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1. Uvod

Proteinova krystalografie je jeden z klicovych oborii strukturni biologie. Zamétuje se
na ur¢ovani prostorové struktury proteinti s vyuzitim rentgenového (RTG) zarfeni. Proteiny
slouzi v téle zivych organismu jako funk¢ni nebo strukturni jednotky, proto je tedy znalost
jejich struktury velmi dulezita a vede k pochopeni zptisobu, jakou funkei plni v télech téchto
organismil. Také existuji moznosti jejich nasledné upravy s cilem zménit ¢i ovlivnit ¢innost
danych proteinti. Informace ziskané pomoci rentgenové krystalografie slouzi také k boji proti

nemocem, jako jsou rakovina nebo AIDS.

Krystalizace proteini se zabyva nalezenim nejvhodnéjSich podminek pro rast
monokrystali. Aby mohly byt krystaly pouzity pro RTG difrakci, musi byt vhodné
ptfipraveny. Nutnou podminkou je, aby byly kvalitni a neobsahovaly zddné defekty. Jelikoz
je krystalizace ovlivnéna mnoha faktory, je ziskani vhodnych krystali velmi dlouha a

naroc¢na ¢ast v procesu urceni struktury proteind.

Teoretickd cast prace popisuje princip krystalizace; faktory, které tento proces
ovliviuyji; struény prehled metod vyuzivanych pro krystalizaci; zékladni informace o
halogenalkandehalogenasach a o studované halogenalkandehalogenase DbeAwt

z Bradyrhizobium elkanii USDA94 a jeji mutantni formé DbeA3.

Prakticka €ast prace se zabyva zdkladnimi krystalizaénimi metodami aplikovanymi

na proteiny DbeAwt a DbeAS3.

V zavérecné fazi jsou zpracovana difrakcéni data proteini DbeAwt a DbeA3, ktera
umozni urceni struktury, vysledky krystalizace, vysledky testovani pfipravenych krystali a

porovnani podminek pro krystalizaci proteinit DbeAwt a DbeA3.
Cilem prace bylo

- Osvojit si zdkladni a pokrocilé krystalizacni metody pro krystalizace proteinti

- Nalézt a optimalizovat krystalizacni podminky pro pfipravu proteinovych krystalt
- Pfipravit krystaly studovanych proteinli DbeAwt a DbeA3 v difrakéni kvalité

- Porovnat krystaliza¢ni podminky pro vznik krystali DbeAwt a DbeA3

- Otestovat ptipravené krystaly a pokusit se ziskat difrak¢ni data



2. Literarni prehled

2.1. Uvod do proteinové krystalizace

Krystalizace je proces, ktery se sklddd z hledani podminek a parametri, které
ovlivituji vznik krystalti. Nasledna optimalizace vede k ziskdni dostatecné kvalitnich

monokrystalii vhodnych pro rentgenovou strukturni analyzu.

Vznik krystalt je vSak ovliviilovan mnoha faktory. Témi jsou naptiklad pH, teplota,
koncentrace jednotlivych slozek roztokii. Nalezeni optimalnich podminek je velmi naro¢ny a
zdlouhavy proces, jelikoZ mald zména v podminkdch muize velmi vyrazn€ ovlivnit rlst

krystalti. Mize dojit k denaturaci proteinu ¢i k degradaci krystalu.

Za rust krystalli oznacujeme proces, pii kterém dochédzi k fazové zméné kapaliny
resp. plynu na pevnou latku. Nutnymi podminkami pro rist krystall jsou pfesyceni roztoku a
teplotni gradient. Pfesyceni roztoku zodpovidad za precipitaci a vytvoreni stabilnich jader,

teplotni gradient ma vliv na kondenzaci kapaliny ¢i na kondenzaci molekul z plynu.

Tvorba krystalil se sklada ze tii fazi, t€émi jsou nukleace, rust krystalli a posledni fazi

je ukonceni rustu krystala.

Pti nukleaci dochéazi ke kontaktu molekul, ionti. Aby mohlo dojit ke kontaktu, musi
byt Castice vhodné orientovany. Poté musi molekuly pfekonat energetickou bariéru, aby
vytvofili periodicky uspofadany agregat dostatecné velikosti, ktery je dostatecné stabilni.

Tim vznika precipitat nebo submikroskopické krystalické jadro.

V prubéhu druhé faze, tedy rustu krystalli, dochdzi k interakci molekul, iontd
s povrchem jadra, kde dojde k jejich uspotfadani. Rust krystalli zavisi na rychlosti diftize
molekul v oblasti, kde roste krystal a rychlosti, kterou se od¢erpava pevna faze z roztoku.
Pokud je rychlost od€erpavani pevné faze z roztoku nizk4, nedochéazi k tvorbé krystalickych
jader. Krystaly tedy vilbec nerostou nebo rostou pfili§ pomalu. V opacném piipadé, kdy je
rychlost od¢erpavani vysokd, dochazi ke vzniku mnoha malych krystalickych jader a rist
krystal je extrémné rychly. Takové krystaly jsou vSak velmi malé s mnoha defekty.
V idealnim piipad¢ vnikd mens$i mnozstvi stabilnich krystalickych jader, z kterych poté

rostou krystaly volnou rychlosti. Takovéto krystaly jsou dostatecné velké a bez defektt.

Posledni fazi je zastaveni rlstu krystald. Zde dochézi k zvétSovani malych krystal az

do zastaveni jejich ristu, kdy mohou vzniknout vhodné ,,vzorky* pro rentgenovou strukturni



analyzu. Muze vSak dochazet i ke vzniku obrovského mnozstvi malych mikrokrystalti nebo
ke vzniku velkych multikrystalickych agregati. Pokud dojde k vytvoreni nekrystalického
gelu, amorfniho pudru nebo roztok ziistane Ciry, nemohou byt ziskdna zaddnd data (Kuta

Smatanova, 2003).

2.2. Princip krystalizace

Pro lepsi objasnéni zptisobu vzniku krystalickych jader a jejich nasledného ristu lze
pouzit fazovy diagram, zndzornény na Obr. 1. Diagram je v podstaté¢ 2D graf, ktery
znazoriuje rozpustnost proteinu v zavislosti na parametru roztoku, napiiklad na koncentraci
srazeciho ¢inidla. Diagram lze rozdélit na dvé oblasti pomoci kiivky rozpustnosti. Jednou
Z oblasti je nenasyceny stav, kdy je vSechen protein rozpustén v roztoku a tedy nemuize dojit
ke krystalizaci. Druha oblast se sklada z dalSich tfi podoblasti, které jsou od sebe odd€leny
na zaklad¢ supersaturace (= presyceni roztoku). V metastabilni oblasti neboli oblasti niz§iho
pfesyceni, dochdzi k podpofe rustu krystall, bohuzel nedochazi ke spontanni nukleaci.
K nukleaci by dochéazelo pouze pifi zavedeni c¢astic do vzorku nebo pokud by byla
indukovana vibracemi. Velikost této zény zavisi na rozpustnosti proteinu, pokud je
rozpustnost proteinu nizsi, je zéna vétsi. Dalsi oblasti je labilni oblast, oblast stfedniho
pfesyceni. V této casti dochazi k nukleaci a rlstu krystall. Ve tfeti oblasti, tedy
Vv precipitaéni oblasti (oblast velkého piesyceni), se vytvaii amorfni agregaty (Asherie,

2004).

oblast srazeni

labilni oblast

kitvka srazeni

metastabilni oblast

koncentrace proteinu

nenasycena oblast " :
i kitvka rozpustnosti

koncentrace krystaliza¢niho ¢inidla

Obr. 1: Fazovy diagram.



2.3. Test pred krystalizaci

Pted zapocetim krystalizace je vhodné provést pre-krystalizacni test. Cilem testu je
stanoveni vhodné koncentrace proteinového vzorku. Pro krystalizaci je velmi dulezité, aby
byla hodnota koncentrace vzorku co nejvyssi, a tim mohlo dojit ke vzniku sraZenin.
V ptipadé nizké koncentrace proteinu ke vzniku sraZenin nedojde, zlistanou jen ¢iré kapky.
Uskute¢nénim testu pred krystalizaci dochazi k minimalizaci vyskytu Cirych kapek, ¢imz se
zvySuje procento uspeésnosti pfi vzniku vhodnych krystalii pro naslednou rentgenovou

difrak¢ni analyzu (katalog Hampton Research, 2015).

Spole¢nost Hampton Research (USA) poskytuje sadu 4 unikétnich ¢inidel nazvanou
PCT. Pomoci této sady lze ur¢it vhodné podminky pro dany protein. Nejprve se pomoci
prvnich dvou c¢inidel zjisti, zda je protein ve vyhovujici koncentraci a vhodny pro
krystalizaci. Zbyla dvé ¢inidla se vyuzivaji, pokud je protein citlivy na koncentraci soli a
polymeru. Po vysledku tohoto testu miize byt potieba vyuzit dalsi testy, kterymi jsou napf.
dynamicky rozptyl svétla nebo gelova elektroforéza (katalog Hampton Research, 2015).

2.4. Krystaliza¢ni metody

Pro krystalizaci proteinu lze vyuzit mnoho riznych krystaliza¢nich technik. Nejvice
vyuzivana technika je zaloZena na difuzi par. Pii této technice se malé mnozstvi proteinu
(obvykle 2-10 pl) smicha se stejnym nebo podobnym mnozstvim krystaliza¢niho c¢inidla
(stl, srazeci ¢inidlo, pufr) a nanese se na kryci sklicko. Sklickem se poté piikryje reservoar,
ktery obsahuje 500-1000 pl krystaliza¢niho roztoku. Rozdil mezi koncentraci kapky a

roztokem v reservoaru vede cely systém k dosaZeni rovnovahy pomoci diftze.

