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1. Uvod

Halogenalkandehalogenazy jsou proteiny mikrobidlniho ptivodu, schopné Stépit
vazbu mezi halogenem a uhlikem. Vyslednymi produkty dehalogenacni reakce jsou primarni
alkohol, halogenidovy iont a proton. Diky §iroké substratové specifité a schopnosti nahradit
toxicky atom halogenu za hydroxylovou skupinu, jsou halogenalkandehalogenédzy vyuzivany
jako biokatalyzatory pti biodegradaci halogenovanych sloucenin, ¢isténi primyslovych
odpadnich vod a sanaci kontaminovanych ptid. Za G¢elem zvyseni katalytické aktivity
proteinli zacaly vznikat mutantni varianty divokych typt halogenalkandehalogenaz zménou

sekvence aminokyselinového fetézce za pouziti proteinového inZzenyrstvi.

Proteinové krystalografie je moderni obor strukturni biologie, ktery doséhl velkého
rozmachu ptedevsim diky vyvoji vypocetni techniky a neustalému zdokonalovani
molekularnich krystalografickych programu. Slouzi ke zpracovéni dat rentgenové difrakce a
vyfeSeni prostorové struktury proteinii. Vysledky proteinové krystalografie slouzi

Kk detailnéjsimu porozuméni strukturné-funkéni podstaty katalyzy dehalogenacni reakce.

V teoretické ¢asti prace jsou uvedeny zakladni informace o
halogenalkandehalogenazach, dale o studovaném mutantnim proteinu DbeA ACI a proteinu

divokého typu DbeA. Dale jsou popsany zakladni a pokrocilé krystalografické metody.

V praktické casti jsem se zabyval zpracovanim dat rentgenové difrakeni analyzy,
naslednou Upravou, rafinaci, validaci struktury a vytvofenim trojrozmérného modelu

struktury proteinu DbeA ACI.

V zavérecné Casti prace jsou uvedeny vysledky rafinaci a validace struktury proteinu,

dale je zde zobrazen vysledny trojrozmérny model struktury proteinu DbeA ACI.
Cile prace:

e Zvladnout zékladni a pokrocilé krystalografické metody

e Zpracovani difrak¢nich dat ziskanych z krystala proteinu DbeA ACl z
Bradyrhizobium elkanii USDA94

e VyfeSeni fazového problému pro protein DbeA ACI

e Upfiesnéni struktury studovaného proteinu

e Piiprava struktury pro deponovani do PDB

e Porovnani struktury DbeA ACI se strukturou divokého typu

e Priprava obrazki 3D struktury proteinu DbeA ACI z Bradyrhizobium elkanii USDA94
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2. Literarni prehled

2.1. Halogenalkandehalogenasy (HLDs)

Halogenalkandehalogenasy (E. C. 3.8.1.5.) jsou enzymy mikrobidlniho ptivodu, které
jsou schopné katalyzovat hydrolytickou preménu halogenovanych alifatickych alkant a jejich
derivath. Pfi této reakci dochéazi ke Stépeni vazby uhlik-halogen a néaslednému navazani
hydroxylové skupiny z molekuly vody na misto, kde se ptivodné nachazel halogen. Vznika
primarni alkohol, halogenidovy aniont a proton. (Chovancova a kol., 2007). HLDs jsou jediné
enzymy schopné piimé hydrolytické dehalogenace chlorovanych, bromovanych a jodovanych
alifatickych uhlovodikii bez piistupu kysliku a bez pfitomnosti koenzymu. Dehalogenace
fluorovanych uhlovodikd neni doposud znama (Damborsky a kol., 2001). V téchto reakcich
funguji HLDs jako biokatalyzatory a jsou schopné nahradit atom toxického halogenu za
hydroxylovou skupinu (Janssen a kol., 1994). Tyto hydrolytické reakce jsou nevratné
(Kulakova a kol., 1995).

V roce 1985 byla izolovana prvni HLD z bakterie Xanthobacter autotrophicus
(Keuning a kol., 1985). V soucasné dobé¢ je znamo vice nez 200 dalSich potencialnich HLDs,
u 17 je znama krystalova struktura a celkem 84 z nich je biochemicky popsano (Janssen a kol.,
2005). Informace o jejich struktufe jsou ulozeny v proteinové databance (Damborsky a kol.,
2010).

Na zéklad¢ vysledkl fylogenetické analyzy se HLDs déli do tfi podrodin: HLD-I,
HLD-1l, HLD-III (Chovancova a kol.,, 2007). Vysledky také ukézaly, ze sekvence
aminokyselin vSech HLDs je z 30 % identickd (Newman a kol., 1999). Vysledkem této
podobnosti je téméf identickd struktura hlavni domény enzymu. Naopak strukturni slozeni
vickové cap domény je odliSné stejné jako slozeni katalytickych zbytkli v aktivnim misté
enzymu, hlavni doména ptispiva zachovanymi zbytky, ale zbytky pochazejici z cap domény
jsou variabilni (Chovancova a kol., 2007).

ey

Nejcastéji  se HLDs vyskytuji u bakterii zijicich v kontaminované ptdé
halogenovanymi slouceninami. Piikladem je bakterie Xanthobacter autotrophicus. V motské
vode se také vyskytuji bakterie, ze kterych byly HLDs izolovany. Dale byly HLDs izolovéany
z patogennich bakterii Mycobacterium tubercolosis 5033/66 (Jesenska a kol., 2005) a
Z bakterii, které zptsobuji vznik nadori v rostlinnych pletivech (Hasan a kol., 2011). Pomoci

symbiotickych bakterii Bradirizobium japonicum USDA110, Bradirizobium elkani USDA94



byly experimentalné piipraveny nékteré enzymy (Sato a kol., 2005). Nékteré bakterie jsou
diky produkci HLDs schopné piezivat na halogenovanych slouc¢eninach, které vyuzivaji jako

jediny zdroj energie a uhliku (Jesenska a kol., 2005).

Tab. I: Rozdéleni HLDs (Prevzato z Chovancova a kol., 2007; Hesseler a kol., 2011;
Drienovska a kol., 2012; Gehret a kol., 2012; Fortova a kol., 2013; Chaloupkova a kol., 2014).

Podrodina HLD-I HLD-I1 HLD-III

LinB

DhlA
DmbA
DmsA DrbA

DhmA
DhaA
DbjA

Protein DmbB

DmlIA
DatA

DppA
DspA DmbC
DbeA

DpcA
DmmA

2.1.1. Struktura

Prvnim enzymem, u kterého byla vyfeSena krystalova struktura, byl enzym DhlA
produkovan bakterii Xanthobacter autotrophicus a bylo tomu jiz v roce 1988 (Rozemboom a
kol., 1988). Strukturné nalezi HLDs do superrodiny o/p hydrolas (Janssen a kol., 2005) a jsou
tvofeny tfemi ¢astmi: hlavni doménou, cap (,,vickovou*) doménou a aktivnim mistem enzymu

(Damborsky a kol., 2010).

Aktivni misto hraje kli¢ovou roli v hydrolyze HLDs, nachézi se v hydrofobni dutiné
mezi hlavni a cap doménou a je tvofeno péti aminokyselinami tzv. katalytickou pentadou.
Pentada se podili na katalytické reakci enzymu a je pro danou HLD specificka. Tato pentada
je sloZena z katalytické triady (nukleofil, katalyticka kyselina a katalyticka baze) a dvou



aminokyselin zodpovédnych za stabilizaci halogenidu. (Damborsky a kol., 2010). Slozeni

aminokyselin v pentad¢ je rozdilné pro kazdou podrodinu HLDs:

e pentadu HLD-I podrodiny tvofi triada: Asp, His, Asp a stabilizujici: Trp, Trp,

e pentadu HLD-II podrodiny tvofi tridda: Asp, His, Glu a stabilizujici: Asn, Trp,

e pentadu HLD-III podrodiny tvofi tridda: Asp, His, Asp a stabilizujici: Asn, Trp
(Chovancova a kol., 2007).

Geometrie i velikost dutiny aktivniho mista jednotlivych HLDs se vyrazné lisi. Nejmensi

dutinu ma enzym DhlA, nejvétsi ma enzym DbjA (Damborsky a kol., 2010).

Aktivni misto je spojeno s povrchem enzymu tunely. Tyto tunely se 1isi délkou, Sitkou
a predevsim fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, proto jsou zodpovédné za substratovou
specificitu enzymu. Témito tunely putuji substraty do aktivniho mista a nasledné¢ po
probéhnuti dehalogenaéni reakce jimi putuji produkty z dutiny aktivniho mista. Tunely mohou
byt permanentni nebo indukované. Indukované tunely se vyskytuji pouze u struktur
S navazanym substratem, zatimco permanentni tunely se vyskytuji i u struktur bez navazaného

substratu k enzymu (Damborsky a kol., 2010).

Jadro proteinu tvofi hlavni doménu, kterd je slozena z osmi B-skladanych listd. Jeden
list je antiparalelni (B2) a zbylych sedm je paralelnich. Téchto osm listli je po stranach
lemovano Sesti a-Sroubovicemi. Listy spole¢né se Sroubovicemi tvoii dutinu aktivniho mista.
Na hlavni doménu dosedd cap doména, ktera je svou Sroubovitou casti spojend s hlavni
doménou. Cap doména je flexibilni a tvofi ji smyckami spojené a-Sroubovice. Pocet a-
Sroubovic neni pro vSechny HLDs stejny, cap doména je tvoiena 4-5 a-Sroubovicemi

(Damborsky a kol., 2010).

Tercialni struktura byla vyfeSena pro tyto HLDs: DhIA z Xanthobacter autotrophicus
GJ10 (Franken a kol., 1991), DhaA z Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13064 (Newman a
kol., 1999), LinB z Sphingobium japonicum UT26 (Marek a kol., 2000), DmbA
z Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mazumdar a kol., 2008), DbjA z Bradyrhizobium
japonicum USDA110 (Prokop a kol., 2010), DppA z Plesiocystis pacifica SIR-1 (Hesseler a
kol., 2011), DmmA z neznamé moftské bakterie (Gehret a kol., 2012), DbeA z Bradyrhizobium
elkanii USDA94 (Chaloupkova a kol., 2014), DspA, DppA a dalsi.



