,2 0,5 1,0

30 pl 4% NaCl 30 l 4% NaCl 30 pl 4% NaCl

+ lysozym 50 mg/ml | + lysozym 50 mg/ml | + lysozym 50 mg/ml
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3.2. Krystalizace DgaA
Vzorek proteinu DgaA
Vzorek proteinu DgaA byl ptipraven v Bio Basic Inc. (Markham, Ontario, Canada).
Syntéza genu a manipulace DNA

Gen kodujici sekvenci DgaA z Glaciecola agarilytica NO2 byl optimalizovan pro expresi
v Escherichia coli a komer¢né syntetizovan v Bio Basic Inc. (Kanada). Rekombinantni gen
byl subklonovéan do expresniho vektoru pET21b (Novagen, USA) pomoci restrikénich mist
Ndel / Xhol. Kompetentni buniky E. coli kmene DHS5a byly transformovany za pouziti metod

tepelného Soku pro Sifeni plasmidu.
Nadmérna exprese v E. coli BL21 (DE3)

K expresi byl pouzit, bakterialni kmen pro expresi proteinu s T7 RNA polymerézou na bazi
expresnich systému, E. coli BL21 (DE3). E. coli BL21 (DE3) kompetentni buniky byly trans-
formovany s pET21b: DgaA metodou tepelného Soku (42°C po dobu 2 minut), naneseny na
agarove plotny s ampicilinem (100 pg/ml) a kultivovany pies noc pti 37°C. Jednotlivé kolonie
byly pouzity k naockovani 10 ml LB (Luria-Bertani media) (Sigma-Aldrich, USA) s ampici-
linem (100 pg/ml), a bunky byly kultivovany pies noc pti 37°C. No¢ni kultura byla pouzita k
inokulaci 1000 ml média LB s ampicilinem (100 pg/ml). Burniky byly kultivovany pti 37°C za
titepani (110 rpm). Nadmérna exprese byla indukovana izopropyl-p-D-1-thiogalaktopyrano-
sidu (IPTG) (Sigma-Aldrich, USA) na kone¢nou koncentraci 0,5 mM. Burnky pak byly kulti-
vovany 24 hodin pii 20°C za stalého michani (105 otacek za minutu). Biomasa se sklidila
odstredénim 3700 g pfi teploté¢ 4°C po dobu 10 minut a na konci kultivace byla promyta ¢isti-
cim pufrem A (20 mM draselny hydrogenfosforeénan a dihydrogenfosforeénan draselny, pH
7,5, 0,5 M NaCl, 10 mM imidazolu) a resuspendovany v 10 ml pufru A na 1 g vihké biomasy.
Sklizena biomasa byla zmrazena pti 80°C. DNaza | (New England Biolabs, USA) byla pfidana
do konec¢né koncentrace 1,25 pg/ml bunééné suspenze pro odstranéni DNA ze vzorku. Buiky
v suspenzi byly naruSeny pomoci bunééného homogenizatoru (Constant System Ltd., Velka
Britanie) za pouziti 1,5 kbar tlaku s 1 cyklem. Bunéény lyzat byl centrifugovan po dobu 1
hodiny 21.000 g pii 4°C. Surovy extrakt se dekantoval a celkova koncentrace proteinu byla
stanovena metodou podle Bradforda (Sigma-Aldrich, USA). Procentuélni obsah jednotlivych

proteind byl zjistén kalibrovanym denzitometrem GS-800 (Bio-Rad, USA).
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Cisténi proteinii

Histidinem znaceny protein DgaA byl vy¢istén ze surového extraktu za pouziti jediného kroku,
niklové afinitni chromatografie. Bez bun¢k byl extrakt nanesen s 5 ml kyselinou Ni-nitrilotri-
octové (Ni-NTA) na sloupec Superflow nabity Ni?* ionty (Qiagen, Némecko) do rovnovéahy
s pufrem (20 mM pufru fosfore¢nanu draselného, pH 7,5 obsahujici 10 mM imidazolu, a 0,5
M chloridu sodného). Nestmelené a slabé navazané proteiny byly vymyty pufrem obsahujicim
10 mM  imidazolu. Cilovy protein byl eluovdn pufrem  obsahujicim
300 mM imidazolu. Eluovany protein byl dialyzovan pies noc proti 50 mM fosfatového pufru
s pH 7,5 pti 4°C. Pritomnost DgaA ve frakci piku byla prokdzana pomoci SDS-PAGE na 15%
polyakrylamidovy gelu obarvenym barvivem Coomassie Brilliant Blue R-250 (Fluka, Svycar-
sko). Molekulova hmotnost byla ovéfena pomoci unstained Protein marker (Genetika, Ceské
republika). Koncentrace celkoveho proteinu byla stanovena metodou Bradford (Sigma-Al-

drich, USA) a ¢isté proteiny byly skladovany pfti teploté 4°C).