V idedlnim piipadé€, kdy je proteinovy roztok presyceny, se krystaly zacnou tvofit
thned, jak jsou proteinovy 1 srazeci roztok v reservoaru blizko dosazeni rovnovéahy

(Bergfors, 1999).
Tuto techniku lze rozdé¢lit na dal§i metody a to podle umisténi kapky.

2.4.1. Hanging drop

Metoda ,,hanging drop®, neboli metoda visici kapky, je vyuzivana ptfedevS§im pro mensi
objemova mnozstvi. Kapka je tvofena roztokem od né€kolika ul az do 20 pl. Tvar kapky
velmi ovliviiuje miru formovani jadra a nasledny tvar krystalu, je tedy velmi dulezité, jak je

kapka nanaSena.



Principem metody je, Ze se na kryci sklicko nanese malé¢ mnozstvi proteinového roztoku,
které se smicha s podobnym mnozstvim krystalizacniho C¢inidla. Takto pfipravenym
sklickem se zakryje reservoar s danym mnozstvim krystalizacniho €inidla (Bergfors, 1999).

Poté dochazi ke krystalizaci.

Na obrazku €. 2 je znazornéno schéma metody hanging drop.

5 lepici paska nebo kryci sklicko
N kapka proteinu a
srazectho ¢inidla
"_‘_,_o—'— —\—\_,_‘_“‘
P ]
feservoar se
srazecim Cinidlem
<l L
_,_4—'-""#

Obr. 2: Schéma metody hanging drop.

2.4.2. Sitting drop

Metoda ,,sitting drop®, neboli metoda sedici kapky, je vyuZzivana, pokud je objem
veétsi nez 20 ul nebo v pfipadé, Ze se vroztocich v kapce vyskytuji detergenty nebo
organicka rozpoustédla. Jejich pfitomnost sniZzuje povrchové napéti. Kapka miize ,,sedét” na

plastovém mikromiistku nebo na sklenéné tycince.

Principem metody je, Ze se kapka proteinového roztoku s krystalizaénim ¢inidlem
nanese na sklenénou tyCinku vreservoaru a reservodr se naplni danym mnozstvim
krystaliza¢niho ¢inidla. Soustava se poté prikryje krycim sklickem nebo lepici paskou, aby

nedochézelo k vypatrovani vzorkili nebo k jejich znehodnoceni

Nevyhodou této metody je, ze za nékterych podminek napft.: pti dlouhodobém trvani
experimentu muze dojit k pokryti povrchu kapky filmem, tvofenym denaturovanym
proteinem. U metody visici kapky neni béZné, aby doSlo k pokryti kapky timto filmem.
Tento problém lze vyfesit vyuzitim metody sandwich drop (Bergfors, 1999).



Na obrazku €. 3 je znazornéno schéma metody sitting drop.

lepici péska neb
—— epici paska nebo
= kryci skhitko

kapka proteinu a
i srazectho cinidla
._,_,—'—'_'_'_'_‘_'_ —_————___
reservoar se
srazecim Cinidlem
_ﬂ_,.,—'—'_'_'_'_'_ _\_\_\_‘_‘—\—\_._\_
g“-\—\_._\_\_\_\_\—'_‘_'_‘_,_,_,—'-"’

Obr. 3: Schéma metody sitting drop.

2.4.3. Sandwich drop
Metoda ,,sandwich drop®, neboli metoda sendvicové kapky, je zaloZena na principu

sevieni kapky proteinového roztoku a krystaliza¢niho ¢inidla mezi 2 sklicka.

Tato metoda je vyuZivana jen ziidka, ale je vyhodna, jelikoZz nedochazi k vysoké
expozici na vzduchu. To ma za nésledek pomalejsi difuzi, ¢imz je zajiSténo stabilnéjsi

prostiedi pro rist krystald, nez je u metody visici nebo sedici kapky (Bergfors, 1999).

Tato metoda je vice Casové narocna nez piedeSlé metody, coZ lze povazovat za

nevyhodu. Na obrazku ¢. 4 je znazornéna metoda sandwich drop.



e " kryei skligko

srafectho ¢inidla

reservoar se srafecim

.-——'—'_'_'—_—F ]
_d-—'—'_'_'—__'_ o T
‘\-\_\_\_\___\_\_\—'_'_'____,_,_,-r

Obr. 4: Schéma sandwich drop.

cinidlem

Dalsim zpisobem jak krystalizovat protein je vyuzit krystalizace pod olejem.

2.4.4. Mikrokrystalizace pod olejem

Vyhodou této metody je nizsi spotieba vzorkl, omezeni vypafovani nebo vysychéani
vzorku a nepiesnost rozdélovani vzorku. Pfi této metod¢ se nejprve desticka rovnomérné
pokryje malou vrstvou parafinového a/nebo silikonového oleje, do jamek se pak aplikuji

kapky se vzorkem. Ptfed aplikaci kapky se smichd proteinovy roztok s krystalizatnim

¢inidlem.

Dalsi vyhodou krystalizace pod olejem je, Ze vzorek mize obsahovat detergenty a Ze

olej nereaguje s béznymi krystalizacnimi ¢inidly, napt.: se solemi, ethylenglykolem, atd.

Mezi nevyhody mozno zafadit obtiznou manipulaci s krystaly (Bergfors, 1999).

Na obrazku €. 5 je znazornéna metoda mikrokrystalizace pod olejem.
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Obr. 5: Mikrokrystalizace pod olejem.

2.4.5. Dialyza

Velmi podobnou metodou zalozenou na difuzi par je dialyza. Tato metoda vyuziva
dialyza¢ni polopropustnou membranu, ktera rozdéluje roztok proteinu a roztok srazeciho
¢inidla. Dialyzaéni polopropustnd membrana, tzv. semi-permeabilni membrana umoZiiuje
prichod malych molekul (ionty, soli, aditiva, krystaliza¢ni ¢inidla), ale neumoziuje priuchod
biologickym makromolekulam. Koncentrace proteinu se pii prubéhu krystalizace neméni,

jelikoz dochazi k pronikani sraZeciho ¢inidla do vzorku.

Pro krystalizaci se vyuZiva dialyza¢ni knoflik, do kterého se nanese vzorek proteinu.
Dialyzacni knoflik je ponofeny do roztoku sraZectho c¢inidla a s vyuZitim dialyzaéni
polopropustné membrany, se dovniti dostava krystaliza¢ni ¢inidlo nebo jiné latky s malou

molekulovou hmotnosti (katalog Hampton Research, 2015).

Tato metoda je nejvhodnéj$i pro krystalizaci makromolekul, které maji nizkou

iontovou silu, nebo v pfitomnosti té¢kavych c¢inidel, napt. pii pouziti alkoholti (Bergfors,

1999; Messerchmidt, 2007).

Na obr. 6 je znazornéno schéma dialyzy.

lepici paska nebo
kryei sklicko

— /— olej

kapka proteinu a
srazectho cinidla



—— lepici paska nebo
< kryci skliko

reservoar se
srazecim ¢inidlem

roztok proteinu
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Obr. 6:Schéma metody dialyza.

2.4.5. Pokrocilé krystaliza¢ni metody

K pokro€ilym krystalizaénim metoddm se fadi metoda volné diftuze.
Metoda volné difuze

Metoda volné difuze je zaloZena na volné difizi mezi roztokem krystalizaéniho
¢inidla a koncentrovanym roztokem proteinu. Pfi této metod€ se vyuzivaji sklenéné kapilary,
ve kterych dochazi k difzi a nasledné krystalizaci. Nejprve dojde k vytvofeni rozhrani mezi
roztoky, dale do sebe roztoky difunduji. Na rozhrani vznika vysoka supernaturace a za¢ina

tvorba nukleacnich jader. Po ustaleni rovnovahy se za¢nou formovat krystaly (Salemme,
1972).

Principem metody je, ze se kapilara naplni roztokem krystalizacniho ¢inidla. Konec
se zalepi voskem, aby nedochazelo k tniku roztoku. Druhym koncem se nanese roztok

proteinu a i ten se poté zalepi voskem.
Nevyhodou této metody je velka naro¢nost.

Na obrazku €. 7 je znazornéno schéma metody volné difuze v kapilare.



roztok proteinu krystaliza¢ni ¢inidlo

vosk

Obr. 7: Schéma metody volné difuze v kapilafe.

2.4.6. Alternativni krystaliza¢ni metody

U alternativnich krystalizacnich metod hraji dtlezitou roli rtizna aditiva, ktera se
pfidavaji k roztokiim scilem zlepSit mezimolekuldrni interakce mezi makromolekulami,
stabilizovat konformaci proteinu a zredukovat mezimolekularni interakce mezi
rozpoustédlem a makromolekulami. Jednotlivymi aditivy mohou byt kofaktory, inhibitory,
prostetické skupiny, ionty kovil, substratové skupiny nebo detergenty, ovliviujici
rozpustnost proteinu (McPherson a kol., 2011). Mezi alternativni krystaliza¢ni metody
vyuZivajici aditiva patii metoda kiiZové krystalizace. Tato metoda byla popsana Tomcovou a
Kutou Smatanovou (2006) a spociva ve vyuziti aditiv, ktera jsou umisténa ve Ctyfech
jamkach. V kazdé jamce se nachdzi nejen aditivum, ale také krystalizacni Cinidlo. V jedné
jamce je navic pfidan 1 roztok proteinu. Metodu lze vyuzit jak pro krystalizaci formou sedici

kapky, tak pro krystalizaci formou visici kapky (Nemcovi¢ova a Kuta Smatanova, 2012).

Schéma metody kiizové krystalizace vyuzivajici metody sedici kapky je na Obr. 8.
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srazecim Cinidlem
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Obr. 8: Schéma metody ktizové krystalizace. Pohled ze shora (A) a pohled z boku (B).

