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1. Uvod

Enzymy hraji v Zzivot¢ clovéka nezastupitelnou roli. Nejenze fidi vétSinu
biochemickych procesti probihajicich v télech vSech zivych organismu, ale jsou uzite¢né
i v mnohych jinych oblastech lidského Zivota, napf. v primyslu, nebo v environmentalnich
technologiich. Zajimavou nadrodinu enzymu tvofi tzv. halogenaciddehalogenasy (HAD),
které se podili na detoxikaci xenobiotik nebo vedlejSich metabolickych produkti. HAD
vyuzivaji nukleofilni substituci pro vytvofeni enzym-substratové esterové vazby
za soucasného $tépeni vazby uhlik-halogen. Velkou pozornost pfitahuji tyto enzymy prave
pro svlj potencial degradovat rezistentni halogenované organické slouceniny, které tvoii
nejvetsi skupinu latek znecist'ujicich Zivotni prostiedi, ale také pro své vyuziti pfi syntéze
pramyslovych chemikalii (Koonin a Tatusov, 1994; Soda a kol., 1996; Schmidberger a kol.,
2007).

Abychom vSak mohli posoudit vyuziti daného enzymu (proteinu), je nutné nejdiive
poznat jeho tfidimenziondlni strukturu. Mocnym nastrojem poznani atomdrni struktury
biomakromolekul je rentgenova krystalografie. Ke dni 4. 4. 2019 obsahovala PDB databaze
celkem 139 678 proteinovych struktur, z nichz bylo 90 % vyfeSeno pravé touto metodou
(RCSB PDB, 2019). Zakladem tspéchu rentgenové krystalografie je vypéstovani dostate¢né
kvalitnich krystalt, které poskytnou difrakéni data pro feSeni struktury studovaného

proteinu.

Zacatek teoretické casti této prace je vénovan struénému uvedeni do struktury
proteinového krystalu, od elementarni buiiky a asymetrické jednotky pies krystalové miizky
az k prostorovym grupam. Nasleduje uvod do rentgenové difrakéni analyzy, vysvétleni
zakladnich pojmt, dilezité historické milniky, které vedly k feSeni nejen proteinovych
struktur, vysvétleni principu difrakce a seznameni s pribéhem rentgenového difrakéniho
experimentu. Zbytek teoretické Casti se zabyva zpracovanim difrakénich dat, feSenim
fazového problému, molekulovym modelovanim, upfesnénim a validaci struktury
se zam¢éfenim na pocitatové programy, které k t€émto ti¢elim slouzi. Podrobné jsou uvedeny
pocitacové programy, které byly pouZity pfi vypracovani praktické ¢asti, ale jsou jmenovany
1 dal8i programy s podobnymi funkcemi. Na zavér teoretické casti je popsano nékolik

mefitek kvality ziskané struktury.



Praktickd ¢ast prace se zabyva strukturni studii putativni halogenaciddehalogenasy
Tt81, ktera byla izolovana z Thermococcus thioreducens. Nejprve je popsan sbér difrakénich
dat, nasleduje jejich zpracovani a feSeni fazového problému metodou molekularniho
nahrazeni. Dale je uvedeno molekularni modelovani, upfesnéni struktury, jeji validace

a nakonec zobrazeni findlniho modelu proteinu Tt81.
Cilem prace bylo:

e zpracovat difrak¢ni data ziskana z krystalt proteinu Tt81 z Thermococcus thioreducens
e vytesit strukturu studovaného proteinu

e upfesnit strukturu halogenaciddehalogenasy Tt81

e pripravit strukturu pro deponovani do PDB

e porovnat strukturu Tt81 s podobnymi proteinovymi strukturami



2. Literarni prehled

2.1 Struktura krystalu

Krystal je definovan jako pravidelné trojrozmérné uspotfadani molekul, které jsou
dohromady drzeny slabymi vazebnymi interakcemi. V proteinovych krystalech jsou navic
molekuly pomérné flexibilni (Rhodes, 2006). Pro snazsi popis struktury a symetrie krystala
se obvykle zavadi pojem idedlni krystal. Idedlni krystal je nekone¢ny, jeho struktura je zcela
pravidelna a neobsahuje zadné poruchy. Zékladnim rysem pravidelnosti idedlniho krystalu je
jeho trojrozmérna translacni periodicita. Charakteristické je opakovani zakladniho motivu
tvofeného jednim nebo vice atomy ve tiech smérech napfic¢ celym krystalem. U organickych
krystalii mlize motiv obsahovat az tisice atomti. Redlné krystaly se ke struktuie idealnich

krystalii mohou jen ptiblizovat (Valvoda a kol., 1992).
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Obr. 1: Uspotradani asymetrické jednotky do elementarni bunky aplikaci inverze (¢erny bod
= stfed symetrie) a krystal sloZzeny z identickych elementarnich bun¢k (upraveno podle

Rupp, 2010).