Gelova SDS-PAGE elektroforéza

Pted samotnymi krystalizacnimi experimenty je nutno zjistit Cistotu daného proteinu. Tato
Cistota je zjisténa pomoci gelové SDS - PAGE elektroforézy. Jedna se o biochemickou sepa-
racni techniku slouzici k rozdé€leni proteinti. Princip této metody je zaloZen na rizné pohybli-
vosti proteint v elektrickém poli (na zakladé¢ elektroforetické pohyblivosti v gelu). Jejich po-
hyblivost je zavisla na délce polypepdidového fetézce, molekulové hmotnosti a v neposledni
fadé na denaturaci proteinu. Metoda vyuzivajici polyakrylamidového gelu a dodecylsiranu
sodného (SDS). Technika, kterd slouZi k charakterizaci proteint, ke zjiSténi jejich molekulé

hmotnosti a urceni jejich Cistoty.
Priprava spodniho gelu (Runin Gel Solution):

Do piedem ptipravené aparatury mezi dvé sklicka byl nanesen, pomoci automatické pipety,
10% roztok spodniho separa¢niho gelu. Pfiprava separacniho gelu spocivala ve smichani

teéchto slozek:

e 4mlHO

e 3,3 ml30 % akrylamidu (smés akrylamidu a N, N"-methylen-bis-akrylamidu)
e 25mlI15MTrisopH 8,8

e 0,1 ml10% SDS
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e 0,1ml10% APS
e 0,004 ml TEMED

Dalsim krokem bylo ptfevrstveni gelu ethanolem, z divodu vyrovnani hladiny gelu. Takto pii-

pravy gel se nechal 30 minut odstat, aby doslo k jeho ztuhnuti a poté byl nanesen zaostiovaci

gel.

Priprava svrchniho gelu (Stacking Gel Solution):

Ptiprava svrchniho gelu byla obdobna, jako vySe popsany spodni gel. Spodni gel byl smichan

ze slozek:

e 14mlIH;0O

e 0,33 ml 30% akrylamidu (Smés akrylamidu a N, N"-methylen-bis-akrylamidu)
e 0,25ml1,0M TrisopH 6,8

e 0,02 ml 10% SDS

e 0,02 ml 10% APS

e 0,002 ml Temed

Po smichani téchto latek, byl do gelu vlozen plastovy hi'eben pro vytvoteni jamek k naneseni
vzorkul. Po té se nechala souprava 60 minut odstat, aby doslo ke ztuhnuti spodniho gelu a poté

se vyjmul hieben a elektroforetickd komora byla naplnéna elektrodovym pufrem.
Priprava elektrodového pufru (Running Buffer):

Elektrodovy pufr byl pfipraven z téchto slozek:

e 1000 ml H2O

e 1519Tris

e 72gglycinu

e 5 g SDS
Priprava proteinu DgaA:

Vzorek proteinu DgaA byl po smichani v poméru 1:1 a 5:1 se vzorkovym pufrem zahiivan

po dobu 15 minut pti 65°C
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Priprava vzorkového pufiru (Sample Buffer):
Vzorkovy pufr byl vytvoten z téchto slozek:
e 24ml05MTrisopH 6,8
e 16 ml glycerolu
e 2910% SDS
e 10 mg 0,1% bromfenolové modri

e 10 ml g-merkaptoethanolu

Naneseni vzorku

Vzorek proteinu DgaA byl napipetovan do prvni a druhé jamky v poméru 5:1 a 1:1. Do tfeti
jamky byl napipetovan marker Unstained Protein Molecular Weight Marker [Thermo Fisher
Scientific, Inc., Praha], ktery poslouzil k uréeni molekulové hmotnosti proteinu DgaA. Na-

sledné byl do sestavy ptiveden stejnosmérny elektricky proud o napéti 250 V.

Elektroforéza byla spusténa 30 minut a poté ukoncena. Gel byl vyjmut a ulozen do nadoby
s roztokem barviva Coomassie Blue (0,5 g Coomassie Blue G — 250, 200 ml kyseliny octove,
1800 ml destilované vody). Aby doslo k obarveni gelu, byl oplachovan odbarvovacim rozto-
kem (Destaining Solution) (5000 ml H20, 250 ethanolu, 350 ml kyseliny octové) a poté néko-
lik hodin byl v tomto roztoku ponechén. Poslednim krokem byla fotodokumentace gelu.

Krystalizac¢ni ¢inidla

Pro krystalizaci proteinu DgaA byla pouzita sada komeréné dostupnych krystaliza¢nich Cini-
del Index HR2-144 (Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA). Slozeni vSech pouzitych

¢inidel je uvedeno v Ptilohach.

Naredéni proteinu DgaA

Piivodni koncentrace vzorku proteinu DgaA byla 13,6 mg/ml. Protein byl ziedén az béhem
pokusti, nebot’ se objevila pii této koncentraci precipitace. Roztok byl zfedén na 5 mg/ml po-
moci roztoku 0,5 M TRISu SO4 0 pH 7,5.
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Vlastni krystalizace

Ke krystalizaci proteinu DgaA byla vyuzita metoda sedici kapky. Krystaliza¢ni pokusy probi-
haly pii laboratorni teploté (20°C).

Metoda sedici kapky

Krystalizace proteinu DgaA metodou sedici kapky byla provedena ve 4 krystaliza¢nich des-
tickach ,,Linbro plates (Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA) (XI — XIV), kazda
Z téchto desticek obsahovala 24 jamek. Béhem krystalizace byl pouzit protein DgaA o kon-
centraci 5 mg/ml. Byla pouzita komercné dostupné krystalizacni €inidla ze sady Index HR2-
144 (Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA) — celkem 94 ¢inidel. Rezervoary desti¢ek
byly naplnény 300 pl jednotlivych krystalianich ¢inidel a kapky obsahovaly 1 pl proteinu
DgaA a 1 ul ¢inidla z rezervoaru. Pomér v jednotlivych kapkach byl 1:1. V nasledujicich ta-
bulkach (Tab. XI — X1V) je uvedeno schématické znazornéni krystaliza¢nich desti¢ek 1 — 4.

Krystaliza¢ni ¢inidla jsou ¢iselné uvedena a jejich slozeni je v Ptilohach.
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Tab. XI: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky 1, metoda sedici kapky pro DgaA.