Lze sem také zaradit ockovaci techniky, které vedou k ziskani kvalitnéjSich a vétsich
krystalii. Tato metoda je zalozena na odd¢€leni nukleacni faze od faze rtstu krystalii. Dochazi
K vyjmuti jiz vzniklych jader krystali, které jsou poté jako krystaliza¢ni zarodky vlozeny do
nové kapky proteinového roztoku. Novy roztok neni pfesyceny a tim dochéazi k pomalejSimu

a usporadanému rastu velkych krystali (Bergfors, 1999).

Mezi ockovaci techniky patii vlasové ockovani, ockovani piibuznym krystalem a

homogenni o¢kovani, které se d¢li na makroockovani a mikroockovéani,
Vlasové ockovani

Pti této technice se vyuzivaji chlupy nebo vousy (napf. kocici), které slouzi k
zachyceni krystaliza¢nich zarodkl. Krystaliza¢ni zarodky zachycené ve vousech se prenesou
do jin¢ho proteinového roztoku. K uvolnéni zarodku dojde po pfiejeti roztoku nové kapky

vousem. Jednim vousem je mozné naockovat 3-6 kapek (Bergfors, 1999).

Princip vlasového ockovani je znazornén na Obr. 9.
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ty¢inka s chlupy

kapka proteinového
roztoku

krystaliza¢ni zarodky

ty¢inka s chlupy

novéa kapka
proteinového roztoku

krystaliza¢ni zarodek

C

Obr. 9: Princip vlasového oc¢kovani. Ty¢inka s chlupy (A), zachyceni zarodkd v chlupech

(B) a uvolnéni zarodkl v nové kapce (C).
Ockovani piibuznym Kkrystalem

V této technice dojde k pfeneseni krystaliza¢nich zarodkll proteinu do nového
roztoku podobného proteinu. Jelikoz maji proteiny podobné vlastnosti, je hledani

krystaliza¢nich podminek rychlejsi (Bergfors, 1999).
Makroockovani

Technika makroockovani spociva v ptfenosu krystali do nového proteinového roztoku.
Ptenasené krystaly maji velikost od 5 do 50 um, nejprve jsou vyjmuty z ptivodni kapky a poté

opakované¢ omyvany ve stabilizujicich roztocich, nejcastéji v krystalizatnim roztoku
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z reservoaru. Takto omyté krystaly se nasledné vkladaji do nového roztoku, aby doslo k ristu

kvalitniho krystalu. Princip makrooc¢kovani je zndzornén na Obr. 10.

[t 114
kapilara 3 piins
kapka proteinu a
/_ v L A,
srazeciho ¢inidla
kapka proteinu a
[« krystal srazectho ¢inidla
krystal
TESCIVOAr S¢ 'dl Teservoar se
L = R L= S
A — B
kapilara
nova kapka proteinu
P‘ v Y dogiity)
M a srazeciho ¢inidla
krystal
| T
TESErVoar se
srazecim Cinidlem
/___‘__ —E\
o e
C

Obr. 10: Princip makroo¢kovani. Vyjmuti krystalu z pavodni kapky (A), promyvani krystalu

Vv krystaliza¢nim roztoku v reservoaru (B) a vlozeni krystalu do nového roztoku (C).
Nevyhodou makroockovani je vysokéa narocnost (Bergfors, 1999).
Mikrooc¢kovani

Stejné jako u makroockovani dochazi k ptenosu krystali do nového proteinového
roztoku. Zde jsou vSak krystaly rozdrceny a dochazi ke vzniku fedici sady ockovacich roztokd.
Riizné koncentrace roztoku jsou napipetovany do nového roztoku proteinu. Vysledkem vhodné

koncentrace ockovaciho roztoku je vznik mensiho poc¢tu velkych krystaltt (McPherson, 1999).

Knevyhoddm lze zafadit nekontrolovatelnost poctu pienesenych mikrokrystalti

(Bergfors, 1999).
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2.5. Faktory ovliviiujici krystalizaci

Faktora, které ovliviiuji prabéh krystalizace, existuje velké mnozstvi. Tyto faktory
ovlivituji nejen tvar a velikost krystald, ale také jejich kvalitu, rychlost rustu ¢i mnozstvi
vzniklych krystald. Jiz mald zména podminek muze vést k velké zméné vlastnosti budouciho
krystalu. Jelikoz je kazdy protein jedine¢ny, dochdzi u néj k odliSnym reakcim. To je
divodem hledani vhodnych podminek pro kazdy protein zvlast, nelze tedy pouzit jeden
postup na vSechny proteiny, coz je v mnoha piipadech velmi Casové narocné¢ (Kuta

Smatanova, 2003).
Krystaliza¢ni ¢inidlo

Vybér krystalizacniho ¢inidla je velmi dilezity a musi byt vybirdn empiricky.
Jednotliva ¢inidla lze rozdélit do 4 skupin, podle mechanismu puisobeni: soli (NaCl, MgCly),
organickd rozpoustédla (ethanol, terc-butanol, glukosa, aceton, methanol), organicka
rozpoustédla tvorici polymery (polyethylenglykol) a povrchové aktivni latky (Grilliland a
kol., 1994). Hlavni funkci krystalizaéniho ¢inidla je naruSeni vazeb v proteinu a vznik
uspotradanych krystalti. Volba cinidla také zavisi na izoelektrickém bodu (pl) nebo na jeho

koncentraci (Bergfors, 1999).

Mezi nejvyuzivangj$i krystalizacni ¢inidla patfi podle Biological Macromolecule
Crystalization Database (1995) siran amonny a polyethylenglykoly (PEG) 4000-8000
(Grilliland a kol., 1994). Vyuziti PEG1 je vyhodné predevs§im proto, Ze krystalizace probiha
kratsi ¢as nez pii pouziti jinych netékavych ¢inidel (napf. soli) a miize byt pouzit nizsi rozsah

koncentrace krystaliza¢niho ¢inidla (4-18 %) (Kuta Smatanova, 2003).
Teplota

Nelze ptesné urcit, jaka teplota je pro krystalizaci proteinli tou nejlepsi. Ke
krystalizaci dochazi v teplotnim rozmezi od 0°C az do 60°C, nejcastéji se uvadi pokojova
teplota nebo teplota 4°C. NiZsi teploty jsou vhodné pro tepelné labilni proteiny, které jsou
diky nizsi teploté€ stabilizovany. Nizka teplota také zajist'uje zastaveni ristu mikroorganizmt
(Bergfors, 1999). Krystalizace pii pokojové teploté je velmi vyhodnd proto, ze nedochézi

ke zmén¢ hodnoty pH vlivem teplotnich rozdila (Kuta Smatanova, 2003).

Teplota v prabéhu krystalizace ovlivitluje pfedev§im rozpustnost proteinu.
V ptitomnosti ¢inidla s nizkou iontovou silou (napi. PEG) roste rozpustnost se zvySujici se

teplotou. V opa¢ném piipade, tedy v pritomnosti krystalizacniho ¢inidla s vysokou iontovou
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silou, se proteiny rozpousti lépe pii nizSich teplotdich (4°C) nez pii pokojové teploté

(Bergfors, 1999).
Koncentrace a pH pufru

Pufr se vyuziva k udrzeni konstantniho pH roztoku a definuje se jako smés kyseliny a

jeji konjugované baze (Bollag a kol., 1996).

Hodnota pH pufru ovliviiuje hlavné pocet a kvalitu krystalii. Pocet krystali klesa pti
snizeni hodnoty pH nebo pfi zvySeni hodnoty pH. JelikozZ mohou nékteré krystaly vznikat pfi
hodnotach pH pod 5,0 nebo nad 9,0, pouzivaji se v pocatcich Siroké rozsahy pH v kombinaci
roztoku protein-krystaliza¢ni ¢inidlo. Nejcastéji vSak proteiny krystalizuji pti hodnoté pH 7,0

(Kuta Smatanova, 2003).

V ptipadé, Ze nejsou znamé podminky, za kterych lze protein vykrystalizovat, lze

vyuzit 10 mM HEPES s hodnotou pH 7,0 nebo Tris s hodnotou pH 8,0 (Bergfors, 1999).

2.6. Testovani krystala

Pii krystalizaci proteini miize dochazet i ke vzniku nezadoucich krystalt soli. Ke
krystalizaci soli miize dochazet zejména tehdy, kdyz jsou soli smichdny s iontovymi pufry,
které obsahuji vapenaté ionty, nebo jsou smichdny s organickymi molekulami, které maji
schopnost zménit rozpustnost jednotlivych slozek krystalizaéniho roztoku. Aby nedochézelo
k zaméné krystall, vyuziva se mnoho testi. VéEtSinou jde o destruktivni metody, které lze

tedy vyuzit v pfipadech dostate¢ného mnozstvi krystald (Kuta Smatanova, 2003).
Test drcenim

Pfi testu drcenim dochazi k tomu, ze se kryci sklicko, na némz se nachazi krystal,
umisti pod stereomikroskop a poté se pomoci sklenéné kapilary krystal rozbije. Pokud dojde
jiz po slabém dotyku krystalu k jeho rozpadu na malé kousky, jedna se o krystal proteinu.
V ptipadé, Ze se krystal nerozpadne ani po vynalozeni vétsi sily, ¢i se rozpadne na malo

kousk, jedna se o krystal soli (Kuta Smatanova, 2003).

Na Obr. 11 je znazornén test drcenim.
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Obr. 11: Test drcenim. Krystaly pied testem (A) a krystaly po testu (B).

Dehydratacni test

Pti vyuziti tohoto testu se krystal vyjme pomoci kapilary z kapky a ponecha se na
vzduchu. Pokud dojde po kratké dob¢ k jeho rozpadu, jedna se o krystal proteinu. V piipadé,
7e se krystal nerozpadne a zustane neporusen, jedna se 0 krystal soli (Kutd Smatanova,

2003).
Barvici test

V piipad¢é pouziti barviciho testu se vyuziva schopnost barviva lzit (Hampton
Research, USA) difundovat do krystalu a obarvit ho. Do kapky s krystaly se pfida barvivo a
necha se pusobit. Pokud dojde k obarveni krystalu, jedna se o krystal proteinu. V ptipadé, ze
se krystal neobarvi, jedna se o krystal soli (Kuta Smatanova, 2003).