® Nukleofil
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Obr. 1: Tercialni struktura halogenalkandehalogenas (Prevzato z Damborsky a kol., 2010).
Hlavni doména je zndzornéna bile, cap doména ¢erné. Plné symboly oznacuji aminokyseliny
katalytick¢ pentddy (nukleofil, badzi a jednu halogenid-stabilizujici aminokyselinu).
Katalyticka kyselina a druha halogenid-stabilizujici aminokyselina, ktera se 1isi v jednotlivych

halogenalkandehalogenas, je oznacena prazdnymi symboly (Damborsky a kol., 2010).
2.1.2. Reak¢éni mechanismus

Pro vyzkoumani celkového katalytického mechanismu HLDs bylo zapotiebi uZiti
nékolika riiznych technik od molekulového modelovani (Banas a kol., 2006; Nergi a kol.,
2007; Silberstein a kol., 2007) az po provedeni krystalografickych studii (Prokop a kol., 2010;
Marek a kol., 2000). Jako prvni se podatilo rozlustit reakéni mechanismus u HLD DhIA

izolované z bakterie Xanthobacter autotrophicus (Verschueren a kol., 1993).

Celkovy reakéni mechanismus hydrolytické dehalogenace Ize rozdélit do ¢tyt kroki.
Dvou fyzikélnich: navazani substratu, uvolnéni produktu a dvou chemickych: biomolekularni
nukleofilni substituce (Sn2) a bazicka katalyza s molekulou vody. Navazanim substratu do
aktivniho mista enzymu zacind katalytickd reakce. Dochazi k nukleofilnimu ataku atomu
uhliku, ktery na sob¢& nese halogenového substituenta, kyslikem z karboxylové skupiny Asp
124. Uvolnény halogenid je stabilizovan pomoci dvou halogenid-stabilizujicich aminokyselin

a kovalentni meziprodukt enzym-substrat je dale hydrolyzovan molekulou katalytické vody.
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Vyslednymi produkty, uvolnénych béhem reakéniho mechanismu, jsou ptislusny primarni
alkohol, halogenidovy aniont a proton (Verschueren a kol., 1993). Schéma reak¢niho
mechanismu je znazornéno na Obr. 2. Schéma bazické katalyzy molekulou vody je
znazornéno na Obr. 3.

. /okgfx T Enzc‘cj—l/ HO*I/ + Enz-C

0_

0

Obr. 2: Schéma biomolekularni nukleofilni substituce (Prevzato z Verschueren a kol., 1993).

Dehalogenacni reakce se skladd ze dvou nasledujicich krokt: 1. bimolekularni, nukleofilni
substituce (SN2) pfi niZ vznika alky-enzym esterovy intermediat, 2. jeho nasledna hydrolyza,
ktera je aktivovana molekulou vody za vzniku protonu, alkoholu a halogenidového aniontu.

(Prevzato z Damborsky a kol., 2010).

Ry

Obr. 3: Schéma bazické katalyzy molekulou vody (Prevzato z Verschueren a kol., 1993).

VSechny HLDs se fidi stejnym reakénim mechanismem. LiSi se v podstaté jen
rychlosti, jakou probihd katalyticky cyklus. Katalyticka aktivita tedy ovliviiuje rychlost
prubéhu reakéniho mechanismu. Geometrie a pocet pristupovych tunell, geometrie aktivniho
mista a sloZeni katalytickych zbytki jsou faktory ovlivitujici katalytickou aktivitu (Damborsky
a kol., 2010).

2.1.3. Substratova specifita

Jednou z nejvyznamnéjsich vlastnosti HLDs je jejich substratova specifita, diky které
dokazi katalyzovat reakce vice nez sto chlorovanych, bromovanych, jodovanych, alifatickych
sloucenin alkant, alkenti, alkohold, cykloalkant, esterti, etherti, acetamidt, acetonitrilii nebo
nitrili (Damborsky a kol., 2001). Tato specifita je dana pfedevSim cap doménou, dale tunely
a aktivnim mistem (Damborsky a kol., 2010).



2.1.4. Pouziti

Diky své Siroké substratové specifit€ a schopnosti HLDs §tépit vazbu mezi uhlikem a
halogenem a naslednym nahrazenim toxického atomu halogenu za hydroxylovou skupinu,
jsou HLDs pouzivany ptfedev§im jako biokatalyzatory ptfi biodegradaci halogenovanych
sloucenin (Damborsky a kol., 2001; Janssen a kol., 1994; Hasan a kol., 2011). HLDs nasly
uplatnéni pifi detekci halogenovanych sloucenin (Bidmanova a kol., 2010), dale pii sanaci
kontaminovanych pud, ¢isténi primyslovych odpadnich vod a také ve vojenském primyslu
diky schopnosti degradovat bojové latky (Prokop a kol., 2006). Mutantni varianty nékterych
enzymu z fad HLDs byly vytvofeny zménou sekvence aminokyselinového fetézce za ucelem

zvyseni aktivity pii degradaci halogenovanych sloucenin (Sato a kol., 2005; Furakawa a kol.,

2006).

2.1.5. Enzym DbeA a DbeA ACI

Novym ¢lenem HLD-II podrodiny se stala nové izolovand HLD nazvana DbeA. DbeA
byla izolovana z Bradyrhizobium elkanii USDA94 (lkeda-Ohtsubo a kol., 2009) a nasledné
biochemicky a strukturné charakterizovana (Chaloupkova a kol., 2014). V porovnani
s ostatnimi ¢leny podrodiny HLD-II vykazuje DbeA nejvétsi sekvencni shodu s enzymem
DbjA ato 71 % (Sato a kol., 2005). Druhym nejvice podobnym ¢lenem z podrodiny HLD-II
je enzym DhaA, se kterym se shoduje v 60 % sekvence. S ostatnimi ¢leny podrodiny HLD-II
sdili enzym DbeA vyrazné niz$i procento shody v sekvenci (Sato a kol., 2005).

Strukturni analyza enzymu DbeA odhalila existenci dvou halogenid-vazebnych mist
uvnitf proteinu (Chaloupkova a kol., 2014). Prvni vazebny prostor, ktery se nachazi v aktivnim
misté (substrate-binding) proteinu a je pfitomné u vSech HLDs. Je tvotfeny stabilizujicimi
aminokyselinami Asn 38 a Trp 104, které stabilizuji halogenidovy iont, ktery vznika pfi
Stépeni vazby halogen-uhlik pfi biomolekuldrni nukleofilni substituci. Druhé halogenid-
vazebné misto je unikatni pro enzym DbeA a u Zadné jiné HLDs nebylo doposud pozorovano.
Nachazi se v proteinovém jadie ptiblizné 10 A od prvniho vazebného mista. Je obklopeno péti
amino-kyselinovymi zbytky: Gly 37, Thr 40, Ile 44, Gln 102 a Gln 274 (Chaloupkova a kol.,
2014).

Aminokyseliny Ile 44 a Gln 102 jsou unikatni pro DbeA a jejich nahrazenim za Leu a
His klesl objem druhého halogenid-vazebného mista. Dvoubodovou mutaci 144L+Q102H
vznikl protein DbeA ACI, ktery byl charakterizovan pro potfebu hlubsiho porozuméni role

druhého halogenid-vazebného mista v proteinu DbeA (Chaloupkova a kol., 2014).
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Tab. I1: Katalytické pentady divokého typu proteinu DbeA a jeho mutantni verze DbeA ACI
(Chaloupkova a kol., 2014).

Prvni katalyticka pentada
DbeA
Asn 38 Asp 103 Trp 104 Glu 127 His 271
DbeA ACI
Druha katalyticka pentada
DbeA Gly 37 Thr 40 lle 44 GIn 102 Gln 274
DbeA ACI Gly 37 Thr 40 Leu 44 His 102 Gln 274

Zablokovani druhého halogenid-vazebného mista vyrazné ovliviiuje substratovou
specifitu, katalytickou aktivitu a stabilitu proteinu. Oba enzymy byly testovany sadou 30-ti
halogenovanymi slouceninami a bylo zjisténo, ze mutant DbeA ACI vykazuje nizsi aktivitu u
vSech 30-ti testovanych slouc¢enin. Podle substratové specifity je enzym DbeA zatazen do tiidy
SSG-1V, zatimco jeho mutant DbeA ACI je zatazen do tfidy SSG-I (Chaloupkova a kol.,
2014). Mutaci ptivodniho enzymu ¢asto dochazi ke zméné substratové specifity, ale doposud
nebyly pozorovany zmény mezi tfidami substratové specifity (Koudeldkova a kol., 2011). Da
se predpokladat, ze halogenidové ionty umisténé uvnitt jadra enzymu hraji zdsadni roli
Vv substratové specifit¢ HLDs. V ptitomnosti chloridovych soli byl enzym DbeA stabilng;si
nez DbeA ACI. Podobné tomu bylo i s katalytickou aktivitou. Enzym DbeA ACI je zafazen do
skupiny nejméné aktivnich HLDs (Chaloupkova a kol., 2014).

2.2. Krystalografické metody

2.2.1. Rentgenova difrakéni analyza

Principem rentgenové difrakce je interakce elektroni méfen¢ho krystalu
s rentgenovym zafenim. K témto ucelim se pouziva svazek monochromatického
rentgenového zareni. Pii interakci elektront s rentgenovym zarenim muize dojit ke ttem jevim.
Prvnim z nich je pruzny (Rayleightiv) rozptyl. Rentgenové zateni se rozptyluje na elektronech
krystalu a ty se stavaji zdrojem sekundarniho zéafeni o stejné vinové délce jako piivodni zafeni.
V disledku toho vznik4 difrakéni obrazec studovaného krystalu. Pozitivni interference
zpusobuje vznik svétlych skvrn, negativni interference zptsobuje vznik tmavych skvrn na
difrakénim obrazci. Druhym jevem je nepruzny (Comptoniiv) rozptyl, ktery nezachovava

8



stejnou vlinovou délku pivodniho rentgenového zafeni a sekundarniho zateni z elektront.
Dusledkem je vznik Sumu na pozadi difrakéniho obrazce. Ttetim jevem je absorpce
rentgenového zafeni, tedy pohlceni zafeni elektronem. Tento jev je také oznaCovan jako
anomalni rozptyl a je vyuzivan kfeSeni fadzového problému experimentalni metodou

anomalniho rozptylu (Rupp a kol., 2009).