Krystaliza¢ni ¢inidlo ¢.:

DgaA

5 mgl/ml

1 2 3 4 5 6

1 ul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1ull +1pl2 +1ul3 +1ul4 +1uls +1ulé6

7 8 9 10 11 12

1 ul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1ul7 +1pul8 +1ul9 +1Wi0 |[+1plll |[+1pll2
13 14 15 16 17 18

1 ul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1Wl13 |[+1pWll4 |[+1plls5 |+1plle |[+1ull7 | +1ull8
19 20 21 22 23 24

1 ul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1pl19 | +1pl20 |[+1pl21 |[+1pl22 [ +1pl23 |+1pl24
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Tab. XII: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky 2, metoda sedici kapky pro DgaA.

Krystalizac¢ni ¢inidlo ¢.:

DgaA

5 mgl/ml

25 26 27 28 29 30

1 ul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1ul25 |[+1pl26 |[+1pl27 |[+1pl28 | +1pl29 |+1pl30
31 32 33 34 35 36

1 ul DgaA | 1 pul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1wl31 |[+1p32 |[+1W33 |[+1pl34 | +1pl35 |+1pul36
37 38 39 40 41 42

1 ul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+ 137 |[+1pW38 | +1pl39 |+1pld40 | +1pld4l | +1pl42
43 44 45 46 47 48

I ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA
+1uld43 | +1uld4d4 | +1uld45 | +1pld46 | +1ul47 | +1pul48
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Tab. XI11: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky 3, metoda sedici kapky pro DgaA.

Krystalizaé¢ni ¢inidlo ¢:

DgaA

5 mgl/ml

49 50 51 52 53 54

I ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pul DgaA
+1ul49 | +1ul50 |+1pls1 +1ul52 |[+1uls53 |[+1puls54
55 56 57 58 59 60

I ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 pul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pul DgaA
+1ulss |[+1pld56 [ +1Wl57 |[+1Wl58 | +1pl59 | +1pul60
61 62 63 64 65 66

I ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA | 1 ul DgaA
+1u6l |[+1pl62 |[+1pl63 |[+1pl64 | +1pl65 | +1pul66
67 68 69 70 71 72

1 pul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1ul67 | +1ul68 |[+1ul69 | +1ul70 |+1ul71 |+1ul72
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Tab. XIV: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky 4, metoda sedici kapky pro DgaA.

Krystalizac¢ni ¢inidlo ¢.:
73 74 75 76 77 78
1 ul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1wl73 | +1uwl74 | +1pl75 |+1pul76 |+1ul77 |+1ul78
79 80 81 82 83 84
1 ul DgaA | 1 pul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
DgaA +1ul79 |+1ul8 |[+1ul8lL |+1ul82 |+1ul83 |+1nl84
85 86 87 88 89 90
5 mgl/ml
1 ul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1ul8 | +1ul8 |[+1w87 | +1ul8 |[+1ul89 |+1ul90
91 92 93 94 95 96
1 ul DgaA | 1 pul DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA | 1 pl DgaA
+1ul9l | +1ul92 |[+1ul93 | +1ul94 | +1ul9 |+1ul96
3.3. Testovani krystala

Aby se daly ziskané krystaly pouzit pro rentgenovou difrakci, bylo nutné dokazat, ze se jedna
0 krystaly proteinu a nejednd se o krystaly soli, které mohou vznikat z pouzitych krystalizac-
nich ¢inidel. Pro zjisténi povahy krystakut, byly pouzity dva testy — test fyzické manipulace a
test a absorpce barviva.

Fyzick& manipulace

Krystaly, které se nachazely v jamkach krystaliza¢nich desti¢ek, byly pfimo pod mikroskopem
podrobeny testu fyzické manipulace pomoci jehly. Je zndmo, ze krystaly proteint jsou velmi
kiehké a pti dotyku jehlou se velmi snadno rozpadaji na mnoho kusti, kdezto krystaly soli jsou
pevné a pii dotyku nedochazi k jejich rozpadu, nebo pouze k nepatrnému rozpadu na malé

mnozstvi ¢asti.
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Absorpce barviva

Provedeni tohoto testu spocivalo v nékolika jednoduchych krocich. Mikropipetou bylo napi-
petovano barvivo Izid HR4 — 710 [Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA], které se piidalo
do kapek obsahujici protein. Objem ptidaného barviva byl vzdy desetkrat mensi nez objem
celé kapky. Pokud objem kapky €inil 2 pl, bylo ptfidano 0,2 pl barviva. Po té co bylo barvivo
pridana, pockalo se hodinu. Pokud se krystal v kapke obarvil, jednalo se o krystal proteinu, v

opacném piipadé se jednalo o krystal anorganickeé soli.

3.4. Ziskani difrakénich dat

Na vypéstovanych krystalech DgaA byla provedena rentgenova strukturni analyza na zdroji
synchrotronového zareni BESSY -1 na védeckém pracovisti Helmholtz Zentrum Berlin (HZB)

v némeckém Berliné.

47



IV. Experimentalni vysledky

Kapitola, kterd zachycuje vysledky krystaliza¢nich pokust, vysledky testovani krystalti a vy-

sledek difrakéniho zdznamu potizeny z ptipravenych krystali proteinu DgaA.

V priabéhu krystaliza¢nich experimentti byla provadéna fotodokumentace pomoci fotoaparatu

Olympus [Olympus, Praha] ptipevnénym K stereomikroskopu SZX9 pii 450x zvétseni.