Zakladni stavebni jednotkou krystalu je elementarni bunika. Jedna se o nejmensi
anejjednodussi objemovy prvek, pravidelné se opakujici ve vSech smérech, ktery
reprezentuje cely krystal. Elementarni bunka je definovana rozméry hran (a, b, ¢) a uhly
mezi nimi (o, B, v). Kromé elementarni buiiky se také uvadi pojem asymetricka jednotka, coz
je nejmensi jednotka struktury, ktera mtize tvofit cely krystal, ale az po aplikaci urcité

operace symetrie (Rhodes, 2006), viz Obr. 1. Operaci symetriec rozumime geometrickou



transformaci, pfi niz jsou zachovany vzajemné vzdalenosti v télese a po jejimz provedeni
nelze poznat, zda byla s télesem né&jaka transformace provedena. Mezi zakladni operace

symetrie patii rotace, translace, inverze a zrcadleni (Vavra a Losos, 2006).

Atomy Vv krystalu jsou usporfadané do krystalové miizky, slozené z identickych
elementarnich bunék. Miizka je definovana jako mnoZina bodi se stejnym a stejné
orientovanym okolim. Jedna se o myslenou miizku, jejiz mtizové body mohou a nemusi
koincidovat se stfedy atomi. Miizka vystihuje translaéni periodicitu prostorového
uspotradani atomil v krystalu a slouzi k popisu struktury, napiiklad pomoci umisténi atomut
Vv jedné bunce miizky (Valvoda a kol., 1992). Existuje sedm krystalovych mfizek (soustav) —
trojklonna (triklinickd), jednoklonna (monoklinickd), kosoctverecna (ortorombicka),
¢tvereCna (tetragondlni), krychlova (kubicka), Sesterecna (hexagonalni) a klencova
(trigonalni) - viz Tab. 1. Jednotlivé krystaly jsou fazeny do krystalovych soustav podle
spoleénych prvkil symetrie. Kazd4 prostorova miizka, kterd obsahuje stied symetrie, se
oznacuje jako centrosymetrickd a krystal s touto miiZkou jako centrosymetricky (Vavra

a Losos, 2006).

K popisu struktury ideéalnich krystala slouzi kromé krystalové miizky také prostorové
grupy. Prostorova grupa obsahuje vSechny informace o symetrii krystalu. Zahrnuje symetrii
atomové struktury i makroskopickou symetrii krystalu (Valvoda a kol., 1992). Celkem je
mozné odvodit 230 prostorovych grup, které zahrnuji vSechny kombinace translacnich
a beztransla¢nich prvki symetrie, ptipustnych v krystalografickych transformacich. Prvky
symetrie libovolné prostorové grupy maji v prostoru zcela urcitou polohu a orientaci (Vavra
a Losos, 2006). Prostorové grupy jsou ozna¢ovany pomoci symbold ze ¢tyi znakl. Prvnim
znakem je pismeno, které oznacuje typ miize. Nasleduji tii znaky oznacujici prvky symetrie,
které byly kombinovany s translacemi mfize pti vytvafeni prostorové grupy (Valvoda a kol.,
1992). Pokud zname prostorovou grupu, elementarni buiiku a obsah asymetrické jednotky

mizeme definovat polohy vSech atomut v krystalu (Rhodes, 2006).



Tab. 1: Krystalové soustavy (Upraveno podle Vavra a Losos, 2006).

Krystalova mtizka Mrizkové parametry
. azb#c
jednoklonna B> 90
a=1v,pB>90°
atzb#c
trojklonna
a#B#vy#90°
atb#c
kosoctverecna c
a=pB=7y=90°
av
a=b#c
Ctverecna c
a=pB=y=90°
a " a
c a=b#c
SestereCna a=p=90°
vy =120°
a
N N
klencova
a a=pB=v#90°
a
a
Frvehlovs a=b=c
chlova
v a a=pB=y=90°
a* 3




2.2 Rentgenova difrak¢ni analyza

Rentgenova difrakéni analyza je metoda, ktera slouzi k urovani struktury
krystalickych latek. Podstatou této metody je interakce elektromagnetického (rentgenového)
zateni s periodicky uspotadanou hmotou, respektive s elektrony atomu krystald. Diky tomu,
ze rozmeéry krystalové miizky jsou piiblizn€ stejné jako vlnova délka rentgenového zareni
(zhruba 0,1 nm), mize na krystalové miizce dochéazet k difrakci neboli ohybu zafeni (Zidek,
2015).