Na Obr. 12 je znazornén barvici test.

A B
Obr. 12: Barvici test. Krystaly pted testem (A) a krystaly po testu (B).
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Gelova elektroforéza

Zde dochazi k analyze rozpusténych krystalti. Pomoci tohoto testu lze zjistit 1 kvalitu
proteinu (Kuta Smatanova, 2003). Dojde k rozpusténi ziskanych krystali a nasledné se
provede SDS-PAGE elektroforéza. Krystaly proteinu se zachyti na gelu v urovni molekulové
hmotnosti pfislusného proteinu. Jedna-li se o krystaly soli, nedojde k zachyceni a roztok

projde celym gelem (katalog Hampton Research, 2015).
Rentgenova difrakéni analyza

Pfi tomto testu jsou krystaly definitivné otestovany a rozpoznany od krystali soli a to
podle naméfenych charakteristik (Kutd Smatanova, 2003). V pfipadé proteinu obsahuje
difrakéni snimek velké mnozstvi difrakei, které jsou umistény v soustfednych kruzich.

Jedna-li se o krystal soli, obsahuje snimek mnohem mensi mnozstvi difrakci (Emmer, 2007).

Na Obr. 13 je znazorné€na vzristajici spolehlivost testt.

Fvzicka manipulace (Crush test)

Dehydratace (Dehydratace)

Absorpce barviva (Dve test)

SDS-PAGE elektroforéza (SDS-PAGE electrophoresis)

Rentgenova difrak¢ni analyza (X-ray diffraction)

Obr. 13: Schéma vzrustajici spolehlivosti testt krystald.

2.7. Halogenalkandehalogenasy

2.7.1. Charakteristika halogenalkandehalogenas
Halogenalkandehalogenasy (EC 3.8.1.5) patii mezi mikrobidlni enzymy, které
vykazuji katalytickou aktivitu pro hydrolytickou pfeménu xenobiotik a toxickych

alifatickych sloucenin na ptislusné alkoholy. Jsou schopné $tépit vazbu uhlik-halogen, coz je
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kli¢ovym krokem v aerobnich mineraliza¢nich procesech mnoha halogenovanych sloucenin,

které se vyskytuji napt. v latkach znecist'ujicich zivotni prostiedi (Janssen a kol., 2005).

ey

Tyto enzymy se vyskytuji zejména v bakteriich zijicich v kontaminované pud¢, jako
je naptiklad anaerobné zijici bakterialni kmen bakterie Xanthobacter autothrophicus. Tato
bakterie vyuziva halogenové slouceniny jako zdroj uhliku a energie. HLDs nebyly nalezeny
jen v pudnich bakteriich, byly izolovany i u patogennich bakterii, ¢i u bakterii vyskytujicich
se vV moiské vodé (Jesenska a kol., 2005). Dalsi enzymy byly izolovany z rostlinnych
bakterii, které méli za nasledek vznik nadord u rostlin (Hasan a kol., 2011).
Pomoci symbiotickych bakterii, napt. z Bradirizobium elkanii USDA94 byly enzymy

ptipraveny experimentalné (Sato a kol., 2005).

Rodina halogenalkanedehalogenas je podle fylogenetické analyzy rozd€lena do tfi
podrodin nazvanych HLD-I, HLD-1l a HLD-III (Chovancova a kol., 2007). Z podrodiny
HLD-II byly doposud vyieSeny tii krystalové struktury HLDs. Jde o Rv2579 izolované
z Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mazumdar a kol., 2008), DhaA izolovanou
z Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13064 (Newman a kol., 1999) a LinB z Sphingobium
japonicum UT26 (Marek a kol., 2000).

VyfeSenim téchto krystalovych struktur bylo ukézano, ze celkové slozeni vsech
enzymi podrodiny HLD-II se v podstaté nelisi. Enzymy z této podrodiny se skladaji ze dvou
domén a to zhlavni domény a z vrchni cap domény, ktera obsahuje pentadu Asp-His-
Glu+Asn-Trp. DbjA izolovana z Bradyrhizobium japonicum USDA94 a dalsi tfi mutantni
formy DhaA byly neddvno vykrystalizovany, a jejich krystalova struktura byla deponovana
do PDB a publikovana (Sato a kol., 2007; Stsiapanava a kol., 2008, Stsiapanava a kol. 2010).

2.7.2. Struktura halogenalkandehalogenas

V soucasné dobé je znamo 17 krystalovych struktur, jejichz analyzou bylo zjisténo,
ze vSechny HLDs maji velmi podobnou strukturu. HLDs patii svou strukturou do proteinoveé
superrodiny o/ hydrolas (Janssen a kol., 2005). Tyto hydrolasy se skladaji ze dvou domén.
Z hlavni domény a z vrchni cap domény. Hlavni doména je tvofena jadrem proteinu a sklada
se z osmi centralnich B-skladanych listd. Sedm z téchto listl je slozenych paraleln€, osmy je
antiparalelni. Listy jsou olemovany a po stranach spojeny Sesti a-Sroubovicemi. Dohromady
vytvaii hydrofobni aktivni misto, které plni dehalogenaéni funkci. Sroubovitou oblasti cap
domény jsou obé domény spojeny. Cap doména je tvofena 4-5 a-Sroubovicemi spojenymi

smyckami a je flexibilni (Damborsky a kol., 2010; Otyepka a kol., 2002).
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Aktivni misto obsahuje tzv. katalytickou pentddu, sadu p€ti aminokyselin, které plni
katalytickou funkci v HLDs. Katalyticka pentada je tvofena katalytickou triddou (nukleofil,
katalytickd baze a katalytickd kyselina) a dvojici halogenid-stabilizujicich aminokyselin.
Slozeni katalytické pentady urcuje rozdil mezi jednotlivymi podrodinami HLDs. VSechny
podrodiny obsahuji stejny zaklad a to triadu Asp-His-Asp. V podrodiné HLD-I se nachazi
pétice Asp-His-Asp+Trp-Trp, u HLD-Il a HLD-III je Trp nahrazen Asn, obsahuji tedy Asp-
His-Asp+Trp-Asn. HLD-Il a HLD-III se navzajem li§i pouze enzymy, které misto Tyr
vyuzivaji Trp jako halogenid-stabilizujici reziduum (Chovancova a kol., 2007). Hlavnim

vyznamem aktivniho mista je hydrolyza HLDs (Damborsky a kol., 2010).

Aktivni misto je S okolim spojeno tunely, které hraji dulezitou roli pfi substratové
specifité. Tyto tunely vybiraji substraty, které se navaZzou do aktivniho mista a také se podili
na odchodu produktti vzniklych pfi dehalogena¢nich reakcich (Damborsky a kol., 2010).

Obr. 14 znazornuje strukturu halogenalkandehalogenas.

® Nukleofil
B Baze
A Katalyticka kyselina

4} * Halogenid stabilizujici
Kyselina

Obr. 14: Tercialni struktura halogenalkandehalogenas (Prevzato z Damborsky a kol., 2010).
Hlavni doména je znazornéna bile, cap doména Cern€. Plné symboly oznacuji aminokyseliny
katalytické pentady (nukleofil, bazi a jednu halogenid-stabilizujici aminokyselinu).
Katalytickd kyselina a druhd halogenid-stabilizujici aminokyselina, kterd se 1isi
Vv jednotlivych halogenalkandehalogenas, je oznacena prazdnymi symboly (Damborsky a

kol., 2010).
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2.7.3. Reakéni mechanismus halogenalkandehalogenas

Katalyticky mechanismus HLDs byl zkouman mnoha riznymi technikami napft. byly
provedeny krystalografické studie (Prokop a kol., 2010; Marek a kol., 2000) ¢i molekulové
modelovani (Banas a kol., 2006; Nergi a kol., 2007; Silberstein a kol., 2007). Diky struktuie
halogenalkandehalogenasy izolované z Xantobacter authrophicus kmene GJ10 byl poprvé

popsan reak¢éni mechanismus HLDs (Verschueren a kol., 1993).

Hydrolytickou dehalogenaci popisuji dva reakéni mechanismy. Jednim z nich je
bimolekularni nukleofilni substituce (Sn2). Nejprve dojde Kk nukleofilnimu ataku atomu
uhliku, ktery nese halogenovy substituent, kyslikem karbonylové skupiny Asp124. Dojde ke
vzniku kovalentniho meziproduktu, ktery je nasledné hydrolyzovan. V poslednim kroku
dochazi ke vzniku pfislusného priméarniho alkoholu, iontu vodiku a iontu halogenu

(Verscheueren a kol., 1993). Schéma reakéniho mechanismu je znazornéno na Obr. 15.

O
H, X ] /
A : i o=c
H X ! \
H )R \C_ O—C H -
] S A nz
0] O// \X ‘A O=C\ R —
O:< /< R H-O Enz H H
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Enz u Enz J R

Obr. 15: Schéma reak¢niho mechanismu bimolekularni nukleofilni substituce (Vytvotreno

v programu ChemSketch podle Damborsky a kol., 2010).

Druhym mechanismem je bazicka katalyza s molekulou vody. Na Obr. 16 je

znazornéno schéma reakéniho mechanismu.

H

X R
1
(\\’ ~Z>Enz—B+H+HOCH

Enz—B: R2 R2

Obr. 16: Schéma bazické katalyzy (Vytvoreno v programu ChemSketch podle Verschueren a
kol., 1993).