Ptistroje pouzivané k rentgenové difrakéni analyze se nazyvaji synchrotrony nebo
proteinové difraktometry. Proteinovy difraktometr se skladéd ze zdroje rentgenového zéieni,
goniometru s fixa¢nim zafizenim a desky detektoru obrazu (Emmer a kol., 2007; Rupp a kol.,
2009).

Pti samotné difrakci dochazi k prichodu zafeni krystalem, upevnénym ve fixacnim
zafizeni. Pomoci goniometru lze s krystalem otécet, 1ze tedy na krystal ptsobit zafenim ze
vSech sméri. Aby nedochazelo k poskozovani krystalu vysokoenergetickym rentgenovym

zatenim, je krystal chlazen proudem tekutého dusiku (Emmer a kol., 2007).
2.2.2. Fazovy problém

Ve strukturni krystalografii se fazovym problémem nazyva tivodni neznalost hodnot
fazi. Pro urceni mapy distribuce elektronové hustoty jsou zapottebi informace o intenzitach
difrakci a udaje o fazovych uhlech. Tyto informace se nedaji ziskat z difrak¢nich obrazct.
Reseni fazového problému je mozné nékolika metodami: piimou metodou, metodou izomorfni
zamény, metodou anomalniho rozptylu a metodou molekulového nahrazeni (molecular

replacement) (Taylor a kol., 2003).

U ptfimé metody se vyuziva statistickych metod. Na zacatku bud’ zname nékteré faze
reflexi, nebo se zpocateCnich hodnot vybere nejvice pravdépodobné fazovani reflexi.
Nasledné jsou odvozeny zbylé reflexe, které jsou vyuzity pro vypocet mapy elektronové
hustoty a pozic atomt. Tato metoda vSak neni vhodna pro proteinovou krystalografii, protoze

vypocetni Cas se zvetSuje s rostoucim poctem atomil v zdkladni bunce krystalu.

Metoda izomorfni zamény vyuziva rozdilnych intenzit reflexi puvodniho krystalu a
krystalu s navazanym tézkym atomem. Oba krystaly se musi zobrazit ve stejné prostorové
grupé a ve stejné dimenzi zakladni bunky krystalu, aby bylo mozné urcit presnou polohu
tézkého atomu. Ze ziskanych fazi a intenzit difrakcei krystalu s té€zkym atomem jsou nasledné

odhadnuty faze piivodniho proteinu.



Metoda anomalniho rozptylu popird Friedeliv zakon. Vyuzivd anomalnich rozdila,
které vedou k nalezeni anomalniho rozptylu. Faze tohoto rozptylu mize byt nasledné vyuzita

k vypoéteni faze piivodni struktury (Rupp a kol.,2009; Taylor a kol., 2003).

Vzhledem Kk rostoucimu poétu vyieSenych krystalovych struktur se metoda
molekulového nahrazeni stala nejpouzivanéj$i metodou pro feseni fazového problému. Tato
metoda vyuziva podobnosti mezi jiz znamou strukturou a nami studovanou strukturou.
Sekvenéni shoda téchto dvou struktur musi byt vétsi nez 25 %. Program MolRep Vagin &
Teplyakov, 2010) vyuzivd metodu molekulového nahrazeni k feseni fazového problému.
MolRep vyuziva vlastnosti Pattersonovy funkce (funkce meziatomovych vektorti) k nalezeni
Sesti zakladnich parametri zdkladni bunky. Tti rotacni a tii translacni parametry jsou hledany
pomoci dvou nezéavislych vyhledavéani. Hledani vSech Sesti parametrii najednou zvysuje
narocnost a vypocetni Cas potifebny k nalezeni parametri. Spravnym umisténim modelu
ziskame jeho faze, které nasledné skombinujeme s experimentalnimi amplitudami nezname
struktury. Timto zptsobem ziskdme pfibliznou Fourierovu transformaci mapy distribuce

elektronové hustoty neznamé struktury (Vagin a kol., 1997).
2.2.3. Uprava struktury

2.2.3.1.  Soubory mtz a pdb

Vychozi data pro modelovani krystalové struktury jsou ulozené v souborech mtz a pdb.
Mtz soubor obsahuje informace o mapé elektronové hustoty a soubor pdb obsahuje informace

o struktufe proteinu.

Program XDSAPP GUI (Krug a kol., 2012) je grafické uzivatelské prosttedi pro
zpracovani dat ziskanych z difrakéni analyzy krystald. Program vznikl jako rozSiteni
programu XDS, ktery je textovym programem, coZz u mén¢ zkuSeného uZivatele muze
predstavovat ptekazku pti zpracovani difrakénich dat. XDSAPP GUI umoziuje zjednoduseny
ptistup do programu XDS, obsahuje veskeré funkce programu XDS, automatizuje zpracovani
difrakénich dat, vytvafi tabulky, grafy a statistické udaje poskytované programem XDS.
Vystupnim souborem programu je mtz soubor, tedy mapa elektronové hustoty (Krug a kol.,
2012).

Pomoci programu MolRep (Vagin & Teplyakov., 2010) se do mapy elektronové
hustoty vlozi modelova struktura proteinu. Vystupnim souborem je pdb soubor, tedy struktura

proteinu (Vagin a kol., 1997).

10



2.2.3.2. WinCoot

WinCoot (Emsley a kol., 2010) je modelovaci trojrozmérny program urceny
k modelovani a validaci struktury. Program je navrzen tak, aby i méné zkuseny uzivatel byl
schopen pouzivat tento program. Ovlada se pomoci mysi a klavesnice a nabizi velké mnoZzstvi
panelll nastrojt a dal$ich nabidek. Program je velice intuitivni a i nezkuSeny uzivatel dokaze
metodou ,,pokus, omyl* zjistit, jak funguji jednotlivé néstroje programu. Program je neustale

ve vyvoji a v posledni dob¢ se zamétuje na pokrocilejsi techniky Gpravy struktury.

Program umoziuje manipulaci se strukturou proteinu, vyuziva k tomu celou fadu
funkci a nastroju. Patii mezi n¢ naptiklad funkce: Real Space Refine Zone, Regularize Zone,

Simple Mutate a dalsi. Dale umoznuje mazani a pfidavani atomu a slouc¢enin.

Atomy jsou v programu Coot zobrazeny v trojrozmérném prostoru bud’ jako body,
nebo jako kiizky. KfiZzkem jsou zobrazeny atomy, které nejsou propojeny vazbou a stoji tak
samostatné v prostoru. Pokud jsou atomy spojeny vazbou, zobrazuji se jako body a spojnice
téchto boda reprezentuje vazbu. Coot zobrazuje atomy zakladnich prvkl riznymi barvami.
Atom uhliku je Zluty, kyslik je ¢erveny, dusik je modry, sira je zelend a atom vodiku ma bilou
barvu. Vazba je také zobrazena barevné, pokud véze dva stejné atomy, je zbarvena podle barvy
atomu, které vaze. Pokud spojuje riizné atomy, potom je vazba rozdélena na dvé ¢asti a kazda

¢ast poté prejima barvu atomu.

Mapa elektronové hustoty je v programu zobrazena jako trojrozmérna sit’ v prostoru.
Modrou barvou je zobrazena zakladni mapa elektronové hustoty, ta byva oznacovana FWT
PHWT. Diferenéni mapa oznacovana jako DELFWT PHDELWT je v programu zbarvena
ervené nebo zelené. Cervena barva znaéi negativni elektronovou hustotu, na takovém misté
prebyvaji elektrony. Zelena barva znaci pozitivni elektronovou hustotu, zelena barva tedy
poukazuje na chybéjici atom, molekulu ¢i postranni fetézec. Barvu mapy elektronové hustoty

1 barvu atomu si miize kazdy uZivatel pfizplsobit podle vlastni potfeby (Emsley a kol., 2010).

Coot podporuje soubory typu mtz a pdb, jako prvni musi byt nacten mtz soubor, tedy
mapa elektronové hustoty. Teprve potom muiZe byt nac¢tena struktura proteinu z pdb souboru.
Na Obr. 4 je znazornéno hlavni okno programu Coot s nactenou mapou elektronové hustoty a

struktury proteinu.
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Obr. 4: Hlavni okno programu Coot (Vytvoteno funkci print screen).

V hlavnim okné je zobrazena mapa elektronové hustoty a ¢ast fetézce proteinu. Ve vrchni ¢asti
okna se nachéazi panel nabidek, umoziujici ptistup ke vSem funkcim a néstrojim programu.
Nejcastéji pouzivané nastroje Gpravy struktury jsou umistény ve sloupci po pravé stran¢ okna
(Emsley a kol., 2010).

2.2.33. REFMACS

Program REFMACS (Murshudov a kol., 2011) je makromolekularni krystalograficky
rafinaéni program, ktery je soucasti sady CCP4 (Winn a kol., 2011). REFMACS vyuziva rizné
pravdépodobnostni funkce v zavislosti na pouzitych difrakénich udajich a dostupnosti
experimentalnich difrakénich dat. Pro zajiSténi strukturni a chemické celistvosti rafinovaného
modelu nabizi REFMACS celou fadu omezeni a moznosti parametrizace modelu. Je to

flexibilni a vysoce optimalizovany balicek, ktery je vhodny pro rafinaci napfi¢ celym spektrem

rozliSeni v makromolekularni krystalografii.