2.2.1 Historické milniky

Dulezitym milnikem pro urcovani struktur latek byl rok 1895, kdy Wilhelm Conrad
Rontgen objevil rentgenové zareni (Rupp, 2010). Na objevu samotné rentgenové difrakce
r. 1912 se podileli Max von Laue, Walter Friedrich a Paul Knipping (Eckert, 2012). Znama
skute€nost, Ze se rentgenové zaieni chova jako elektromagnetické vinéni, a Ze po prichodu
fotonti vzorkem dochazi na detektoru k zachyceni difrakéniho obrazce, nevedla ihned
k feSeni struktur. Souvislost mezi difrakénim obrazcem a vnitini strukturou krystalt
pochopili az William Henry Bragg a William Lawrence Bragg (otec a syn), kterym se
Vv letech 1912-1922 podafilo uréit strukturu fady latek. Jednalo se o struktury né€kolika prvki
(diamantu, grafitu, médi), jednoduchych anorganickych latek (napf. chloridu sodného,
chloridu draselného, pyritu,...) a prvni organické latky (naftalenu). Jejich objevy byly
ocenény Nobelovou cenou za fyziku r. 1915 (Kratochvil a kol., 2008).

2.3 Princip difrakce

Difrakce je d&j, ke kterému dochazi, pokud vInéni (at’ uz vinéni na vodni hlading,
vlnéni zvukové nebo elektromagnetické — tzn. viditelné svétlo, rentgenové zareni ¢i radiové
vlny) narazi na piekazku nebo §térbinu. V takovém piipad¢é nastane ohyb vInéni do oblasti
geometrického stinu prekdzky. Tento jev je popisovan pomoci Huygensova principu, kdy
v kazdém okamziku miiZeme kazdy bod $ifici se vlny chapat jako novy zdroj vinéni, tzv.
sekundarnich vin (viz Obr. 2). Uginek difrakce je nejvétsi v ptipadé, kdy se vinova délka

pfiblizné rovna rozméru prekazky popft. stérbiny (Rappaport, 2002).
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Obr. 2: Difrakce podle Huygensova principu. (Pfevzato z Nordmann, 2007 [online].
Dostupné 6. 9. 2018 z WWW: <https://cs.wikipedia.org/wiki/Huygens%C5%AFv_princip#/

media/File:Refraction_on_an_aperture_-_Huygens-Fresnel _principle.svg>.)

V momenté, kdy vInéni narazi na vice piekdzek C¢i Stérbin, dochazi
ke konstruktivnimu nebo destruktivnimu skladani sekundarnich vIn podle principu
superpozice. Sekundarni vilny maji sice stejnou vlnovou délku, ale v zavislosti na poloze
piekdzek jsou vicéi sobé ruzné fazoveé posunuté. Proto v nékterych ptipadech dochazi
Kk zesileni intenzity zafeni (konstruktivni skladani) a nékdy se vlny navzajem vyrusi
(destruktivni skladani) (Zidek, 2015). Zalezi na tom, zda se vlny nachézeji ve fazi,

Vv protifazi, nebo né€kde mezi témito dvéma stavy (viz Obr. 3).

viny ve fazi: vysledna amplituda:

(a) :'u" :i:v:ikkfg‘u?\"u‘ V\ /\ /\ /\ [\
\VAAVALVALVERV 'VVV VUV

viny v protifazi: vysledna amplituda:

(b) ><><><>f"‘~ I

Obr. 3: Konstruktivni (a) a destruktivni (b) skladani vin. (Upraveno podle Haade a Quibik,
2010 [online]. Dostupné 6. 9. 2018 z WWW: <https://en.wikipedia.org/wiki/Wave_interfere

nce#/media/File:Interference_of two_waves.svg>.)