Reakéni mechanismus HLDs probiha v podstaté stejné, liSi se pouze rychlosti

Vv katalytickém cyklu. Rychlost zavisi na katalytické aktivité, kterou ovliviiuje geometrie
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aktivniho mista, slozeni katalytickych zbytkli, poCet a geometrie pfistupovych tuneld,

spojujicich aktivni misto s vnéjSim okolim (Damborsky a kol., 2010).
2.8. Protein DbeAwt a DbeA3

DbeAwt je novy enzym, ktery patii do rodiny halogenalkandehalogenas. Byl
izolovan z Bradirhizobium elkanii USDA94 (lkeda-Ohtsubo a kol., 2009) a je blizce
ptibuzny s enzymem DbjA, ktery byl izolovan z Bradirhizobium japonicum USDA110. Tyto
dva enzymy se shoduji v 71% sekvenci (Sato a kol., 2005), maji vSak rozdiln¢ biochemické
vlastnosti (Mozka a kol., 2009). DbeAwt se od DbjA 1isi mensi aktivitou a vyssi specifitou
vuci slou¢enindm obsahujici brom a jod. Déle se 1isi v teplotnim i pH profilu pfi reakci s 1-

jodohexanem (Mozka a kol., 2009).

Gen dbeA, izolovany z Bradirhyzobium elkanii USDA94 a jeho nukleotidova
sekvence byla uloZzena v DDBJ /GenBank / EMBL pod piihlaskou ¢. AB478942. C-konec
genu dbeA byl fuzovan se sekvenci kodujici hexahistidinovou znacku, coz umoznilo
purifikaci kovovou afinitni chromatografii. Rekombinantni gen dbeA ACI-Hiss (144L +
QI102H) byl syntetizovan uméle (Entelechon, Regensburg, Némecko) podle sekvence
divokého typu (wt). Syntetizovany gen byl subklonovan do expresniho vektoru pET-21b
(Novagen, Madison, USA) za pouziti restrikénich endonukledz Ndel a Xhol (Fermentas,
Burlington, Kanada) a T4 DNA ligazy (Promega, Madison, USA) (Chaloupkové a spol.,
2014).

Pro namnozeni DbeAwt a DbeA3 byla vyuzity buiiky bakterie Excherichia coli BL21
(DE3). Odpovidajici geny byly piepsany T7 RNA polymerdzou, kterd je vyjadiena
isopropyl-p-p-1-thiogalktopyranosidem (IPTG) schopnym vyvolat lac UV5 promotor.
Buniky obsahujici tyto plazmidy byly kultivovany v médiu Luria Broth pifi 37°C. Kdyz
kultura doséahla optické hustoty 0,6 pfi vinové délce 600 nm, byla exprese enzymu (pii 20°C)
indukovéna ptidani IPTG do kone¢né koncentrace 0,5 mM. Buiiky byly nésledné sklizeny a
naruseny sonikaci pomoci Soniprep 150 (Sanyo Gallenkamp PLC, Loughborough, England).
Po centrifugaci na 100 000g po dobu jedné hodiny byl sebran supernatant. Surovy extrakt
byl dale purifikovan na koloné HiTrap Chelating HP 5 ml, naplnéné ionty Ni?* (GE
Healthcare, Uppsala, Svédsko). Enzym s oznaGenym His byl vazan na pryskyfici v
pfitomnosti ekvilibraéniho pufru (20 mM pufru fosfore¢nanu draselného pH 7.5; 0,5 M
chloridu sodného; 10 mM imidazolu). Nevazané a nespecificky vazané proteiny byly vymyty

pufrem obsahujicim 37,5 mM imidazolu. Cilovy enzym byl eluovan pufrem obsahujicim 300
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mM imidazolu. Aktivni frakce byly shromazdény a dialyzovany pies 50 mM fostatovy pufr
pH 7.5 pies noc. Enzymy, z nichz oba obsahovaly C-koncovy hexahistidylovy konec, byly
pfed analyzou skladovany pfi teplot¢ 4° C v50 mM pufru fosfore¢nanu draselného

(Chaloupkova a kol., 2014).
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3. Materialy a metody

Cilem bakalaiské prace bylo nalézt krystaliza¢ni podminky a vykrystalizovat protein

DbeAwt a jeho mutantni formu DbeA3, patiici mezi halogenalkandehalogenasy.

Pro nalezeni vhodnych krystalizacnich podminek pro krystalizaci téchto proteinii
byla vybrana metoda sedici a visici kapky. Nalezené krystaliza¢ni podminky byly porovnany
a vyhodnoceny. Nasledné¢ byly krystaly proteinli testovany krystalizatnimi testy a
zaznamenam fazovy diagram. VSechny vysledky byly vyfotografovany pro pozdéjsi

vyhodnoceni.

3.1. SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE clektroforéza patii mezi biochemické metody. Vyuziva se k separaci
proteinti na zaklad¢ jejich molekularni hmotnosti. Lze ji vyuzit také k zjisténi, zda je protein

dostatecné Cisty a vhodny pro krystalizaci.

Pfed zahajenim krystalizace byla provedena SDS-PAGE elektroforéza DbeAwt a

DbeA3, s cilem zjistit, zdali jsou dostate¢né ¢isté pro naslednou krystalizaci.

Spodni separaéni gel byl pfipraven smichanim chemikalii: 4 ml 30% roztoku
akrylamidu a N,N‘-methylen-bis-akrylamidu; 2,5 ml 1,5 M Tris HCI o pH 8,8; 3,3 ml H20;
0,1ml 10% APS; 0,1 ml 10% SDS a 0,004 ml TEMED. Takto vznikly roztok se poté pomoci
automatické pipety nanesl mezi 2 sklicka v sestavené aparatuie pro SDS-PAGE

elektroforézu a nechal 30 minut polymerizovat.

Po polymerizaci spodniho gelu byl pfipraven roztok zaostfovaciho gelu a to
smichanim téchto chemikalii: 0,33 ml 30% roztoku akrylamidu a N,N°‘-methylen-bis-
akrylamidu; 0,25 ml 0,1 M Tris HCI o pH 6,8; 1,4 ml H20; 0,02ml 10% APS, 0,02 ml 10%
SDS a 0,002 ml TEMED. Takto vznikly roztok byl nanesen na spodni gel a do né¢j byl
vloZen plastovy hieben, ktery po polymerizaci gelu vytvari jamky, do kterych se nanasi
vzorky proteind. Po hodiné€ byl gel polymerizovany a hieben mohl byt vyjmut. Do jamek se

poté nanesly vzorky proteind, které se se vzorkovym pufrem smichaly takto:
1, DbeAwt: 6,5 ul destilované vody; 2,5 ul vzorkového pufru; 1 ul DbeAwt

2, DbeA3: 6,5 pl destilované vody; 2,5 pl vzorkového pufru; 1 pul DbeA3
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Vzorkovy pufr byl pfipraven z téchto chemikalii: 16 ml glycerolu; 2 g 10% SDS; 24
ml 0,5 M Tris HCI1 o pH 6,8; 0,1% bromfenolové modii a 10 ml B-merkaptoethanolu.

Nasledovné byla naplnéna elektroforetickd komora elektrodovym pufrem. Pufr byl

ptipraven smichanim 15,1 g Tris HCI; 72 g glycinu; 5g SDS a 1000 ml H2O.

Proteiny smichané se vzorkovym pufrem se zahtivaly pfti teplot¢ 65°C po dobu 15

minut.

Do prvni jamky bylo napipetovdno 10 pl standardu Unstained Protein Molecular
Weight Marker (Thermo Fisher Scientific). Standard se vyuziva jako ukazatel molekulové
hmotnosti proteini v rozmezi od 14,4 kDa do 116 kDa. Vzorky dalSich proteind se vzdy

pipetovali o objemu 10 pl a to takto:

Prvni jamka: 10 pl Standard

Druha jamka: 6,5 ul destilované vody; 2,5 ul vzorkového pufru; 1 ul DbeAwt
Tteti jamka: 6,5 pl destilované vody; 2,5 pl vzorkového pufru; 1 ul DbeA3

Poté, co byly vzorky naneseny na gel, byla aparatura pfipojena ke stejnosmérnému
elektrickému proudu o napéti 250 V po dobu 30 minut. Nésledné se gel vyjmul a byl
ponechan v nadob¢ s roztokem barviva Coomassie Brilliant Blue po celou noc. Dalsi den byl
gel promyt a poté vlozen do odbarvovaciho roztoku, ktery byl pfipraven z téchto chemikalii:
250 ml ethanolu, 350 ml kyseliny octové a 5000 ml H20. Gel byl po n¢kolika hodinach

vyjmut a poté vyfotografovan pro vyhodnoceni.

3.2. Krystalizace DbeAwt

3.2.1. Priprava Kkrystaliza¢niho roztoku

Pro krystalizaci proteinu DbeAwt byly pro ptipravu 100 ml krystaliza¢niho roztoku
vyuzity tyto chemikalie: 1,576 g 100 mM Tris HCI pH 7,5; 20 g 20% PEG 4000 a 2,373 g
150 mM octanu vapenatého. Jednotlivé navazky byly pfedem vypocteny vyuzitim molarnich

hmotnosti jednotlivych latek.

1,576 g 100 mM Tris HCI bylo rozpusténo v 70 ml destilované vody, pH bylo
upraveno pomoci roztoku NaOH na hodnotu 7,5. Nakonec byl roztok doplnén destilovanou
vodou do 100 ml. Nasledn¢ bylo navazeno 2,373 g 150 mM octanu vapenatého. Ten byl

rozpustén v Casti vzniklého roztoku Tris HCI. K tomuto roztoku bylo pfidano 20 g 20%
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PEG 4000 a vse bylo nasledné michdno na elektrick¢ michacce. Po rozpusténi byl roztok

doplnén Tris HCI do 100 ml.

3.2.2. Naredéni proteinu DbeAwt
Koncentrace roztoku proteinu byla pii hledani optiméalnich podminek nékolikrat
zménéna. Roztok proteinu o piivodni koncentraci 10,45 mg/ml, byl fedén roztokem pufru

100 mM Tris HCI pH 7,5.