Jednim z poslednich krokl upravy struktury krystalu se pouziva rafinace za ucelem
maximalizace shody mezi modelem a daty ziskanymi z difrakéniho experimentu. Parametry
modelu, ktery je optimalizovan v procesu rafinace zahrnuji atomové soutfadnice, parametry
atomového posunu a méfitko. Ackoli byla rafinace navrzena jako jedna ze zavérecnych fazi
analyzy makromolekularnich krystalli, ¢astéji je pouzivana ke zlepSeni dil¢ich modeld a
K vypoctim nejvhodnéjsich map elektronové hustoty pro nasledné modelovani krystalové

struktury.
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Po dokonceni rafinace je k dispozici vystupni soubor. V tomto souboru jsou uvedeny
veskeré parametry rafinace, hodnoty R-faktoru, R-free faktoru, Rms bondlenght, Rms
bondangle a B faktoru. Pomoci téchto veliCin zkoumame spravnost provedenych tprav ve
struktufe modelovaného proteinu. R-faktor uddva miru shody mezi experimentalnimi a
modelovymi daty. Porovnava data ziskanych z difrakéniho experimentu s daty ziskanych po
rafinaci upravené struktury proteinu. R-free hodnota uzce souvisi s R-faktorem. Jedinym
rozdilem je mnozstvi dat, které jsou zrafinovany. U R-free hodnoty se nahodn¢ vybere malé
mnozstvi dat, které¢ se vylouci a nejsou dale zahrnuty do rafinace. R-free faktor mé vyssi
hodnotu nez R-faktor. Rms bondlenght a Rms bondangle udava stfedni kvadratickou hodnotu
u vazebnych délek a uhla. Stiedni kvadratickd hodnota je statisticka veliCina, kterd je
definovana jako druhd odmocnina stftedni hodnoty druhych mocnin danych hodnot. B faktor
nebo také teplotni faktor udava do jaké miry dochéazi k rozptylu elektronové hustoty pro
jednotlivé atomy ve struktufe proteinu. Teoreticky udava mobilitu atomu (Murshudov a kol.,

2011).
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3. Materialy a metody

V praktické Casti bakalatrské prace bylo cilem zpracovani dat ziskanych rentgenovou
difrakci, uprava, rafinace a validace struktury proteinu DbeA ACI z podrodiny HLD-II

halogealkandehalogenaz.
3.1. Zpracovani dat

Data ziskana z rentgenové difrakce krystalu proteinu DbeA ACI z Bradyrhizobium
elkanii USDA94 byla poskytnuta Mgr. Tatyanou Prudnikovou, Ph.D. Zpracovanim dat,
ziskanych z rentgenové difrakce, vznikly soubory potfebné k dalsSimu modelovani a upraveé
struktury proteinu DbeA ACI. Pomoci programu XDSAPP GUI (Krug a kol., 2012) vznikla
mapa elektronové hustoty zpracovanim difrakénich dat. Do mapy elektronové hustoty byla
pomoci programu MolRep (Vagin & Teplyakov., 2010) vloZena modelova struktura proteinu
DbeA ACIL. Vystupnim souborem z programu XDSAPP GUI je mtz soubor, tedy mapa
elektronové hustoty a z programu MolRep pdb soubor, tedy struktura proteinu. Tyto dva typy

souborl obsahuji vychozi data pro modelovani a upravu struktury proteinu.
3.2. Uprava struktury

Modelovéni a Uprava struktury probihala pomoci programu WinCoot (Emsley a kol.,
2010). Do programu byl nejprve nacten mtz soubor (mapa elektronové hustoty) a nasledné byl
vloZen pdb soubor (struktura proteinu). Ve vychozim nastaveni programu WinCoot se pozadi
hlavniho okna programu zobrazuje ¢ernou barvou, to ovSem neni vhodné pro publikovani
vysledkl a obrazkl. Z tohoto diivodu byla nastavena bila barva jako barva pozadi. V zalozce
Edit se zvoli Background Colour a nasledn¢ se vybere moznost White. Stisknutim klavesy F5
se otevie panel nejpouzivangjSich nastroji pro Upravu struktury. Jest¢ pred zacatkem
modelovani a Upravy struktury je zapotfebi nastavit rozliSeni mapy elektronové hustoty a
diferen¢ni mapy. RozliSeni lze upravit v zalozce Display Manager. Rozliseni mapy
elektronové hustoty bylo nastaveno na hodnotu 1,50 a rozliSeni diferenéni mapy bylo

nastaveno na hodnotu 3,50. Display Manager je znazornén na Obr. 5.
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Obr. 5: Nastaveni rozlieni pomoci Display Manager.

V prvnim tadku se za pouziti kolecka mysi nastavuje rozliSeni mapy elektronové hustoty

(FWT PHWT), v druhém fadku rozliSeni diferen¢ni mapy (DELFWT PHDELWT).

Prvnim ukonem pii modelovani a upravé struktury bylo vyhodnoceni celého
aminokyselinového fetézce. Kazda aminokyselina byla upravena funkci Real Space Refine
Zone, kterd upravuje polohu upravované aminokyseliny na zéklad¢ péti parametr: Bonds,
Angles, Planes, Chirals a Non-bonded tak, aby jeji umisténi co nejlépe sedélo do mapy

elektronové hustoty. Vyuziti funkce Real Space Refine Zone je znadzornéno na Obir. 6.
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Obr. 6: Funkce Real Space Refine Zone vyuzita kK upravé aminokyseliny Ser 23.

Po pouziti funkce vyskoci tabulka s péti parametry, podle kterych je aminokyselina
upravovana. Cervenou barvou je zobrazena ptivodni poloha aminokyselina, edou barvou je
zobrazena vysledna poloha aminokyselina po pouziti funkce Real Space Refine Zone. Funkci

dokoncime zvolenim moznosti Accept, ¢imz potvrdime vysledné umisténi aminokyseliny.

Funkce Real Space Refine Zone nezarucuje spravné umisténi aminokyseliny, je proto
nutné racionalné zhodnotit, zda navrhovana poloha, kterou funkce nabidla neni nesmyslna.
V ptipad¢ nabidnuti nespravné polohy je nutna rucni korekce a pomoci mysi pietdhnout
nabidnutou Sedou polohu no mapy elektronové hustoty. Vznik nespravné nabidnutych poloh
je disledkem rozdilu modelu vytvoreného programem WinCoot a skutecnou strukturou

proteinu.

Vyskyt diferenéni mapy v aminokyselinovém fetézci znac¢i nedostateCnou
elektronovou hustotu. Tento problém mtize byt zptisoben chybéjici alternativni konformaci
aminokyseliny, nedostacujicim obsazenim, chybné naorientovanou aminokyselinou nebo

chybné namodelovanou aminokyselinou.

Ke vzniku alternativnich konformaci dochazi zejména ve vnéjSich oblastech proteinu.
Aminokyseliny zde nejsou pfili§ vazané nevazebnymi interakcemi a mohou snadnéji ménit
své polohy oproti aminokyselindm umisténych ve vnitini struktufe proteinu. Poukazuje-li
diferencni mapa na moznost vyskytu alternativni konformace aminokyseliny, musime

alternativni konformaci domodelovat. K vytvofeni alternativni konformace slouzi funkce Add
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Alternative Conformation to a Residue. Vyuziti funkce Add Alternative Conformation to a

Residue je znazornéno na Obr. 7-9.
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Obr. 7: Vyskyt alternativni konformace u aminokyseliny Met 15 odhaleny diferen¢ni mapou.
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Obr. 8: Alternativni konformace aminokyseliny Met 15 piidana funkci Add Alternative
Conformation to a Residue.

Po pouziti funkce vyskoci tabulka navrhujici nékolik moznosti alternativnich konformaci

aminokyseliny Met 15. Nasledn¢ se vybere konformace nejvhodnéji padnouci do diferen¢ni
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mapy. Potvrzenim OK umistime vybranou alternativni konformaci do modelu struktury

proteinu.

Presného umisténi alternativni konformace docilime ru¢ni korekci, pfetazenim do

zelené zbarvené mapy a naslednym pouzitim funkce Real Space Refine Zone.
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Obr. 9: Vysledna alternativni konformace aminokyseliny Met 15.

Poslednim krokem pfi vytvareni alternativni konformace je kontrola obsazeni funkci
Residue Info. U vyskytu jedné alternativni konformace by méla byt hodnota obsazeni 0,5. Tato
hodnota udavd miru pravdépodobnosti vyskytu ptivodni a alternativni konformace v Case.
Aminokyselina Met 15 se vyskytuje v pivodni a jedné alternativni konformaci, vysledna
hodnota obsazeni je tedy 0,5. Proto se vyskytuje v 50 procentech piipadi v ptvodni
konformaci a v 50 procentech ptipadii ve své alternativni konformaci. Kontrola hodnoty

obsazeni je znazornéna no Obr. 10.
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Obr. 10: Kontrola obsazeni u aminokyseliny Met 15 funkci Residue Info.

Chybné obsazeni nékteré z aminokyselin v fetézci je druhym piipadem vyskytu
diferen¢ni mapy v aminokyselinovém fetézci. V takovém piipadé se pouzije funkce Residue

Info. Postup pouziti funkce je znazornén na Obr. 11-12,

« WinCoot 0.87.1 = o
File Edit Calculate Draw Measures Validate HID About Ligand Extensions BN . .
[ @ ResetView [ Display Manager — &. |
e
® Vs Select Map...
£ o
Molecule: 0 C:/Users/stepy/Desktop/prace\bc_ukazka_refmac1.pdb VAW @ _ Real Space Refine Zone
ARGININE \ ‘1}_‘ @) Regularize Zone i
e, A Fix Atoms...
[ Apply Occupancy to all atoms in residue? =>4 o W—Mﬂllﬂm

[ Apply Occupancy to atoms with alt. conf.:
[ Apply Temperature Factor to all atoms in residue?

1.00 30.00

yo = =
aa2are/ N o0\ 10.82 Alt-conf:
AJ42 ARG/ CA [ 1.00 11.92 Alt-conf:
A/42 ARG/ c8 | [ 1.00 11.38 Alt-conf:
A2 ARG/ ¢6 |[ 0.50 8.25 Alt-conf:
w42 Ar6/ o |[ 0.50 5.09 Al-conf:
A/42 ARG/ NE W 8.41 Alt-conf:
Fii = !
Chi Angles

Chi 1: 72.98 degrees

Chi 2: -163.71 degrees

Chi3: 178.18 degrees

Chi 4: -72.06 degrees

<7uwoucu-um|

L‘l PLAPERF 4R CGLHODVw - IBB0OO|F|F] x

Fmol. no: 0Y CD /1/A742 ARG occ: 0.50 bf: 9.09 ele: C pos: (-2)‘_36:10.7124.5]\

Obr. 11: Nedostatecné obsazeni u aminokyseliny Arg 42.