Pokud jsou odrazené paprsky ve fazi, jejich amplitudy se seCtou a spolecné pak

ptispivaji k tvorbé difrakéniho obrazce ve formé symetricky usporadanych skvrn (reflexi),



které jsou zachyceny na detektoru. Tento jev se popisuje pomoci Braggova zakona (Bragg

a Bragg, 1913):
2d sin 8 = n\

kde d je vzdalenost mezi atomovymi vrstvami krystalu, 6 je uhel dopadu rentgenového

paprsku, n je kladné celé Cislo a A je vinova délka dopadajiciho rentgenového paprsku
(Rupp, 2010).

Reflexe jsou charakterizovany strukturnim faktorem F(hkl):
1 1 (1 _
F(hkl) =V f f f p(xyz)ezm(hx”y“z)dxdydz (Zidek, 2015)
x=0+“y=0+“2z=0

kde h, k a | jsou tzv. Millerovy indexy, V je objem elementarni buniky analyzovaného
krystalu a p je elektronova hustota v bod¢ X, y, z v ramci elementarni bunky. Millerovy
indexy definuji rovinu atoml v krystalu podle jejich prasecikii se tfemi zékladnimi
krystalografickymi osami, protoZe se jedna o trojrozmérné téleso (Zidek, 2015). Strukturni
faktor je komplexni Cislo, které pfedstavuje celkovy rozptyl ze vSech atomi elementérni
buiky a zahrnuje amplitudu strukturniho faktoru a relativni fazovy tihel mezi odrazenymi
vinami (Rupp, 2010). Pfi urCovani struktury molekul z rentgenové difrakce se vSak
nesnazime spocitat hodnotu strukturniho faktoru, ale distribuci elektronové hustoty, protoze

pravé rozloZeni elektrond vypovida o tvaru molekuly, ktery hledame (Zidek, 2015).
2.4 Rentgenovy difrakeéni experiment

Schéma rentgenového difrakéniho experimentu je znazornéno na Obr. 4. Vychozim
materidlem pro rentgenovy difrakéni experiment je monokrystal studovaného proteinu.
Ziskani kvalitniho monokrystalu je zcela limitujicim krokem celé proteinové krystalografie,
protoze nalezeni krystaliza¢nich podminek muze trvat i nékolik let a ne vzdy se dany protein
podaii vykrystalizovat. VSechny tfi rozméry krystalu by mély byt minimélné¢ 0,01 mm

a krystal by mél byt bez prasklin a defekti (Kratochvil a kol., 2008).
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Obr. 4: Schéma rentgenového difrakéniho experimentu.

Jako experimentélni zafizeni se pouZzivaji rizné typy difraktometrii — Ctytkruhovy
difraktometr, vicekruhové monokrystalové difraktometry a generatory pro sbér difrakénich
dat. Nékteré mohou byt pfipojeny na zdroje synchrotronového zafeni v rentgenové oblasti.
To je pro proteinovou krystalografii vyhodné, protoze intenzivni a koncentrovany
synchrotronovy rentgenovy svazek vybudi mnohem vice méfitelnych difrakci nez
laboratorni generator a data jsou pak kompletnéjsi (Kratochvil a kol., 2008). Za zdroji
synchrotronového zafeni musime do zahrani¢i — v Evrop¢ je jich celkem 14. Z toho ¢tyfi
jsou v Némecku (BESSY v Berliné, EMBLDESY, MPGDESY a PETRA _III v Hamburku),
ostatni se nachazeji ve gpanélsku, Italii, Francii, UK, §V}'Icarsku, Svédsku a Rusku

(BioSync, 2018).

Bé&hem experimentu je krystal vystaven paprsku rentgenového zareni a jednotlivé
difrakce jsou zachyceny na detektoru jako difrakéni obrazec. K posbirani v§ech nezbytnych
dat pro vyteseni struktury musi byt krystal ota¢en o 180°, u krystali s vyssi symetrii mtize
byt pouzit thlovy rozsah 90° nebo 45° (McPherson, 2002). Pocet difrakci nutnych
pro vyteseni struktury také souvisi se slozitosti krystalu — nékolik desitek difrakci u krystali
kovli az n€kolik miliont difrakci u krystald vird. Doba sbéru dat se pohybuje od nékolika

hodin po nékolik dni (Kratochvila kol., 2008).