Vysledky pro protein lysozym a protein DgaA jsou uvedeny pomoci tabulek, ve kterych je
zelené znaceni téch podminek, které vedly k tspésné tvorbé krystalti. Nasledné jsou tyto vy-

sledky doplnény fotografiemi.

4.1, Vysledky krystalizace lysozymu

Vysledky metody sedici kapky

Krystalizace modelového proteinu byla metodou sedici kapky uspésna, nebot’ doslo ke krys-
talizacim ve vsech podminkach. Krystaly vznikaly za pouziti v§ech koncentraci lysozymu (25
mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml a 100 mg/ml) a vSech koncentraci krystaliza¢niho roztoku chlo-
ridu sodného (3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8% a 10%). Velikost a kvalita krystald se liila v zavis-
losti na zvolenych pomérech proteinu a srazeciho ¢inidla. Mensi mnozstvi vétsich krystala
vznikalo za pouziti lysozymu o koncentraci 25 mg/ml. Se zvysujici se koncentraci lysozymu
se velikost krystali zmenSila, ale mnozstvi vzrostlo. Roztoky PEGa 3350 a 8000 nevedly k
tvorbé krystalti proteinu. Vysledky obou experimenti pro lysozym jsou zaznamenany v Tab.

XV, XVI a na potizenych fotografiich na obr. 16.
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Tab. XV: Vysledky prvniho pokusu metody sedici kapky pro lysozym. Zelené znaceni =
rust krystalti.

Tab. XVI: Vysledky druhého pokusu sediici kapky pro lysozym. Zelené znaceni = rist
krystald.

20% PEG 3350 14,4% PEG 8000

10% NacCl

2 ul lysozym + 2 pl | 2 pl lysozym + 2 pl
PEG PEG
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Obr. 16: Krystaly lysozymu, sedici kapka, 2 ul lysozymu (25 mg/ml) + 2 ul 8% NaCl (A),
2 wl lysozymu (75 mg/ml) + 2 ul 6% NaCl (B).

Vysledky visici kapky

Pro metodu visici kapky byla pouzita koncentrace lysozymu 50 mg/ml a tii rizna srazeci ¢i-
nidla. Krystalizace byla usp&$na u koncentraci 10% roztoku NaCl a 20% PEG 3350. Vysledky
pokusu jsou zaznamenany v Tab. XVl a Obr. 17.

Tab. XVI1: Vysledky pokusu metody visici kapky pro lysozym. Zelené znac¢eni = rust krys-

talu.

Krystaliza¢ni roztok | Lysozym 50 mg/ml

10% NacCl

20% PEG 3350

14,4% PEG 8000 2 ul lysozym + 2 ul PEG

Obr. 17: Krystaly lysozymu, visici kapka, 2 pl lysozym (50 mg/ml) + 2 pl 10% NacCl (A),
2 ul lysozym (100 mg/ml) + 2 ul PEG 3350 (B).
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Vysledky mikrokrystalizace pod olejem

Pti provadéni pokusti mikrokrystalizace pod olejem byl jako nejvhodné;jsi krystalizaéni €ini-
dlo zaznamenan 8% roztok NaCl. Byly pouzity ¢tyfi koncentrace lysozymu (25 mg/ml, 50
mg/ml, 75 mg/ml a 100 mg/ml), pouze u jedné koncentrace krystaly nevznikly (25 mg/ml).
Velikost krystalll a jejich mnozZstvi korelovalo s koncentraci lysozymu. Velikost krystalil se
zmenSovala se zvysujici se koncentraci lysozymu, ale mnozstvi se zvySovalo. Zobrazeno na
Obr.18. U 3% roztoku NaCl nedoslo ke vzniku krystald u zadné ze ¢yt koncentraci lysozymu.
Vysledky jsou zaznamenany v Tab.XVIII.

Tab. XVIII: Vysledky pokusu metody krystalizace pod olejem pro lysozym. Zelené zna-

¢eni = rast krystali.

Krystaliza¢ni roztok

Lysozym 3% NaCl 8% NacCl

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

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

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

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

Obr. 18: Krystaly lysozymu, mikrokrystalizace pod olejem, 2 ul lysozymu (75 mg/ml)
+ 2 ul 8% NaCl (A), 2 ul lysozymu (100 mg/ml) + 2 pul 8% NaCl (B).
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Vysledky volné difaze v kapilarach

Pro metodu volné difuze v kapilarach o raznych primérech (0,2 mm, 0,5 mm a 1,0 mm) byla
pouZita stejnd koncentrace lysozymu (75 mg/ml) a stejné krystaliza¢ni ¢inidlo (4% NaCl).
Krystaly proteinu vznikly ve vSech tfech kapildrach. Vysledky jsou zaznamendny
v Tab. XIX. a na obrazku 19.

Tab. ¢ XIX: Vysledky pokusu metodou volné difaze v kapilarach pro lysozym. Zelené

znaceni = ruast krystali.

Obr. 19: Krystaly lysozymu, volna difaze v kapilarach o priméru 1,0 mm, lysozym
(75 mg/ml) + 30 pl 4% NaCl.
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4.2, Vysledky krystalizace DgaA

Vysledky SDS-PAGE elektroforézy

Pomoci SDS-PAGE elektroforézy byla zjisténa molekularni hmotnost a Cistota proteinu
DgaA. Podle vysledku byl vzorek proteinu DgaA ¢isty a tudiz vhodny pro krystalizaci pokusy.
Srovnanim se zndmymi molekularnimi hmotnostmi jednotlivych sloZek standardu byla zjis-

téna molekularni hmotnost proteinu DgaA a to ptiblizné¢ 33 kDa (Obr. 20).