Protein DbeAwt byl nafedén pro metodu sedici kapky na tyto koncentrace: 4 mg/l;
4,5 mg/l; 5 mg/l; 5,5 mg/l; 6 mg/l; 7 mg/l a 8 mg/l.

Pro krystalizaci metodou visici kapky byl protein nafedén na: 2 mg/l; 3 mg/l; 5 mg/l;
8 mg/l; 9 mg/l a 10 mg/l.

3.2.3. Vlastni krystalizace proteinu DbeAwt
Pro krystalizaci proteinu byly vyuzity 2 metody. Metoda visici kapky a metoda sedici
kapky. Ob¢ metody byly pouzity pro krystalizaci pii pokojové teplote 20°C.

Metoda visici kapky

Pfi této metod¢ byl protein nafedén na koncentrace: 2 mg/l; 3 mg/l; 5 mg/l; 8 mg/l; 9
mg/l a 10 mg/l a déle bylo pouzito pfedem namichané krystaliza¢ni ¢inidlo (100 mM Tris

HCl pH 7,5; 150 mM octan véapenaty a 20% PEG 4000).

Pomér mnoZstvi roztoku krystaliza¢niho ¢inidla a roztoku proteinu byl ménén s cilem
nalezeni optimalnich podminek pro rist krystalti. V tabulce je uveden pomér mnoZstvi

roztoku proteinu : mnoZstvi krystaliza¢niho ¢inidla.
Pro krystalizaci metodou visici kapky byla pouzita jedna desticka.

Schéma krystalizacni desticky je uvedeno v Tab. 1, reservoar byl naplnén 500 pl

krystaliza¢niho Cinidla.
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2 mg/ml

3 mg/ml

5 mg/ml

8 mg/ml

9 mg/ml

10 mg/m

DbeAwt 3:2 3:2 1:2 1:2 1:2 1:2
Dbe Awt 4:1 4:1 4:1 3:1 3:1 3:1
DbeAwt 2:3 2:3 2:1 2:1 2:1 2:1
Dbe Awt 1:4 1:4 1:4 1:3 1:3 1:3

Tab. 1: Schéma krystaliza¢ni desticky pro protein DbeAwt, metoda visici kapky.

Metoda sedici kapky

Pfi této metod€ byl protein nafedén na koncentrace: 4 mg/l; 4,5 mg/l; 5 mg/l; 5,5

mg/l; 6 mg/l; 7 mg/l a 8 mg/l a bylo pouzito pfedem namichané krystaliza¢ni ¢inidlo (100

mM Tris HCI pH 7,5; 150 mM octan vapenaty a 20% PEG 4000).

Pomér mnozstvi roztoku krystaliza¢niho ¢inidla a roztoku proteinu byl ménén s cilem

nalezeni optimélnich podminek pro rast krystalt. V tabulkich je uvadén pomér mnoZstvi

roztoku proteinu : mnoZstvi krystaliza¢niho ¢inidla.

Pro krystalizaci metodou sedici kapky byly pouzity tfi desticky.

Mnozstvi krystaliza¢niho ¢inidla a schéma krystaliza¢ni desticky je uvedeno v Tab. 2, 3, 4.
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DbeAwt DbeAwt DbeAwt DbeAwt
300 pl 300 pl 300 pl 300 pl
1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1
4 4 55 55
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4
1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1
4,5 4,5 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4
. . . . 4 45 4 45
1:1 2:1 1:3 3:1 mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
5 5 : :
mg/ml mg/ml Lid 1:6
: : : _ 5 55 5 55
1:2 2:3 3:2 1:4 mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

Tab. 2: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky pro protein DbeAwt, metoda sedici kapky.
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Dbe Awt Dbe Awt Dbe Awt Dbe Awt
400 pl 400 pl 400 pl 400 pl
1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1
4 4 5,5 5,5
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4
1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1
4,5 4,5 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4
1:1] | 2:1 1:3 | | 3:1|  amgm| [ o famgmi| | S
5 5 : _
mg/ml mg/ml L3 Dot
1:2] |2:3 3:2 | | 14| fsmomi| | o] fsmomi| | 0

Tab. 3: Schéma krystaliza¢ni desticky pro protein DbeAwt, metoda sedici kapky.
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Dbe Awt Dbe Awt Dbe Awt Dbe Awt

300 wl 300 wl 300 w 300 w
4:1 5:1 4:1 5:1 4:1 5:1 4:1 5:1
2 3,5 5 6,5
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 6:1 7:1 6:1 7:1
4:1 5:1 4:1 5:1 4:1 5:1 2:1 2:1

2,5 4 55
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1
4:1 5:1 4:1 5:1 4:1 5:1 2:1 2:1
3 4,5 6 8
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1

Tab. 4: Schéma krystaliza¢ni desticky pro protein DbeAwt, metoda sedici kapky.

3.3. Krystalizace DbeA3

3.3.1. Pfiprava krystaliza¢niho roztoku

Pro krystalizaci mutantni formy proteinu DbeA3 bylo pouZito stejné krystalizacni Cinidlo
jako v ptipad¢ krystalizace proteinu DbeAwt. Roztok byl piipraven z 1,576 g 100 mM Tris
HCl pH 7,5; 20 g 20% PEG 4000 a 2,373 g 150 mM octanu vapenatého.

3.3.2. Naredéni proteinu DbeA3

Koncentrace roztoku byla pfi hledani optimalnich podminek nékolikrdt zménéna.
Roztok proteinu o pivodni koncentraci 13,2 mg/ml, byl fedén roztokem 100 mM Tris HCl
pH 7,5. Jednotlivé koncentrace proteinu jsou uvedeny v tabulkdch vlastni krystalizace

proteinu.

Protein DbeA3 byl nafedén pro metodu sedici kapky na tyto koncentrace: 4 mg/l; 4,5
mg/l; 5 mg/l; 5,5 mg/l; 6 mg/l a 6,5 mg/l.
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Pro krystalizaci metodou visici kapky byl protein natedén takto: 2 mg/l; 3 mg/l; 5
mg/l; 10 mg/l; 12 mg/l a 13 mg/I.

3.3.3. Vlastni krystalizace DbeA3
Pro krystalizaci proteinu DbeA3 byla pouzita metoda visici a metoda sedici kapky.

Ob¢ metody byly pouzity pro krystalizaci pii pokojové teploté 20°C.
Metoda visici kapky

Pro krystalizaci metodou visici kapky byly pouzity tyto koncentrace proteinu: 2 mg/l;
3 mg/l; 5 mg/l; 10 mg/l; 12 mg/l a 13 mg/l. Déale bylo pouzito namichané krystaliza¢ni
¢inidlo (100 mM Tris HCI pH 7,5; 150 mM octan véapenaty a 20% PEG 4000).

Pomér mnozstvi roztoku krystaliza¢niho ¢inidla a roztoku proteinu byl ménén s cilem
nalezeni optimalnich podminek pro rist krystald. V tabulkach je uvadén pomér mnoZzstvi

roztoku proteinu : mnozstvi krystalizac¢niho ¢inidla.
Pro krystalizaci vyuZivajici tuto metodu byla pouzita jedna desticka.

Schéma krystaliza¢ni desticky je uvedeno v Tab. 5, reservoar obsahoval 500 pl

krystaliza¢niho ¢inidla.

2mgml [ 3mgml | Smg/ml | 10 myml | 12 mg/ml | 13 mg/ml

DheA3 3:2 3:2 1:2 1:2 1:2 1:2

DheA3 5:1 5:1 4:1 3:1 3:1 3:1

DheA3 2:3 2:3 2:1 2:1 2:1 2:1

DheA3 1:5 1:5 1:4 1:3 1:3 1:3

Tab. 5: Schéma krystaliza¢ni desticky pro protein DbeA3, metoda visici kapky.

30




mg/l; 4,5 mg/l; 5 mg/l; 5,5 mg/l; 6 mg/l a 6,5 mg/l a bylo pouzito namichané krystalizacni

Pro krystalizaci metodou sedici kapky byly pouzity tyto koncentrace proteinu: 4

Metoda sedici kapky

¢inidlo (100 mM Tris HCI pH 7,5; 150 mM octan véapenaty a 20% PEG 4000).

nalezeni optimalnich podminek pro rtst krystalt. V tabulkach je uvadén pomér mnozstvi

Pomér mnozstvi roztoku krystaliza¢niho ¢inidla a roztoku proteinu byl ménén s cilem

roztoku proteinu : mnozstvi krystaliza¢niho ¢inidla.

Mnozstvi krystalizaéniho roztoku v reservoaru a schéma krystalizacni desticky je uvedeno

Pro krystalizaci vyuzivajici tuto metodu byly pouzity tfi krystaliza¢ni desticky.

v Tab. 6, 7, 8.

DbeA3 DbeA3 DbeA3 DbeA3
300 pl 300 pl 300 pl 300 pl
1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1
4 4 5,5 5,5
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3
1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1

45 45 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3
. . . . 4 4,5 4 45
1:3 3:1 1:1 2:1 mgiml mgml mg/ml mgml
5 5 : :
mg/ml mg/ml 139 1:6
) ) ) i 5 55 5 5,5
3:2 1:4 1:2 2:3 mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

Tab. 6: Schéma krystaliza¢ni desticky pro protein DbeA3, metoda sedici kapky.
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DbeA3 DbeA3 DbeA3 DbeA3
400 pl 400 pl 400 pl 400 pl
1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1
4 4 55 55
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3
1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1
4,5 4,5 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3
1:3] | 3:1 11| f2:n | famgmi | Bl Jamgmt] | B
5 5 _ :
mg/ml mg/ml LR =
3:2 | | 14| 12| | 23] fsmomi| | ool fsmomi| |

Tab. 7: Schéma krystaliza¢ni desticky pro protein DbeA3, metoda sedici kapky.
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DbeA3 DbeA3 DbeA3 DbeA3

300 pl 300 pl 300 pl 300 pl
4:1 5:1 4:1 5:1 3:1 3:1 3:1 3:1
4 55 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1 3:1 3:1
4:1 5:1 4:1 5:1 3:1 3:1 3:1 3:1
4,5 6 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1 3:1 3:1
4:1 5:1 4:1 5:1 3:1 3:1 3:1 3:1
5 6,5 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1 3:1 3:1

Tab. 8: Schéma krystaliza¢ni desti¢ky pro protein DbeA3, metoda sedici kapky.