Po spusténi funkce Residue Info opravime vSechny hodnoty v prvnim sloupci tabulky na

hodnotu 1. Aminokyselina potom zaujimé konformaci se stoprocentnim obsazenim.
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Obr. 12: Aminokyselina Arg 42 se stoprocentnim obsazenim.
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Tteti pfipad vyskytu diferencni mapy je zplsoben Spatnou orientaci aminokyseliny

Vv prostoru. Chybn¢ orientované aminokyseliny se vyskytovali ve vnéjSich oblastech struktury

proteinu. Aminokyseliny zde nejsou pfili§ silné vazané a mize dochéazet k rotaci nékterych

aminokyselin. Dusledkem rotaci je Spatna poloha aminokyselin, které vystupuji ¢asti nebo

dokonce celym svym fetézcem z mapy elektronové hustoty. Korekce Spatné€ naorientovanych

aminokyselin probiha pomoci ru¢ni korekce a naslednym pouzitim funkce Real Space Refine

Zone. Cely postup je znadzornén na Obr. 13-15.
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Obr. 13: Ptiklad $patné naorientované aminokyseliny Ser 38.
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Obr. 14: Korekce orientace aminokyseliny Ser 38 pomoci funkce Real Space Refine Zone.
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Obr. 15: Vysledna konformace aminokyseliny Ser 38 se spravnou orientaci.

Chybné¢ namodelovand aminokyselina je ¢tvrty ptipad vyskytu diferencni mapy. Na
konci aminokyselinového fetézce se nachazela aminokyselina glutamin, kterd neodpovida
znamé sekvenci proteinu. Ze sekvence vime, Ze se na pozici glutaminu nachazi aminokyselina
glycin. K namodelovani glutaminu doslo v disledku nedostate¢ného mnozstvi dat ziskanych
z difrakéniho experimentu. Zména v sekvenci aminokyselinového fetézce je mozna pomoci

funkce Simple Mutate. Na Obr. 16-18 je zobrazena vyména glutaminu za glycin.

21



& WinCoot 087.1 = o
Fle Edt Calculate Draw Measures Validate HID About Ligand Extensions | & ModelFit/Refine l

=) @ Reset View [ Display Manager — §.
; 5 i

X

@  Real Space Refine Zone

o]
Map
©
(@)
O Regularize Zone &
L el Fix Atoms... g
T Rigd Body Fit Zone s
27 Rotate/Translate Zone| | G
2 Auto Fit Rotamer 2
Q Edit Chi Angles 2
k) Torsion General &
% Fip Peptide €
& Sidechain 180° Fiip &
4y Edit Backbone Torsions & I
&, Mutate & Auto Fit.. |
#._ addTeminal Resdue... | | X
W ok, || o
'+ Place Atom At Pointer g ™
& Clear Pending Picks &
I} Delete... ‘ @
& Undo =
® Redo
- Run Refmac... | —I
_am |}
[mol. oz 0) CD ,A/1/A/294 GLN occ: 0.50 b 47.85 ele: C pos: (-2.83,22.40,29.98) 4 JE
Obr. 16: Chybné namodelovana aminokyselina Gln 294.
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Obr. 17: Vyména aminokyseliny Gln 294 za Gly 294,

Spusténim funkce Simple Mutate, vyskoci v levé ¢asti hlavniho okna programu WinCoot
sloupecek s nabidkou vSech aminokyselin, kterymi je mozné nahradit aminokyselinu
namodelovanou do sekvence aminokyselinového fetézce. Volbou GLY (G) jsme nahradili

glutamin za glycin.
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Obr. 18: Vysledna konformace aminokyseliny Gly 294.

Druhym tikonem po dokonceni Gprav v aminokyselinovém fetézci byla kontrola mist,
kterd vykazovala nedostatenou hodnotu elektronové hustoty mimo aminokyselinového
fetézce. Pro nalezeni téchto mist slouzi funkce Difference Map Peaks, ktera hleda piky

V pozitivni i negativni diferencni mapé¢ elektronové hustoty.
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Obr. 19: Zobrazeni vysledkt po pouziti funkce Difference Map Peaks.

Diferen¢ni mapy nalezené funkci Difference Map Peaks byly ve vétsing ptipadti mensi

kulové ttvary s pozitivni elektronovou hustotou. Tyto Utvary jsou typickym piikladem
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chybéjici molekuly vody, kterou je potfeba domodelovat. Domodelovani molekuly vody bylo

provedeno funkci Place Atom at Pointer. Cely postup modelace molekuly vody je znazornén

na Obr.20-22.
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Obr. 20: Diferen¢ni mapa typicka pro chybé&jici molekulu vody.
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Obr. 21: Modelovani molekuly vody do struktury proteinu.
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Po spusténi funkce Place Atom at Pointer vysko¢i tabulka s nejbéznéjSimi atomy a

molekulami, které jsou vkladané do struktur proteinu. Pro vlozeni molekuly vody zvolime

moznost Water a ve spodni ¢asti zvolime strukturu ndmi upravovaného proteinu.
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Obr. 22: Uprava kone&né pozice molekuly vody pomoci funkce Real Space Refine Zone.
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Po namodelovani molekuly vody se méfila vzdalenost mezi jednotlivymi molekulami

vody pomoci funkce Distances & Angles. Méteni vzdalenosti slouZi jako kontrola spravnosti

pozice molekuly vody. Ze znalosti vzdalenosti nekovalentni vodikové vazby, ktera ma délku

2,5-3 A, byly molekuly vody modelovany v intervalu této vzdalenosti.
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Obr. 23: Kontrola vzdalenosti mezi molekulami vody.
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Po spusténi funkce Distances & Angles vybereme v tabulce moznost Distance a naslednym
kliknutim, nejprve na pozici prvni molekuly a poté na pozici druhé molekuly, métime

vzdalenost mezi dvéma molekulami vody.

Druhymi problematickymi ttvary nalezenymi funkci Difference Map Peaks byly
$patné namodelované ionty chloru a bromu. Z krystaliza¢nich podminek, poskytnutych Mgr.
Tatyanou Prudnikovou, Ph.D., jsme vé&déli, Ze jsou chloridové a bromidové ionty
namodelované Spatné. Krystaly proteinu DbeA ACI byly krystalizované v pfitomnosti jodidu
sodného (Nal), proto bylo nutné vymeénit chloridové a bromidové ionty za jodidové. Vsechny
chloridové i bromidové ionty byly vymazany funkci Delete a nasledné byly namodelovany
jodidové ionty pomoci funkce Search Monomer Library. Postup nahrazeni chloridovych a

bromidovych iontl za jodidové je zobrazen na Obr. 24-28.
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Obr. 24: Chybn¢ namodelovany chloridovy iont.
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Obr. 25: Chybné namodelovany bromidovy iont.
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Obr. 26: Vymazani chloridového iontu pomoci funkce Delete.

Po spusténi funkce Delete vyskoc¢i tabulka, ve které zaSkrtneme volbu Atom a naslednym

kliknutim na chloridovy iont dojde k vymazani chloridového iontu.
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Obr. 27: Namodelovani jodidového iontu pomoci funkce Search Monomer Library.

Po spusténi funkce Search Monomer Library vyskoci tabulka, do které v okénku pro
vyhledavani napiSeme iodide ion a naslednou volbou 10D: IODIDE ION namodelujeme
jodidovy iont do struktury proteinu. Poslednim krokem je vycentrovani pomoci funkce Real

Space Refine Zone.

& WinCoot 0.8.7.1 = =] X
File Edt Calculate Draw Measures Validate HID About Ligand Extensions | o —
(5 @ Reset View [ Display Manager = & ] Hmc
X Select Map. ©
@  Real Space Refine Zone o
() Regularize Zone T
G Fix Atoms... ?;
2 gssymzne ||,
27 Rotate/Transiate Zone| |~ | 2
2 Auto Fit Rotamer S
2 Rotamers... 2
2 Edit Chi Angles 2
2 Torsion General i
% Fip Peptide €
& Sidechain 180° Flip ‘ &
| 4 EdttBackbone Torsions s
| &, Mutate & Auto Fit... -
! | Je Smple Muate.. | %
| B Add Alt Conf... }
i +  Place Atom At Pointer r g
&  Clear Pending Picks ;
8 Delete... | @
Undo
& Redo [ -
- Run Refmac... i -—]
=1,
[tmol. no: 0) CG 71/A742 ARG occ: 1.00 bf: 13.32 ele: C pos: (-21.32.9.56.24.71) 1 ]

Obr. 28: Namodelovany jodidovy iont.

Po namodelovani jodidovych iontll je potfeba tyto ionty sjednotit se strukturou

proteinu. K tomu slouzi funkce Merge Molecules.
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Obr. 29: Sjednoceni jodidovych iontu.
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Po spusténi funkce Merge Molecules zaskrtneme v tabulce vSechny komponenty, které

chceme sjednotit do jedné struktury a naslednym potvrzenim Merge vse sjednotime.

Poslednim krokem upravy struktury byla kontrola vSech vod pomoci funkce

Check/Delete Waters. Touto funkci jsou po zadani parametrd nalezeny problematicky

umisténé molekuly vody. Po vyhodnoceni jsou nevyhovujici vody smazany funkci Delete.
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Irmol. no: 0} O /1/W/377 HOH occ: 1.00 bf: 50.78 ele: O pos: (-23.85,-18.34,-2.85)

Obr. 30: Parametry funkce Check/Delete Waters.
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V prvnim fadku vyplitujeme hodnotu B faktoru, problematické vody maji zpravidla hodnotu

B faktoru vyssi nez 50. V druhém tadku vypliiujeme intenzitu signalu, ta je u problematickych

vod niz8i nez 1. Ve tietim a ¢tvrtém fadku vypliiujeme vzdalenost molekul vod. Problematické

vody jsou vzdalené méné nez 2 A a vice nez 5 A od struktury proteinu, takové vody se

nemodeluji a jsou odstranény.
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Obr. 31: Molekuly vody nalezené funkci Check/Delete Waters.