Obr. 20: Gelova SDS — PAGE elektroforéza: Sloupce 3 a 4 — protein DgaA (1:1 a 5:1),
sloupec 2 standard, sloupec 1 — stupnice standardu v jednotkach kDa.

Vysledky metody sedici kapky

Krystalizcae proteinu DgaA touto metodou byla provedena ve 4 krystaliza¢nich desti¢kach

XI - XIV. Béhem krystalizace byla pouzita koncentrace proteinu DgaA 5 mg/ml.

Nejlepsich vysledka (= krystaly vhodné pro rentgenovou difrakei) bylo dosazeno v krystali-
zacnich destickach  XII, XII a XIV za krystalizacnich podminek IN 48, IN 49 a
IN 50, v8e shrnuto v Tab. XX a na fotografiich 21, 22. V ostatnich desti¢kach vznikaly sraze-
niny nebo byl roztok Ciry.
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Tab. XX: Podminky, p¥i niz vznikaly krystaly proteinu DgaA vhodné pro rentgenovou

difrakéni analyzu, krystalizace pomoci metody sedici kapky.

Krystaliza¢ni Koncentrace | Krytalizaéni | Pomér Fotografie
desticka DgaA ¢inidlo v kapce

X1l 5 mg/ml IN 48 1:1 21

X1 5 mg/ml IN 49 1:1 22 A

X1V 5 mg/ml IN 74 11 22 B

Obr. 22: Krystaly DgaA narostlé v sedici kapce, A (IN 49) aB (IN 74).
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4.1. Vysledky testovani krystala

Vysledky téchto testt uréily povahu krystalu. Byl proveden test fyzické manipulace (Crush
test) a test absorpce barviva (Dye test), vysledky ukazaly, ze se skute¢né jedna o krystaly pro-

teinu DgaA. Vysledky jsou zobrazeny na nasledujicich fotografiich 23 a 24.

Obr. 23: Krystaly proteinu DgaA pred (A) a po (B) testu fyzické manipulace.

100 pm

Obr. 24: Krystaly proteinu DgaA po testu absorbce barviva.
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4.1. Difrakéni zaznam

Pomoci mé&feni monokrystalu na zdroji synchrotronového zafeni se podafilo ziskat difrakéni

snimky proteinu DgaA s rozlisenim do 2.5 A (Obr. 25).

Obr. 26: Difrakéni zaznam proteinu DgaA.
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V. Diskuze

Ziskani vhodnych proteinovych monokrystalti pro rentgenovou strukturni analyzu neni vzdy
jednoduché, nebot’ ziskané krystaly se nemusi vyznacovat kvalitou a ¢istotou, nékteré obsahuji

vysoky podil vody a jiné nedokonalosti, které vykazuji nizsi rozliSeni (Ochi a kol., 2009).

Vypéstovani vhodnych krystali proteinti je také ovlivnéno celou fadou krystaliza¢nich fak-
tortl, vybérem spravné krystaliza¢ni strategie a v neposledni fad¢ trpélivosti samotného védec-
keho pracovnika. K netaspésné krystalizaci také muze dojit, pokud se jen nepatrné odchylime
od ptipravy daného proteinu nebo krystalizaci provedeme v jiném casovém sledu (Kuta Sma-

tanova, 2008).

V neposledni fadé vyznamnou roli hraje mnozstvi vzorku, ktery je k dispozici a také stav
studovaného proteinu. Z toho tedy plyne, pokud je protein schopny tvofit krystaly, tak prav-
dépodobné vzniknou a v opacném piipadé nedojde ke krystalizaci i po vyzkouseni celé fady

krystaliza¢nich strategii (Bergfors, 1999).

DgaA

Pomoci gelové SDS-PAGE elektroforézy bylo zjisténo, ze vzorek proteinu DgaA je dostate¢né
Cisty pro krystalizacni pokusy. Vzorek byl testovan ve dvou riznych koncentracich (20 mg/ml
a 8 mg/ml), coz je zfejmé na vysledném gelu (Obr. 20, sloupce 1 a 2). Na gelu je dobte vidét,
ze ¢im vyssi je koncentrace proteinu, tim tmavsi je zabarveni sloupce.

Pro krystalizaci proteinu DgaA byla vybrana komeréné dostupna sada krystalizacnich Cinidel
oznacenych Index HR2-144 (Hampton Research, Aliso Viejo, CA USA) a to z diivodu, Ze se
jedna o nové ptipraveny protein, u néchoz zatim nejsou znamé krystaliza¢ni podminky. Sada
Index obsahuje 96 Cinidel s riznym obsahem soli, pufrii a srazedel v rozmezi pH 3,0 — 9,0.

Z divodu omezeného mnozstvi vzorku proteinu DgaA byla pro krystalizaci vybrana jedna
metoda — metoda sedici kapky, kterd je jednoducha a ¢asové nenaro¢na.

Bylo testovano 96 riznych krystaliza¢nich podminek. Ve dvou piipadech vznikly krystaly
0 dostate¢né velikosti vhodné pro rentgenovou strukturni analyzu a v jednom piipad¢ vznikly
krystaly jehlickovitého tvaru nevhodné pro strukturni analyzu, viz Tab. XX.

Nejvhodnéjsi krystaly byly ziskany metodou sedici kapky, v kombinaci s krystalizaénimi ¢i-
nidly pod oznacenim IN 49 a IN 74, pticem IN 48 vznikaly krystaly jehli¢kovitého tvaru.