3.4. Testovani vzniklych krystali

Vzniklé krystaly byly testovany s cilem ovéftit, Ze se jednd o krystaly piisluSného

proteinu a ze nedoslo ke vzniku krystalt soli.

3.4.1. Test drcenim

Vzniklé krystaly byly testovany drcenim pod mikroskopem. V ptipadé pfitomnosti
krystali proteinu dojde k rozpadu krystalu jiz po slabém dotyku. Pokud by byl pfitomen
krystal soli, nedoslo by k rozpadnuti krystalu, musela by byt vynaloZena vétsi sila. Vysledek

testu drcenim byl vyfotografovan pro nésledujici vyhodnoceni.

3.4.2. Barvici test
Pro barvici test bylo pouzito barvivo JBS Deep Purple (Hampton Research, USA).

33



Do desticky s krystaly byl piidan 1 pl barviva. Barvivo se nechalo hodinu pusobit,
aby doslo k obarveni krystali. V piipadé, Zze by se krystaly neobarvily, jednalo by se o
krystaly soli. Vysledek barviciho testu byl vyfotografovan pro nasledujici vyhodnoceni.

3.5. Difrake¢ni data

Vzniklé krystaly proteini DbeAwt a DbeA3 byly otestovany rentgenovou difrakeni
analyzou na synchrotronu BESSY-II, ktery je provozovany Helmholtz-Zetrum Berlin
(Berlin-Adlershof, Némecko).
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4. Vysledky

V této Casti bakalarské prace jsou shrnuty vysledky provedenych experimentii, konkrétné:
SDS-PAGE elektroforéza, krystalizacni experimenty, srovnani podminek pro krystalizaci

proteini DbeAwt a DbeA3, testovani vzniklych krystalii a RTG difrakce proteint.

Pribéh prace a vysledky byly zaznamenavany fotodokumentaci pomoci fotoaparatu

Olympus (Olympus, Praha), ktery byl pfipevnén na mikroskop SZX9 se zvétsenim 450x.

4.1. Vysledky SDS-PAGE elektroforézy

Pomoci SDS-PAGE elektroforézy bylo prokazano, ze studované proteiny jsou

dostatecné ¢isté a lze je pouzit pro nasledné krystalizacni experimenty.

Soucasné¢ doslo ke stanoveni jejich molekuldrni hmotnosti a to pomoci srovnani
hodnot se standardem. Hodnota molekuldrni hmotnosti DbeAwt byla pfiblizn¢ 34 kDa a

hodnota molekularni hmotnosti DbeA3 byla ptiblizné¢ 34 kDa. Vysledek SDS-PAGE
elektroforézy je na Obr. 17.
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Obr. 17: Vysledek SDS-PAGE elektroforézy (sloupec 1: stupnice pro standard
Vv jednotkach kDa, sloupec 2: standard, sloupec 3: vzorek DbeAwt, sloupec 4: vzorek
DbeA3).

36



4.2. Vysledky krystalizace proteinu DbeAwt
Vysledky metody visici kapky

Ke krystalizaci proteinu metodou visici kapky byla vyuzita jedna krystaliza¢ni
desticka. Pti této metodé byl roztok proteinu DbeAwt nafedén na koncentrace: 2 mg/l; 3
mg/l; 5 mg/l; 8 mg/l; 9 mg/l a 10 mg/l, avSak ani v jednom piipadé¢ nedoslo ke vzniku
krystal. V pfipad¢ vysoké koncentrace 9 mg/l a 10 mg/l doslo k precipitaci vzorku. Aby

nedoslo k dalsi precipitaci, byl roztok proteinu déle fedén na nizsi hodnoty koncentrace.

V piipadé vyuziti metody visici kapky nebyly ziskany krystaly pro naslednou

rentgenovou difrakci.
Vysledky metody sedici kapky

Pro krystalizaci proteinu DbeAwt metodou sedici kapky byly pouzity tfi krystaliza¢ni
desticky. Pii této metod¢ byl roztok proteinu natedén na koncentrace: 4 mg/l; 4,5 mg/l; 5

mg/l; 5,5 mg/l; 6 mg/l; 7 mg/l a 8 mg/l.

Krystaly, které¢ byly vhodné pro rentgenovou difrakéni analyzu, vznikly za podminek
zvyraznénych zluté v Tab. 9, 10, 11
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DbeAwt Dbe Awt DbeAwt DbeAwt
300 300 300 ul 300
1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1
4 4 5,5 9,9
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4
1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1
4,5 4,5 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3 3.2 1:4
: . , _ 4 45 4 45
1:1 2:1 1:3 3:1 mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
mg/ml mg/ml Lio 1:6
: . , _ 5 55 5 55
1:2 2:3 3:2 1:4 mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

Tab. 9: Vysledky krystaliza¢ni desti¢ky pro protein DbeAwt, metoda sedici kapky.
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DbeAwt Dbe Awt Dbe Awt Dbe Awt
400 pl 400 pl 400 ul 400 pl
1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1
4 4 55 5,9
mg/mi mg/ml mg/ml mg/ml
1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4
1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1

4,5 4,5
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4
1:1] | 2:1 1:3 | [ 3:1| famgmi| | 0L amgmi| | S
5 5 : :
mg/ml mg/ml L: 1:6
1:2 | | 2:3 3:2 | [ 14| [smomi| | oo smm| | o

Tab. 10: Vysledky krystalizacni desticky pro protein DbeAwt, metoda sedici kapky.
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Dbe Awt Dbe Awt DbeAwt Dbe Awt

300 pl 300 pl 300 pl 300 pl
4:1 5:1 4:1 5:1 4:1 5:1 4:1 5:1
2 3,5 6,5
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 6:1 7:1 6:1 7:1
4:1 5:1 4:1 5:1 4:1 5:1 2:1 2:1
2,5 4 55 7
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1
4:1 5:1 4:1 5:1 4:1 5:1 2:1 2:1
3 45 6 8
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1

Tab. 11: Vysledky krystaliza¢ni desticky pro protein DbeAwt, metoda sedici kapky.

V ptipad€ ostatnich podminek dosSlo ke vzniku monokrystali, které nebyly vhodné
pro rentgenovou difrakéni analyzu nebo krystaly viibec nevznikly. Obrdzky vzniklych

vhodnych krystalil jsou uvedeny na Obr. 18
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Obr. 18: Krystaly proteinu DbeAwt.
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4.3. Vysledky krystalizace proteinu DbeA3
Vysledky metody visici kapky

Ke krystalizaci proteinu metodou visici kapky byla pouzita jedna krystaliza¢ni
destic¢ka. Pfi této metodé byl roztok proteinu DbeA3 natedén na koncentrace: 2 mg/l; 3 mg/l;
5 mg/l; 10 mg/l; 12 mg/l a 13 mg/l. Bohuzel ani v jednom piipad¢ nedoslo ke vzniku
krystald. V ptipad¢ vysoké koncentrace 10 mg/l, 12 mg/l a 13 mg/l doslo k precipitaci
vzorku. Aby nedochazelo k dalsi precipitaci, byl roztok proteinu déle fedén na nizsi hodnoty

koncentrace.

V ptipadé€ pouziti metody visici kapky nebyly ziskany zaddné krystaly pro néslednou

rentgenovou difrakéni analyzu.
Vysledky metody sedici kapky

Pro krystalizaci proteinu DbeA3 metodou sedici kapky byly pouzity tfi krystalizaéni
desticky. Pii této metod¢ byl roztok proteinu natedén na koncentrace: 4 mg/l; 4,5 mg/l; 5

mg/l; 5,5 mg/l; 6 mg/l a 6,5 mg/l.

Krystaly, které byly vhodné pro rentgenovou difrakéni analyzu, vznikly za podminek

zvyraznénych zluté v Tab. 12, 13, 14.
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DbeA3 DbeA3 DbeA3 DbeA3

300 pl 300 wl 300 ul 300
1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1
4 4 5,5 S
mg/ml mg/ml mg/mli mg/ml
3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3
1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1
45 45 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3
. . . . 4 45 4 45
1:3 3:1 1:1 2:1 gl mgiml — mgiml

5 5
mg/ml mg/ml e 1:6
. . . . 5 55 5 55
3:2 1:4 1:2 2:3 gl gl gl gl

Tab. 12: Vysledky krystaliza¢ni desticky pro protein DbeA3, metoda sedici kapky.
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DbeA3 DbeA3 DbeA3 DbeA3
400 pl 400 pl 400 pl 400 pl
1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1
4 4 55 55
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3
1:3 3:1 1:1 2:1 1:3 3:1 1:1 2:1
4,5 4,5 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
3:2 1:4 1:2 2:3 3:2 1:4 1:2 2:3
1:3| | 3:1 11| | 2:0 | famgmi| | bl famgmi| | b
5 5 : :
mg/ml mg/ml LS L
3:2 | |1:4 12| [2:3 | fsmom| | o0l (smgm| | o0

Tab. 13: Vysledky krystaliza¢ni desticky pro protein DbeA3, metoda sedici kapky.
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DbeA3 DbeA3 DbeA3 DbeA3

300 wl 300 ul 300 wl 300 wl
4:1 5:1 4:1 5:1 3:1 3:1 3:1 3:1
4 55 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1 3:1 3:1
4:1 5:1 4:1 5:1 3:1 3:1 3:1 3:1
4,5 6 6 6
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1 3:1 3:1
4:1 5:1 4:1 5:1 3:1 3:1 3:1 3:1

6,5
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
6:1 7:1 6:1 7:1 3:1 3:1 3:1 3:1

Tab. 14: Vysledky krystaliza¢ni desticky pro protein DbeA3, metoda sedici kapky.