Po spusténi funkce se zobrazi tabulka s problematickymi molekulami vody.
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Obr. 32: Smazani problematické molekuly vody.

Po spusténi funkce Delete vyskoci tabulka, v tabulce zaskrtneme volbu Water a naslednym

kliknutim na molekulu vody tuto molekulu smazeme.
3.3. Rafinace struktury

Rafinaci struktury docilime maximdalni shody mezi modelem a daty ziskanymi
z difrakéniho experimentu. V priabéhu upravovani struktury pomoci programu WinCoot
soucasn¢ probihala i kontrola dil¢ich uprav struktury pomoci balicku REFMACS (Murshudov
akol., 2011), ktery je soucasti sady CCP4 (Winn a kol., 2011). Vstupni soubory potiebné pro
zahajeni rafinace jsou mtz soubor s mapou elektronové hustoty a pdb soubor se strukturou
modelu. Rafinaci zahdjime spusténim funkce REFMACS volbou Run Refmac5 v hlavnim
okné programu CCP4 (Obr. 33) a naslednym vyplnénim parametri funkce REFMACS (Obr.
34).
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CCP4Interface 7.0.024 running on DESKTOP-D67HIEP Project: prace - O X
| change Project | Help
Refinement —i|ls6 06 Dec 18 FINISHED refmacs ukazka A Directories&ProjectDir
~|[45 06 Dec 18 FINISHED refmacs alt
14 16 Nov 18 FINISEED refmacs redo_iso MENRRVERS
43 1€ Nov 18 FINISHED refmacs redo_aniso | view Files from Job = | "
" = 42 1€ Nov 18 FINISHED refmacs redo_overa
e 41 1€ Nov 18 FINISHED refmacs redo_mixed | Search/SortDatabase..
Run NCS Phased Refinement 40 08 Nov 18 FINISHED refmacS end_konec
33 08 Nov 18 FINISHED refmacs I_vse Graphical View of Project
Run Low Resolution Refinement 38 06 Nov 18 FINISHED refmacS 35_mixed T
37 06 Nov 18 FINISHED refmacs 35_overall
3€ 06 Nov 19 FINISHED refmacs 35_iso Kill Job
35 06 Nov 18 FINISHED refmacS I_pokus
34 06 Nov 18 FINISHED refmacs I_50 ReRun Job..
33 06 Nov 19 FINISHED refmacs I_voda
32 06 Nov 18 FINISHED refmacs cL1 Edit Job Data —‘l
31 0€ Nov 18 FINISHED refmacs jod_€0 |
30 06 Nov 18 FINISHED refmacs Ca_pokus Pref
25 06 Nov 18 FINISHED refmacSs Cl_aniso System Administration = | v
28 31 Oct 18 FINISHED refmacs jody_aniso
27 31 Oct 18 FINISHED refmacs jody v Update check off (Network?)
Bl = Manage Updates | Exit |
. ,
Obr. 33: Hlavni okno programu CCP4.
Run Refmac5 - [} X

Help
T -

Do restrained refinement = |u:‘-|| no prior phase information =i Iinput
I~ Input fixed TLS parameters

no —lllwm refinement
Use Prosmart: no

— | (low resolution refinement)

[ Run libg to generate

external restraints (DNA/RNA) automatically

™ Run Cootfindwaters to automatically add/remove waters to refined structure

Do |10 cycles of maximum likelihood restrained refinement
Use hydrogen atoms:

generate all hydrogens — |ald [~ output to coordinate file
I~ Resolution range from minimum | to |

¥ Use automatic weighting [~ Use experimental sigmas to weight Xray terms

I use jelly-body refinement with sigma [0.02

Refine temperature factors

—

Obr. 34: Tabulka s parametry funkce REFMACS.
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Do kolonky Job title vypliujeme nazev rafinace, pod kterym najdeme vysledky v hlavnim
okné programu. Nasledn¢ je nutné vlozit pdb a mtz soubory. Do kolonky MTZ in vlozime mtz
soubor pomoci volby Browse a naslednym zadanim cesty k mtz souboru v naSem pocitaci.
Stejny postup zvolime i u pdb souboru, ktery vkladame do kolonky PDB in. V zalozce
Refinement Parameters vypliiujeme pocet cykll rafinace, v zavislosti naro¢nosti Gprav se
volilo mezi 1-10 cykly rafinace. Poslednim parametrem byl vybér rafinace, v nabidce je
izotropicka, anizotropicka, celkova a smisend rafinace. Rafinaci spustime stisknutim volby
Run. Po dokonéeni rafinace si mizeme prohlédnout vysledky ve vystupnim souboru, ktery
obsahuje hodnoty R-faktoru, R-free faktoru, Rms bondlenght, Rms bondangle a B faktoru.
Dale mtiizeme ptimo z vystupniho souboru oteviit strukturu proteinu v programu WinCoot, ve

kterém lze zhodnotit kvalitu provedenych tprav.

Posledni rafinace byla provedena online pomoci softwaru PDB-REDO na strance pdb-
redo.eu (Joosten a kol., 2014). Nejprve je nutné se zaregistrovat a vytvorit si ucet na této
strance, registrace neni naro¢na a zabere maximalné¢ dvé minuty. Po nasledném ptihlaseni
umoznuje software automatickou upravu a rafinaci struktury. Tento proces trva zpravidla

nckolik minut az hodin v zdvislosti na velikosti a komplikovanosti struktury proteinu.

Submit new PDB-REDO run

The accepted file formats are MTZ (reflection data), PDB or mmCIF (coordinates), mmCIF (restraints) and FastA (sequence).

Diffraction data (MTZ file): Vybrat soubor |Soubor nevybran
Coordinates (PDB or mmCIF file): Vybrat soubor |Soubor nevybran

Restraints (optional, to refine new ligands, etc): Vybrat soubor |Soubor nevybran

Sequence (optional, to build missing loops, etc): Vybrat soubor |Soubor nevybran

Advanced options

Submit | (after clicking submit, PLEASE WAIT for your files to upload - this may take some time)
important note: to use this service you must have a valid CCP4 license

Obr. 35: Online software PDB-REDO.

Do kolonky Diffraction data (MTZ file) se vybere mtz soubor s mapou elektronové
hustoty a do kolonky Coordinates (PDB or mmCIF file) se vybere pdb soubor se strukturou a
soufadnicemi proteinu. Naslednym kliknutim na Submit nahrajeme soubory na server, kde
dojde k automatické tpravé a rafinaci struktury. Po dokonceni tprav a rafinace jsou
k dispozici vysledky a seznam pouzitych uprav, provedenych softwarem PDB-REDO.
Vysledky jsou na strance dostupné 21 dni, poté jsou smazany. PDB-REDO dokaze odhalit
problematické oblasti struktury proteinu, které nejsou rozpoznany v pribéhu ruéniho

modelovani proteinu.
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3.4. Validace struktury

Pro validaci struktury byl, krom¢ programu WinCoot, pouzit online hodnotici software
Molprobity dostupny na strance molprobity.biochem.duke.edu (Chen a kol., 2010).
Molprobity nevyuziva k hodnoceni struktury modelu mapu elektronové hustoty, ale hodnoti
vodikové atomy modelu spole¢né s atomy vodikt, které jsou do struktury proteinu piidany
pomoci softwaru Molprobity. Nésledné dochédzi k analyze aminokyselinového fetézce,

vazebnych uhli, meziatomovych vzdalenosti.

Validace byla zahajena nactenim pdb souboru se strukturou finadlniho modelu proteinu
do softwaru Molprobity. Druhym krokem validace bylo pfidani vodikovych atomd do
struktury proteinu pomoci funkce Add hydrogens. Poslednim krokem validace bylo spusténi
funkce Analyze all-atom contacts and geometry, ktera analyzuje vSechny atomy
aminokyselinového fetézce a vypocitava parametry struktury proteinu. Po dokonceni funkce
Analyze all-atom contacts and geometry jsou jeji vysledky dostupné z vystupniho souboru.

o Duke Biochemistry
I;g.:ﬁ-;{,’ Main page m Duke University School of Medicine

Lt FILE UPLOAD/RETRIEVAL (MORE OPTIONS)

About hydrogens
Evaluate X-ray
Evaluate NMR PDB/NDB code: type: | PDB coords . Fetch >
Fix up structure.
Wiork with kins.
| Vybrat soubor | redo_redo_aniso.pdb type:| PDB coords * Upload >
View & download files
Lab notebook
Feedback & bugs Molprobity sites:
Site map Duke (US) | Manchester (UK) | Beta (Recent developments; Unstable)
S— Legacy version 4.02 has been retired. Please contact us through the 'Feedback & bugs' link if this affects your MolProbity use.
ek Usage Guidelines:
You are using 0% of These web services are provided for analysis of individual structures, not batch runs.
your 200 Mb of disk Advisories:
space 2018 Oct 05: Maintenance Performed

2018 Sep 12: Due to Hurricane Florence, this web service may be taken offline berween Thu 13 Sep and Tue 18 Sep. Normal service will resume as conditions permir.