Zbylé jamky obsahovaly ¢iré kapky nebo fazove rozhrani.
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Halogenalkandehalogenasy v RCSB PDB

Jak bylo uvedeno v teoretické ¢asti, mnohé z halogenalkandehalogenas byly objeveny v pad-
nich bakteriich (Janssen a kol., 1985, 1988 a 1989), v patogennich bakteriich (Jesenska a kol.,
2005), jiné byly experimentaln¢ pripraveny ze symbiotickych bakterii (Sato a kol., 2005), né-
které byly ziskany z rostlinnych patogennich bakterii (Hasan a kol., 2011) a v neposledni fad¢
ziskany z eukaryotickych organismt (Fortova a kol., 2013; Novék a kol., 2014).

PDB databaze obsahovala dne 4. 12. 2016 43 struktur pod nazvem ,,halogenase®, z nichz 41
struktur bylo vyfeseno pomoci strukturni analyzy a 2 pomoci NMR (RCSB PDB, 2016).

DppA

Pfi porovnani proteinové sekvence z RCSB PDB (The Protein Data Bank) s proteinem DgaA,
byla zjisténa 52% shoda s proteinovou sekvenci proteinu DppA (RCSB PDB, 2016).

Jedna se o protein, ktery byl ziskan z bakterie Plesiocystis pacifica SIR-1. Tato bakterie patii
do gramnegativni Marine myxobacterium a byla izolovana z japonského pobiezi v tichém sub-

tropickém pasmu (Hessler a kol., 2011).

Podle Tab. IV, bakterie Plesiocystis pacifica SIR-1, ze které byl poprvé protein DppA ziskan,
spada do podrodiny HLD — 1. Podle shody proteinové sekvence DppA a DgaA, ktera ¢inila
52% se domnivam, Ze by protein DgaA mohl spadat do stejné podrodiny HLD — I nebo do ses-
terské podrodiny HLD — I11, jak uvadi Damborsky a kol., (2010).

Aktivni misto proteinu DppA je tvofeno aminokyselinami Asp123, His278, Asp249, Trpl24
a Trp163. Molekulova hmotnost ¢ini 32.6 kDa (Hessler a kol., 2011).
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VI. Zavér

Teoreticka ¢ast bakalaiské prace je vénovana principu krystalizace a faktortim, které ovliviuji
rust krystali. Dale popisuje zakladni, pokrocilé a alternativni metody a zabyva se krystalizac¢-
nimi testy, které slouzi k uréeni povahy krystali. V neposledni fad¢ jsou uvedeny zakladni
informace o RCSB PDB databaze. V zavéru teoretické ¢asti jsou sepsany poznatky o rodiné
halogenalkandehalogenas a nové izolovaném proteinu DgaA z bakterie Glacieocola agarily-
tica NO2.

V praktické Casti je popsano seznameni se a zvladnuti zakladnich a pokro¢ilych krystalizac-
nich metod. Pro tento Gcel byl pouzit modelovy protein lysozym a jeho krystaly byly ziskany
metodou sedici a visici kapky, mikrokrystalizaci pod olejem a volnou difzi v kapilarach.

Hlavnim cilem prace byla krystalizace proteinu DgaA z Glacieocola agarilytica NO2. Nejprve
byla ovéfena Cistota vzorku DgaA pomoci gelové SDS-PAGE elektroforézy a pomoci této
metody byla stanovena piiblizna molekulova hmotnost, ktera odpovidala 33 kDa. Bylo proka-
zano, ze Cistota vzorku je vhodna pro dalsi experimenty. Byla provedena krystalizace pomoci
metody sedici kapky, pfi teploté 20°C, s pouzitim 96 raznych krystalizacnich ¢inidel. Bylo
testovano 96 riznych krystalizaénich podminek a byly nalezeny podminky vhodné pro krys-

talizaci studovaného proteinu.

Ziskané krystaly DgaA metodou sedici kapky byly testovany pomoci fyzické manipulace a
metodou absorpce barviva. Vysledky potvrdily, Ze se jedna o krystaly proteinu a ne o krystaly
soli. Optimalni podminky, které vedly ke tvorbé dostate¢né velkych krystalt pro rentgenovou
strukturni analyzu, byly shrnuty v Tab. XX. Kvalita krystal byla poté potvrzena pomoci rent-
genove difrakce v priubéhu méteni krystald na zdroji synchrotronového zafeni, kdy se podatilo

ziskat difrakéni data vhodnd Kk vyfeSeni struktury proteinu.

Naméiena difrakéni data povedou k dalsimu vyzkumu, ktery bude zaméfen na objasnéni troj-
rozmérné struktury proteinu DgaA. Zarovén by mélo byt prokézano, zda protein DgaA patii

do rodiny halogenalkandehalogenas.
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VIII. Ptilohy

Informace o proteinu DgaA

aminokyselinovéa sekvence:

MTIKALRTPEERFSVLPAFPYQPNYVDDLGGYESLRMAYIDEGDKDSEY TFLCLHGEPTWSY -
LYRKMIPVFTDAGHRVVAPDLFGFGRSDKPIEDSVYNFEFHRNSLIQLIEHLDLKNIVLVCQDWGGGL
GLTIPMDMQDRFKKLIVMNTTISNGEPLAEAAVQWMAFNETISELPVAGLVACDAGAAVN-
VMDALAYDAPFPNKNYKVGVKRFPOMIPTNADDDAVKYGLRAIEFWSNEWSGESFMAIGMKDAVL
GEAAMMQLKTVIKGCPEPMKIEEAGHFVQEYGVEVAEQALASFTMIHHHHHH

geneticka sekvence:

catATEACGATCAAGGCACTGCGTACGCCAGAAGAGCGCTTCTCTGTTCTGCCT-
GCATTCCCTTATCAGCCAAACTACGTCGACGACCTGGGTGGTTACGAATCTCTGCGTATGGCATAC
ATCGACGAGGGTGACAAGGACTCTGAGTACACCTTCCTGTGTCTGCACGGTGAGCCAACTT-
GGTCTTACCTGTACCGTAAGATGATCCCGGTATTCACCGACGCAGGTCATCGTGTCGTTGCACCGG
ATCTGTTCGGTTTCGGTCGTTCTGATAAACCGATCGAGGATTCCG-
TATATAACTTCGAATTTCACCGTAACAGCCTGATCCAGCTGATCGAACACCTGGACCTGAAAAAC
ATCGTGCTGGTCTGCCAGGACTGGGGCGGTGGTCTGGGTCTGACTATCCCGATGGATAT-
GCAGGATCGTTTCAAAAAACTGATCGTGATGAACACCACCATCAGCAACGGCGAACCGCTGGCTG
AAGCAGCTGTGCAGTGGATGGCTTTCAACGAAACCATTTCCGAACTGCCGGTGGCAGGTCT-
GGTTGCTTGTGATGCTGGTGCTGCTGTTAACGTTATGGACGCTCTGGCCTACGATGCCCCGTTCCC
GAACAAAAATTACAAAGTAGGCGTTAAACGCTTCCCGCAGATGA-
TTCCGACTAACGCGGACGATGATGCGGTAAAATATGGCCTGCGCGCCATTGAATTTTGGTCCAAT
GAATGGAGCGGCGAGAGCTTTATGGCGATTGGCATGAAAGACGCGGTTCT-
GGGCGAAGCGGCCATGATGCAACTGAAAACCGTTATCAAAGGCTGCCCGGAACCGATGAAAATT
GAAGAAGCGGGCCACTTTGTTCAGGAATATGGCGTGGAAGTGGCGGAACAAGCGCTGGCG-
TCCTTTACCATGATTCATCACCATCACCACCACiBlagatcc

cat ATG Ndel restriction site

ggatcc BamHlI restriction site
START KODON

STOP KODON

pocet aminokyselin: 307

pocet nukleotidui: 924
molekulova hmotnost: 34491.41Da

teoreticky izoelektricky bod: 4.94
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Seznam a obsah pouzitych krystaliza¢nich ¢inidel pro krystalizaci DgaA

g
g
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Salt

None
None
None
None
None
None
None
None
None

. None
. None

None
None
None
None
None
None

None

None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. 0.1 M Sodium chioride
. 0.8 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
. 1.0 M Ammonium sulfate
. 1.1 M Sodium malonate pH 7.0
. 1.0 M Succinic acid pH 7.0
. 1.0 M Ammonium sulfate

. 15% viv Tacsimate™ pH 7.0
. None
. None

None
None

. None
. None
. None

None
None
None
None

. 0.2 M Calcium chioride dihydrate

=
g

OCONOWIA®N LA

Buffer ¢

0.1 M Citric acid pH 3.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5
0.1 MBIS-TRISpH 5.5

0.1 MBIS-TRISpH 6.5

0.1 MHEPES pH75

0.1 M Tris pH 8.5

0.1 M Citric acid pH 3.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5
0.1 MBIS-TRISpH 5.5

0.1 MBIS-TRIS pH 6.5

. 0.1MHEPESpH75

0.1 MTris pH 8.5

0.1 MBIS-TRIS pH 5.5
0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MTris pH 8.5

None - pH 5.6

None - pH 6.9

" None-pH 8.2

. 0.1 MHEPESpH 7.5

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. 0.1 MBIS-TRISpH 6.5
. 0.1 MTrispH85

. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5

0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 M HEPES pH 7.0
0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 MHEPES pH 7.0
None .

0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 M Citric acid pH 3.5
0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5
0.1 MBIS-TRIS pH 5.5
0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 M Tris pH 8.5

. 0.1MBIS-TRISpH 6.5
. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5
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Precipitant

2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
3.0 M Sodium chloride
3.0 M Sodium chioride
3.0 M Sodium chioride

. 3.0 M Sodium chloride
. 3.0 M Sodium chloride

3.0 M Sodium chloride

0.3 M Magnesium formate dihydrate

0.5 M Magnesium formate dihydrate

0.5 M Magnesium formate dihydrate

0.3 M Magnesium formate dihydrate

1.26 M Sodium phosphate monobasic monohydrate
0.14 M Potassium phosphate dibasic

0.49 M Sodium phosphate monobasic monohydrate
0.91 M Potassium phosphate dibasic

0.056 M Sedium phosphate monobasic monohydrate
1.344 M Potassium phosphate dibasic

. 1.4 M Sodium citrate tribasic dihydrate

. 1.8 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0

. 0.8 M Succinic acid pH 7.0

. 2.1 M DL-Malic acid pH 7.0

. 2.8 M Sodium acetate trihydrate pH 7.0

. 3.5 M Sodium formate pH 7.0

. 1.1 M Ammonium tartrate dibasic pH 7.0

. 2.4 M Sodium malonate pH 7.0

. 35% v/v Tacsimate™ pH 7.0

. 60% v/v Tacsimate™ pH 7.0

. 1.5 M Ammonium sulfate

. 0.5% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 5,000
. 1% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 0.5% viv Jeffamine® ED-2001 pH 7.0

. 1% wiv Polyethylene glycol monomethy! ether 2,000
. 0.5% wiv Polyethylene glycol 8,000