V ptipad€ ostatnich podminek doslo ke vzniku monokrystalli, které nebyly vhodné
pro rentgenovou difrakéni analyzu nebo krystaly vilbec nevznikly. Obrazky vzniklych

vhodnych krystald jsou uvedeny na Obr. 19.
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-
Obr. 19: Krystaly proteinu DbeA3.

4.4. Vysledky testovani krystali

Po testu krystalil bylo prokazano, ze vzniklé krystaly jsou skutecné krystaly proteinu
DbeAwt a DbeA3. K testovani byl pouzit test drcenim a barvici test. Pti testu drcenim doslo
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Kk rozdrceni krystald a pfi barvicim testu doSlo k obarveni krystalt. Vysledky testovani
proteinu DbeAwt jsou znazornény na Obr. 20 a 21. Vysledky testovani proteinu DbeA3 jsou

znazornény na Obr. 22 a 23.

Obr. 20: Krystaly proteinu DbeAwt pii testu drcenim. Krystaly pied testem (A) a po testu
(B).
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A B

Obr. 21: Krystaly proteinu DbeAwt pii barvicim testu. Krystaly pied testem (A) a po
testu (B).

Obr. 22: Krystaly proteinu DbeA3 pii testu drcenim. Krystaly pfed testem (A) a po testu (B).

48



Obr. 23: Krystaly proteinu DbeA3 pti barvicim testu. Krystaly pied testem (A) a po testu
(B).

4.5. Vysledky rentgenové difrakcni analyzy

Difrakéni snimek proteini DbeAwt a DbeA3 byl ziskan rentgenovou difrakeni
analyzou. Snimky s rozlisenim 2,2 A pro protein DbeAwt a 1,4 A pro protein DbeA3 jsou

zaznamenany na Obr. 24,

A

Obr. 24: Difrakéni snimek proteini DbeAwt (A) a DbeA3 (B).
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4.6. Porovnani krystaliza¢nich podminek pri krystalizaci proteinu DbeAwt

a DbeA3.

Vysledky krystalizace ukézaly, Ze oba proteiny krystalizuji za podobnych podminek.
Zm¢éna ve struktufe proteinti nema zasadni vliv na jejich krystalizaci. Krystalizuji pti pouziti

stejného krystaliza¢niho ¢inidla a podobné koncentrace roztoku proteinu.
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5. Diskuze

Cile bakalarské prace byly splnény. V prubéhu fieSeni bakaldiské prace byl
vykrystalizovan protein DbeAwt a jeho mutantni forma DbeA3. Oba vzorky byly
krystalizovany metodou visici a sedici kapky. Ke krystalizaci bylo pouzito krystalizacni
¢inidlo vzniklé ze 100 mM Tris HCI pH 7,5; 150 mM octanu vépenatého a 20% PEG 4000.
S vyuzitim riznych pomérd mnozstvi krystaliza¢niho c¢inidla a roztoku proteinu bylo
vyzkouseno 168 rtznych krystalizacnich podminek pro protein DbeAwt a 168 rGznych
podminek pro krystalizaci proteinu DbeA3. V pfipadé proteinu DbeAwt vznikly krystaly
vhodné pro rentgenovou difrakéni analyzu v 5,4% kapek. V pripadé proteinu DbeA3 to bylo
v 8,4% kapek.

Stsiapanava a kol. (2011) krystalizovali DhaAwt z Rhodococcus rhodochrous
NMICB 13064 patiici mezi halogenalkandehalogenasy. Pro krystalizaci vyuZili krystaliza¢ni
¢inidlo piipravené z: 25% (w/v) PEG 4000, 6% (v/v) 2-propanolu a 100 mM octanu sodného.
Protein byl krystalizovan pfi koncentraci 10 mg/ml, nafedén byl 50 mM Tris HCI pH 7,5.
Krystalizace probihala pti 277 K, po 5 dnech byly ziskany krystaly o rozméru 0,17 x 0,05 x
0,03 mm. Reservoar obsahoval 700 ul krystaliza¢niho ¢inidla a kapky byly slozeny z 1 pl
roztoku proteinu a 1 pl krystaliza¢niho ¢inidla. Nakonec byla provedena difrakéni analyza a

ziskan difrakéni zaznam o rozliseni 1,75 A.

Sato a kol. (2007) krystalizovali protein DbjA z Bradyrhizobium japonicum
USDA110 pattici mezi halogenalkandehalogenasy metodou visici kapky pii 293 K. Kapka
vzdy obsahovala 1 pl roztoku proteinu a 1 pl krystaliza¢niho €inidla, v reservoaru bylo 500
ul krystaliza¢niho ¢inidla. V pripadé€ pouziti krystaliza¢niho ¢inidla ptipraveného z: 18-20%
(w/v) PEG 4000; 0,2 m octanu vapenatého; 0,1 M Tris HCI pH 7,7 — 8,1, vyrostly dvojité
krystaly. Pro ziskani monokrystalii byla vyuzita technika mikrooCkovani (Stura & Wilson,
1992). Oc¢kovaci roztok byl vytvofen rozdrcenim dvojitych krystalti v 50 pl krystalizacniho
¢inidla a roztok byl desetkrat ziedén. Takto vznikly roztok byl poté pouzit jako oCkovaci
roztok. Malé mnozstvi ockovaciho roztoku bylo pfeneseno do kapky, ktera obsahovala 1 pl
roztoku proteinu a 1 pl krystalizacniho ¢inidla. Nejlepsi krystal vznikl za 2 tydny z kapek
obsahujicich 1 pl enzymu o koncentraci 15-25 mg/ml a 1 pl krystalizaéniho c¢inidla
vzniklého smichanim 17-19,5% (w/v) PEG 4000; 0,2 M octanu vapenatého a 0,1 M Tris HCI
pH 7,7-8. Krystal byl obdélnikového tvaru s rozméry 0,4 x 0,12 x 0,1 mm. Nakonec byl

ziskan difrakéni zaznam o rozliseni 1,75 A.
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Srovnanim podminek pro krystalizaci proteinu DbeAwt resp. DbeA3 a vyse
uvedenych proteinii lze konstatovat, ze ve vSech piipadech krystalizacni roztok obsahoval
PEG 4000, jehoz koncentrace se pohybovala v rozmezi 15-25%. Proteinovy roztok meél
koncentraci 10-25mg/ml a krystaly byly pfipraveny pomoci metody sedici kapky. Pouze
v piipadé DbjA z Bradyrhizobium japonicum bylo nutné provést ockovani s cilem ziskat
kvalitni krystaly.
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6. Zavér

Teoreticka cast bakalaiské prace se zamétuje na popis vlastni krystalizace, popis
faktor ovlivnujicich jeji pribéh, testovani proteinu pred krystalizaci a popis kone¢ného
testovani vzniklych krystal. V praci jsou popsany jednotlivé zakladni, pokrocilé i
alternativni krystaliza¢ni metody. Zavér teoretické ¢asti obsahuje obecnou charakteristiku
halogenalkandehalogenas a konkrétni informace o proteinu DbeAwt, ktery pochazi z této

rodiny.

Prakticka Céast prace obsahuje postup pro krystalizaci proteinu DbeAwt z
Bradyrhizobium elkanii USDA94 a jeji mutantni formy DbeA3. Nejdiive bylo ovéteno
pomoci gelové SDS-PAGE elektroforézy, zda jsou oba vzorky Cisté a je mozné je pouZit pro
naslednou krystalizaci. Pomoci SDS-PAGE elektroforézy byla také pfiblizné urcena
molekulova hmotnost. Hodnota molekulové hmotnosti pro protein DbeAwt i DbeA3 ¢inila
34 kDa. Cistota obou vzorkil byla potvrzena a shleddna vhodnou pro naslednou krystalizaci.
Krystalizace byla provadéna metodou visici kapky a metodou sedici kapky pii pokojové
teplot¢ 20°C. Pro protein DbeAwt i pro protein DbeA3 bylo otestovano 168 riznych
krystaliza¢nich podminek. Nejvhodnéjsi podminky pro krystalizaci proteini DbeAwt a
DbeA3 jsou znazornény v Tab. 9, 10, 11, 12, 13 a 14. Po nalezeni vhodnych podminek pro
krystalizaci jednotlivych proteind byly podminky srovnany.

Jednim z cild prace bylo ovéfit, zda jsou ziskané krystaly skuteéné krystaly proteinu
a zdali se nejedna o krystaly soli. K otestovani krystalil byly vyuzity tfi metody. Metoda
testu drcenim, metoda barviciho testu a rentgenova difrakéni analyza. VSechny testy

prokézaly, Ze vzniklé krystaly jsou krystaly proteinu a nejde o krystaly soli.

Pomoci rentgenové difrakéni analyzy byl ziskan difrakéni snimek o rozliseni 2,2 A
pro protein DbeAwt a 1,4 A pro protein DbeA3. Ziskana difrakéni data se dale vyuZiji na
uréeni trojrozmérné struktury proteini DbeAwt a DbeA3 a souCasné dojde k ovéfeni, Ze

proteiny DbeAwt a DbeA3 patii do rodiny halogenalkandehalogenas.
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8. Seznam zkratek

Aminokyseliny:

Aps — peroxidisiran amonny
Asn — asparagin

Asp — kyselina asparagova
Glu — kyselina glutamova
His — histidin

Trp — tryptofan

Tyr — tyrosin

Dalsi zkratky:

DNA — deoxyribonukleova kyselina

HEPES — 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonova kyselina

PEG - polyethylenglykol

PDB — Protein Data Bank

SDS — dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsiranu sodného
Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tris HCI - tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid
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