Obr. 36: Nahrani struktury do softwaru Molprobity.

| . Duke Biochemistry
m;ﬁ;f Main page m Buke University School of Medicine

Main page
e SuccesTED TooLS (ALL TOOLS)
Evaluate X-ray
E;“'I;“‘B - Due to the parameter adjustments to hydrogen bondlengths and van der Waals radii, the eurrent default behavior for MoIProbity is to remove hydrogens, if they are present, before analysis. Please re-add
B hydrogens using the "Add hydrogens" option below, where you will have the option to choose either the default electron-cloud position hydrogens (i.e. for crystal structures) or nuclear-position hydrogens
(i.e. for neutron-diffraction structures or for NMR structures).
View & download files N N
e ey Currently working on: redo_redo_aniso_clean.pdb
Feedback & bugs

Site map
! 1 #“ Edit PDB file
Save session Add hydrogens
g @ Downgrade file to PDBv2.3 format (for download anly)

You are using 0% of
your 200 Mb of disk f s /s
space W/ Make simple kinemages
ot
R

$ 3, Fill gaps in protein backbone with IiffiL oop (beta test)

-
%% Analyze geometry without all-atom contacts

Obr. 37: Ptidani vodikovych atomt do struktury.
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- Duke Biochemistry
mggva Main page m Sty K o Wi

Meain ""r"'ym SuGGEsTED TooLs (ALL ToOLS)
Evaluate X-ray
E;"““"W Due to the parameter adjustments to hydrogen bondlengths and van der Waals radii, the current default behavior for MolProbity is to remove hydrogens, if they are present, before analysis. Please re-add
N ww‘nn e hydrogens using the "Add hydrogens" option below, where you will have the option to choose either the default electron-cloud position hydrogens (i.e. for crystal structures) or nuclear-position hydrogens
(i.e. for neutron-diffraction structures or for NMR structures).
View & download files
i Currently working on: |redo_redo_anisoFH.pdb _ Derived from redo_redo_aniso_clean pdb by Reduce -build v | Set
Feedback & bugs
Site map 2
e ¥4 Make simple kinemages
x‘:ﬁ‘m % | ()] Analyze all-atom contacts and geometry ’
» # Edit PDB file
You are using 2% of
your 200 Mb of disk R @ Downgrade file to PDBv2.3 format (for download only)
g L& Visualize interface contacts

{ 3, Fill gaps in protein backbone with JifilLoop (beta test)
Obr. 38: Spusténi funkce Analyze all-atom contacts and geometry.
3.5. Zobrazeni 3D struktury proteinu

Vysledny model 3D struktury proteinu DbeA ACI byl zobrazen pomoci programu
CCP4 Molecular Graphics (McNicholas a kol., 2011), ktery je souéasti sady CCP4 (Winn a
kol., 2011). Rychlé¢ spusténi programu je umoznéno piimo z vystupniho souboru s vysledky
rafinace. Po kliknuti na pole ccp4mg, na konci vystupniho souboru rafinace, dojde ke spusténi

programu CCP4 Molecular Graphics (Obr. 39).

Bl /nput Fies

Model structure =¥ [ Coot H ccpdmg H Display l

(¥ Reflection data & ViewHKL
g

Bl Output Fies

[»] Structure and electron density &j[ Coot || ccpdmg I ViewHKL H Display l

Obr. 39: Spusténi programu CCP4 Molecular Graphics.

Po spusténi programu, je v sekci Display Table, mozné upravovat konecny vzhled 3D
struktury proteinu pomoci panelu nastroji (Obr. 40) pro upravu zobrazovanych objektl

v programu CCP4 Molecular Graphics.
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— Water Atom.. Ball..
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- & Solute Atom.. Ball..
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— g Metals Atom.. Sphe..
e bl -
L& All .. Atom.. Bonds
Ty - -

Obr. 40: Panel nastroju pro upravu objekti v programu CCP4 Molecular Graphics.

Prvni sloupec tabulky panelu nastroji umoziiuje zobrazovani objektii v 3D modelu struktury
proteinu. Vybarvené pole znazoriiuje zobrazené objekty, Sedym polem jsou znazornény
nezobrazované objekty v modelu 3D struktury proteinu. V druhém sloupci jsou zobrazeny
objekty nachézejici se ve struktufe proteinu. Cely aminokyselinovy fetézec, molekuly vody,
jodidové anionty a sodné kationty, nachéazejici se ve struktufe proteinu lze zobrazit do 3D
modelu struktury proteinu. Tteti sloupec umoznuje barveni zobrazovanych objektd podle

jejich vlastnosti nebo podle potfeb uzivatele. Ve ctvrtém sloupci Ize vybrat typ modelu

zobrazovaného objektu.
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4. Vysledky

Tato ¢ast bakalarské prace shrnuje vysledky upravy, rafinace, validace a trojrozmérné

modelace struktury proteinu halogenalkandehalogendzy DbeA ACI.
4.1. Upravy struktury proteinu DbeA ACI

Uprava struktury proteinu DbeA ACI byla provadéna programem WinCoot. Do
programu byla vlozena mapa elektronové hustoty a struktura proteinu. Nasledné byl upraven
cely aminokyselinovy fetézec proteinu. V oblastech vyskytu diferencni mapy byly vytvoreny
alternativni konformace nékterych aminokyselin, u $patné orientovanych aminokyselin byla
upravena jejich orientace, u chybné obsazenych aminokyselin byla hodnota obsazeni opravena
na hodnotu 1 a chybné namodelované aminokyseliny byly podle znamé sekvence proteinu
pomoci mutace vyménény za spravné. Déle byly ke struktufe proteinu pfidany molekuly vody,
ptilis vzdalené molekuly vody byly naopak ze struktury smazéany. Veskeré¢ halogenidové ionty

byly vyménény za jodidové.
4.2. Rafinace struktury proteinu DbeA ACI

Rafinace struktury proteinu DbeA ACl byla provddéna manudlné¢ v programu
WinCoot, dale pomoci balicku REFMACS, ktery je soucasti sady CCP4 a posledni cyklus
rafinace byl proveden online softwarem PDB-REDO. Celkem bylo uskute¢néno 25 cykli
rafinace, pro 18 cykli byla zvolena izotropickd rafinace, poslednich 6 cykli rafinace
v programu REFMACS bylo provedeno anizotropickou rafinaci. Rafinace byly provadéné
Vv pribehu jednotlivych uprav, provadénych programem WinCoot. Posledni cyklus rafinace
byl proveden pro finalni strukturu proteinu online softwarem PDB-REDO. PDB-REDO
provedl jesté ptfed rafinaci automatické upravy struktury proteinu, upravil orientaci u 2
aminokyselin, smazal 8 molekul vody a upravil pozici 7 residui tak, aby 1épe sed¢li do mapy
elektronové hustoty. V Tab. Il jsou uvedeny hodnoty R-faktoru, R-free faktoru, Rms
bondlenght, Rms bondangle a B faktoru prvniho a posledniho cyklu rafinace. Snizujici se
hodnoty vSech faktorti poukazuji na zlepSeni struktury proteinu, tedy struktura proteinu lépe

padne do mapy elektronové hustoty.
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Tab. 111: Hodnoty faktort 1. a 25. cyklu rafinace

1. cyklus 25. cyklus
R-faktor 0,1419 0,1031
R-free faktor 0,1644 0,1304
Rms bondlenght (A) 0,0258 0,0146
Rms bondangle (°) 2,4306 1,7781
B faktor (A) 5,1890 5,5824

4.3. Validace struktury proteinu DbeA ACI

Validace struktury proteinu DbeA ACI byla provedena programem WinCoot a online
softwarem MolProbity. Vysledky validace struktury jsou uvedeny v Tab. IV. Na Obr. 41 je
zobrazen Ramachandraniv digram struktury proteinu DbeA ACI. Tento diagram zobrazuje
veskeré kombinace torznich uhli (hel mezi rovinou phi a psi), které se mohou uskute¢nit
v aminokyselinovém fetézci struktury proteinu DbeA ACI. Z diagramu je ziejmé, ze vSechny

aminokyseliny lezi v zonach s povolenou kombinaci vazebnych uhli.

Tab. 1V: Vysledky validace struktury proteinu DbeA ACI

Clashscore, all atoms 5,08

Poor rotamers 3 1,26 %
Favored rotamers 225 94,14 %
Ramachandran outliers 0 0,00 %
Ramachandran favored 281 96,90 %
Bad bonds 1/2434 0,04 %
Bad angles 11/3329 0,33 %
MolProbity score 1,48
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Obr. 41: Ramachandrantv diagram struktury proteinu DbeA ACI.

4.4. Zobrazeni 3D modelu struktury proteinu DbeA ACI

3D model struktury proteinu DbeA ACI byl vytvoien programem CCP4 Molecular
Graphics. Na Obr. 42 je zndzornéna terciarni struktura proteinu DbeA ACI. Z této struktury
je krasné patrna hlavni i cap doména proteinu, hlavni doména je slozena z beta-skladanych
listd, které jsou obklopeny alfa-Sroubovicemi. Cap doména je svou Sroubovitou ¢asti
pripojena k hlavni domén¢ a je tvofena alfa-Sroubovicemi. Protein obsahuje jedno aktivni
misto, které se nachazi v hydrofobni dutin€ mezi témito doménami. Na Obr. 43 je
znéazornéna terciarni struktura proteinu spolecné se v§emi molekulami vody, jodidovymi
ionty a sodnymi ionty, které se nachazeji ve struktufe proteinu DbeA ACI. Cervené kulicky

reprezentuji molekuly vody, Sedé kuli¢ky reprezentuji jodidové ionty a modré kuli¢ky
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reprezentuji sodné ionty. Na Obr. 44 jsou zndzornény 2 halogenid-stabilizujici
aminokyseliny z katalytické pentady proteinu s navazanym jodidovym iontem.

Aminokyselina Asn 38 je zobrazena fialove, Trp 104 Zlut€ a jodidovy iont Sed¢.

Cap doména

Aktivni misto

Hlavni doména

Obr. 42: Terciarni struktura proteinu DbeA ACI.

40



Obr. 43: Terciarni struktura proteinu DbeA ACI s molekulami vody, jodidovymi ionty a
sodnymi ionty.
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Obr. 44: Halogenid-stabilizujici aminokyseliny Asn 38 a Trp 104 v aktivnim mist¢ proteinu
DbeA ACL

42



5. Diskuze

Zpracovanim dat z rentgenové difrakce krystalt proteinu DbeA ACI z Bradyrhizobium
elkanii USDA94, poskytnutych Mgr. Tatyanou Prudnikovou Ph.D., vznikly vychozi soubory
pro dalsi Gpravu struktury proteinu. Mapa elektronové hustoty, mtz soubor, byla vytvofena
programem XDSAPP GUI (Krug a kol., 2012), programem MolRep (Vagin & Teplyakov,
2010) byla do mapy elektronové hustoty vlozena struktura proteinu, vznikl pdb soubor.
Uprava struktury proteinu probihala v programu WinCoot (Emsley a kol., 2010). Rafinace
struktury byla provedena manualné v programu WinCoot, dale balickem REFMACS
(Murshudov a kol., 2011), ktery je soucasti sady CCP4 (Winn a kol., 2010) a online softwarem
PDB-REDO (Joosten a kol., 2014). Validace finalni striktury proteinu prob¢hla online
hodnoticim softwarem Molprobity (Chen a kol., 2010). Model 3D struktury proteinu byl
vytvoren v programu CCP4 Molecular Graphics (McNicholas a kol., 2011).