. 2% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 25% wiv Polyethylene glycol 1,500

. 30% v/v Jeffamine® M-600@ pH 7.0

30% viv Jeffamine® ED-2001 pH 7.0
25% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 25% wiv Polyethylene glvcol 3.350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350 )
20% wh Polyethylene glycol monomethyl ether 5,000
28% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000
45% ViV (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol



Tube

Salt

. 0.2 M Calcium chloride dihydrate
. 0.2 M Ammonium acetate

51. 0.2 M Ammonium acetate

. 0.2 M Ammonium acetate

. 0.2 M Ammonium acetate

. 0.05 M Calcium chloride dihydrate

. 0.05 M Magnesium chloride hexahydrate

0.2 M Potassium chloride
0.05 M Ammonium sulfate

. None

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

. 0.2 M L-Proline

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

. 0.005 M Cobalt(|l) chloride hexahydrate

0.005 M Nickel(ll) chloride hexahydrate
0.005 M Cadmium chloride hydrate
0.005 M Magnesium chioride hexahydrate

. 0.1 M Ammonium acetate
. 0.2 M Ammonium sulfate
. 0.2 M Ammonium sulfate
. 0.2 M Ammonium sulfate
. 0.2 M Ammonium sulfate
. 0.2 M Sodium chloride

. 0.2 M Sodium chloride

0.2 M Sodium chloride

. 0.2 M Sodium chloride

0.2 M Lithium sulfate monohydrate

. 0.2 M Lithium sulfate monohydrate

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

. 0.2 M Ammonium acetate

. 0.2 M Ammonium acefate

. 0.2 M Ammonium acetate

. 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate
. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
. 0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
. 0.2 M Sodium malonate pH 7.0

. 0.2 M Ammonium citrate fribasic pH7.0
. 0.1 M Succinic acid pH 7.0

0.2 ivi Sodium formate

. 0.15 M DL-Malic acid pH 7.0

0.1 M Magnesium formate dihydrate

. 0.05M Zinc acetate dihydrate

. 0.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate
. 0.1 M Potassium thiocyanate

. 0.15 M Potassium bromide

Tube

Buffer ¢

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

. 0.1 MTris pH 8.5

. 0.1MBIS-TRISpH 6.5
. 0.1MHEPESpH7.5

. 0.05MHEPESpH7.5
. 0.05MBIS-TRIS pH 6.5
. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
. 0.1MHEPES pH7.5

. 0.1 MTris pH 8.5

. 0.1MHEPESpH75

0.1 MTris pH 8.5

. 0.1MHEPESPH7.0
. 0.1MHEPES pH7.5

. 0.1MBIS-TRISpH 5.5
. 0.1 MBIS-TRISpH 5.5
. 0.1MBIS-TRISpH 6.5
. 0.1 MHEPES pH7.5

. 0.1MTrispH8.5

. 0.1MBIS-TRISpH5.5"
. 0.1MBIS-TRIS pH 6.5
. 0.1MHEPES pH7.5

. 0.1MTris pH 8.5

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

. 0.1MTrispH 8.5

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

. 0.1MTris pH 8.5

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

. 0.1MTris pH 8.5

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None

. None
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Precipitant

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

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

. 35% viv Pentaerythritol propoxylate (5/4 PO/OH)

. 30% v/v Pentaerythritol ethoxylate (15/4 EO/OH)

. 45% viv Polypropylene glycol P 400

. 22% wiv Poly(acrylic acid sodium salt) 5,100

. 20% wiv Polyvinylpyrrolidone K 15

. 10% wiv Polyethylene glycol 3,350

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

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

. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wliv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv-Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polysthylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 25% wiv Polyethylene giycol 3,350
. 20% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 20% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 20% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 15% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 20% whv Polyethylene glycol 3,350
. 20% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 15% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 20% wiv Polyethylene glycol 3,350
. 20% wiv-Polyethylene glycol 3,350
. 30% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000
. 30% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000



IX. Seznam zkratek

aminokyseliny:

Ala (A) - alanin

Arg (R) - arginin

Asn (N) - asparagin

Asp (D) - kyselina asparagova
Cys (C) - cystein

GIn (Q) - glutamin

Glu (E) - kyselina glutamova
Gly (G) - glycin

His (H) - histidin

lle (1) - izoleucin

Leu (L) - leucin

nukleové baze:
A - adenin

C - cytosin

dalSi zkratky:
PEG - polyethylenglykol

Lys (K) - lysin

Met (M) - methionin
Phe (F) - fenylalanin
Pro (P) - prolin

Ser (S) - serin

Thr (T) - threonin
Trp (W) - tryptofan
Tyr (Y) - tyroxin
Val (V) - valin

Pyl (O) - pyrolysin
Sec (U) — selenocystein

G - guanin
T —thymin

MPD — 2 — methyl — 2, 4 - pentandiol

BMCD - Biological Macromolecule Crystallization Database

SDS — PADE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
RCSB PDB -, Protein Data Bank®, online databaze makromolekularnich struktur
NMR — nuklearni magneticka resonance

PCB — polychlorované bifenyly

TCE - 1,3,5-trichlorbenzen

SDS - dodecylsiran sodny

HEPES - 2- (4- (2-hydroxyethyl) -1-piperazinyl) ethansulfonova kyselina

LB — Luria-Bertani media

IPTG — izopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranoid

Ni-NTA — Ni-nitrilotrioctova kyselina

70



	2.2.1. Princip krystalizace
	2.2.2. Krystalizace proteinu