5.1. Uprava, rafinace, validace struktury proteinu DbeA ACI

Uprava struktury proteinu DbeA ACI probihala v programu WinCoot. Upravy byly
provadény v rozliSeni 1,5 A pro mapu elektronové hustoty a 3,5 pro diferen¢ni mapu. Pii
upravach struktury proteinu divokého typu postupovala stejné také Chaloupkova a kol. (2014)

s pouzitym rozlisenim 2,2 A pro mapu elektronové hustoty.

Rafinace struktury proteinu DbeA ACl byla provadéna manualné v programu
WinCoot, balickem REFMACS ze sady CCP4 a online softwarem PDB-REDO. Rafinaci byla
prubézné kontrolovéana kvalita provadénych uprav struktury proteinu. Celkem bylo provedeno
25 cyklu rafinace, 18 cykli bylo provedeno izotropickou rafinaci, 6 cykli anizotropickou
rafinaci a posledni cyklus rafinace byl proveden online softwarem PDB-REDO. Izotropicka
rafinace byla vyménéna za anizotropickou z diivodu vyrazného zlepSeni vyslednych hodnot
rafinace. Izotropicka rafinace uvazuje stejnou velikost hodnoty B faktoru ve vSech smérech
od jednotlivych atoml struktury, tedy piedpokladd stejnou dynamickou nebo statickou
mobilitu atomit do vSech smérti. Oproti tomu anizotropicka rafinace tuto shodu neuvazuje,
velikosti hodnot B faktoru jsou zavislé na sméru (Murshudov a kol., 2011). Manudlni rafinaci
v programu WinCoot a rafinaci pomoci balicku REFMACS5 pouzila i Chaloupkova a kol.
(2014) pf1 rafinaci struktury proteinu DbeA. Vysledky rafinaci divokého typu proteinu DbeA

a jeho mutantni varianty DbeA ACIl jsou zobrazeny v Tab. V.
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Tab. V: Vysledky rafinaci proteintit DbeA (Chaloupkova a kol., 2014) a DbeA ACI.

DbeA DbeA ACI
R-faktor (%0) 14,53 10,31
R-free faktor (%0) 20,66 13,04
Rms bondlenght (A) 0,013 0,015
Rms bondangle (°) 1,592 1,778
B faktor (A) 4,841 5,582

Z Tab.V je patrné, ze se hodnoty rafinaci zdsadné nelisi. Hodnoty R-faktoru a R-free
faktoru jsou sice u mutantni varianty DbeA ACI nizsi, coz by odpovidalo vétsi shodé
experimentalnich a modelovych dat struktury, ale pfi modelaci struktury mutantni varianty
DbeA ACI bylo pouzito rozlieni 1,5 A, zatimco u modelace struktury divokého typu proteinu
DbeA bylo pouzito rozliseni 2,2 A.

Validace struktury proteinu DbeA ACI byla provadéna online hodnoticim softwarem
Molprobity. Z vysledka validace se 100 % rezidui nachazi v povolené oblasti a 96,90 %
Vv nejvyhodnéjsi oblasti mapy elektronové hustoty u proteinu DbeA ACI. Chaloupkova a kol.
(2014) udava celkem 96,13 % rezidui v povolené oblasti a 95,16 % v nejvyhodnéjsi oblasti

mapy elektronové hustoty.
5.2. Struktura proteinu DbeA ACI

Vysledny 3D model struktury proteinu DbeA ACI byl vytvofen programem CCP4
Molecular Graphics. Z terciarni struktury proteinu na Obr. 42 a 43 je dobfe patrna hlavni i cap
doména, jejich propojeni Sroubovitou ¢asti 1 aktivni misto nachazejici se v hydrofobni dutiné
mezi hlavni a cap doménou. Hlavni doména je tvofena beta-sklddanymi listy, které jsou
obklopené alfa-Sroubovicemi, cap doménu tvoii pouze alfa-Sroubovice. Aktivni misto
proteinu je znazornéno na Obr. 44, nachazi se vném i dvé halogenid-stabilizujici
aminokyseliny Asn 38 a Trp 104 z katalytické pentady proteinu spoleéné s navazanym

jodidovym iontem.

Hlavni doména tvofi jadro proteinu a je slozena z osmi beta-skladanych listi, sedmi
paralelnich a jednoho antiparalelniho (B2). Tyto beta-skladané listy jsou po stranach
obklopeny Sesti alfa-Sroubovicemi. Cap doména dosedd na hlavni doménu, se kterou je
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spojena svou Sroubovitou &asti. Ctyfi az pét alfa-§roubovic tvoii cap doménu (Damborsky a
kol., 2010). Cap doména proteinu DbeA ACI je tvofena péti alfa-Sroubovicemi. Aktivni misto
proteinu DbeA ACI tvofi katalyticka pentdda aminokyselin Asn 38, Asp 103, Trp 104, Glu
127 a His 271.

Protein DbeA ACI vznikl jako mutantni varianta proteinu divokého typu DbeA, ktery
obsahuje ve své struktufe 2 vazebna mista s halogenid-stabilizujicimi aminokyselinami. Prvni
vazebné misto je umisténo v aktivnim misté proteinu a je tvotfeno katalytickou pentadou
aminokyselin Asn 38, Asp 103, Trp 104, Glu 127 a His 271 a je pfitomné u vsech
halogenalkandehalogenaz z podrodiny HLD-II. Druhé vazebné misto se nachazi pfiblizné¢ 10
A od prvniho v jadie proteinu a je tvofeno katalytickou pentddou aminokyselin Gly 37, Thr
40, Ile 44, Gln 102 a Gln 274. Druhé vazebné misto je unikétni pro protein DbeA a u zadné
jiné halogenalkandehalogendzy nebylo prozatim pozorovano. Zablokovanim druhého
vazebného mista dvoubodovou mutaci 144L+Q102H (nahrazeni aminokyseliny Ile 44 za Leu
44 a GIn 102 za His 102) vznikla mutantni varianta proteinu DbeA, protein DbeA ACI
(Chaloupkova a kol., 2014).

Ukézalo se, Ze zablokovani druhého halogenid-stabilizujiciho mista vyrazné¢ meéni
vlastnosti proteinu DbeA ACI oproti proteinu DbeA. Protein DbeA ACI vykazuje vyrazn€ nizsi
katalytickou aktivitu a je fazen mezi nejméné aktivni halogenalkandehalogenazy.
V ptitomnosti chloridovych soli vykazuje protein DbeA vys$i stabilitu nez DbeA ACI. Navic
doslo ke zméné v substratové specifité (Chaloupkova a kol., 2014), coz je u mutantnich variant
celkem béZné, ale v ptipadé proteinu DbeA a jeho mutantni varianty DbeA ACI doSlo navic
ke zméné tiidy substratové specifity, tato zmeéna nebyla doposud pozorovana pii mutacich
proteint (Koudeldkova a kol., 2011). Protein divokého typu DbeA ndlezi podle substratové
specifity do ttidy SSG-IV, zatimco protein DbeA ACI nalezi do tfidy SSG-I (Chaloupkova a
kol., 2014).
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6. Zaver

Cilem bakalafské prace bylo zvladnuti zakladnich a pokrocilych krystalografickych
metod pii Gpravé a teSeni molekularni struktury mutantni varianty proteinu
halogenalkandehalogenazy DbeA ACI z Bradyrhizobium elkanii USDA94. Vysledna struktura
proteinu DbeA ACI byla porovnana se strukturou divokého typu proteinu DbeA.

Zpracovanim difrak¢nich dat, poskytnutych Mgr. Tatyanou Prudnikovou Ph.D.,
vznikla v programu XDSAPP GUI mapa elektronové hustoty a v programu MolRep model
struktury proteinu DbeA ACI. Model struktury byl upravovan v programu WinCoot, ve kterém
byla kazd4d aminokyselina z aminokyselinového fetézce rucné zrafinovana, dale doslo
K upravé orientaci $patné orientovanych aminokyselin, vytvoteni alternativnich konformaci,
uprave obsazeni a mutaci aminokyselin. V zavére¢né fazi upravy modelu struktury proteinu
DbeA ACI byly do modelu struktury domodelovéany jodidové ionty a molekuly vody, nékteré
molekuly vody byly naopak smazéany. V prib¢hu uprav struktury modelu byla provadéna
rafinace balickem REFMACS ze sady CCP4 a vysledny model struktury proteinu DbeA ACl
byl zrafinovan online softwarem PDB-REDO. Validace vysledného modelu struktury
probihala online hodnoticim softwarem MolProbity. Vysledky rafinace a validace struktury
proteinu DbeA ACI byly porovnany s divokym typem proteinu DbeA. V programu CCP4
Molecular Graphics byl vytvofen trojrozmémy molekularni model struktury proteinu
halogenalkandehalogenazy DbeA ACIl. V 3D modelu jsou zobrazeny hlavni 1 cap doména
proteinu, Vv aktivnim misté jsou zndzornény dvé halogenid-stabilizujici aminokyseliny

S navazanym jodidovym iontem.
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8. Seznam zkratek

8.1. Aminokyseliny
Asn: asparagin
Asp: kyselina asparagova
Glu: kyselina glutamova
Gly: glycin
His: histidin
Ile: isoleucin
Leu: leucin
Thr: threonin

Trp: tryptofan

8.2. Dalsi zkratky
3D: trojrozmérny
HLD: halogenalkandehalogenédza

PDB: Protein Data Bank

SSG: Substrate Specifity Group
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