Rentgenové zéfeni je vysoce energetické elektromagnetické vinéni, které zplisobuje
radiacni poskozeni organické hmoty a tedy i proteinovych krystalid (Rupp, 2010). Z toho
divodu se méfeni bézné provadi za nizké teploty (100-150 K) v tekutém dusiku. Krystal je
chranén pomoci Kryoprotektantu. Nizka teplota slouzi jako ochrana pfed radia¢nim

poskozenim a navic potlacuje teplotné-vibracni pohyby atomt (Kratochvil a kol., 2008).



Vysledkem experimentu jsou difrakéni data v podobé jednotlivych difrakénich
obrazci. Difrakéni obrazec neodrazi pfimo vnitini strukturu krystalu, ale je mozné z n¢j
zjistit intenzity a polohy jednotlivych difrakci. Ze znamych intenzit je mozné odvodit pozice
atomu a jejich teplotné¢ vibracni parametry, z difrak¢énich uhla pak rozméry elementarni
buiky. Nekteré difrakce navic systematicky vyhasinaji (maji nulovou intenzitu), z ¢ehoz lze

odvodit prostorovou grupu (Kratochvil a kol., 2008).
2.5 Zpracovani difrak¢nich dat

Po naméfeni difrak¢énich dat nasleduje jejich zpracovani. V soucasné dob¢ je mozné
zpracovavat data vice ¢i mén¢ automaticky, s malym uzivatelskym vstupem a soucasné
generovat urCitou vizudlni zpétnou vazbu o pribéhu zpracovani a vysledné kvalit¢ dat
pro posouzeni uzivatelem. K tomuto ucelu slouzi napé. XDSAPP ~ XDS Automation and
Plotting Protocols (Sparta a kol., 2016), ktery kombinuje softwarové balicky XDS (Kabsch,
1993), POINTLESS z CCP4 (Winn a kol., 2011), XDSSTAT (Diederichs, 2006), SFCHECK
(Vagin a kol., 1999) a PHENIX.XTRIAGE (Zwart a kol., 2005). XDS je sofistikovany
software, ktery byl vyvinut pro zpracovani monochromatickych difrakénich dat
zaznamenanych metodou rotace za pouziti jednoduchého krystalu (Kabsch, 1993). Dal§imi
dostupnymi softwary pro integraci dat kromé XDS jsou iMOSFLM (Battye a kol., 2011),
HKL-2000 (Otwinowski a Minor, 1997) a D TREK (Pflugrath, 1999). Tyto softwary se lii

metodami autoindexace, metodami integrace a irovni automatizace (Krug a kol., 2012).

XDSAPP (Sparta a kol., 2016) umoziuje dva reZimy provozu. Prvnim rezimem je
verze GUI vhodna pro zpracovani jediné datové sady, ktera soucasné umoziiuje riiznou miru
kontroly. Druhou mozZnosti je automatické zpracovani vSech datovych sad obsaZenych

Vv adresafi bez interakci uzivatele po spusténi zpracovani (Sparta a kol., 2016).

Zpracovani difrakénich dat softwarem XDSAPP (Sparta a kol., 2016) zahrnuje tfi
kroky. Prvnim krokem je indexace, kterd poskytuje orientaci krystalu, pocate¢ni odhad
rozmérl elementarni bunky, rozliSeni signalu a pozadi, ur€eni intenzity skvrn oproti pozadi
a urceni poctu a tvaru uziteCnych skvrn (Powell, 2017). Druhym krokem je integrace, béhem
které je uréeno maximalni rozliseni a POINTLESS (Winn a kol.,, 2011) vyhodnoti
nejpravdépodobnéjsi prostorovou grupu. Po skonceni indexace i1 integrace je zobrazeno
kratké shrnuti pro kontrolu uzivatelem. Poslednim krokem je analyza, kdy je analyzovana

kvalita dat, SFCHECK (Vagin a kol., 1999) a PHENIX.XTRIAGE (Zwart a kol., 2005)
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provadi testy na piipadné krystalografick¢é problémy (napi. dvojcatné krystaly,
pseudosymetrie) a dochéazi ke konverzi difrakénich dat do souborl intenzit vV rtiznych
formatech (mtz, hkl, cns) vhodnych pro CCP4 (Winn a kol., 2011), SHELXL (Sheldrick,
2015) a CNS (Briinger a kol., 1997). Krom¢ toho software sam identifikuje snimky s horsi
kvalitou dat a poskytuje informace o radiacnim poskozeni krystalu béhem procesu sbéru dat

(Diederichs, 2006; Krug a kol., 2012).

Nevyhodou XDSAPP je pomémé tézkopadné pouziti v manudlnim rezimu.
Vyznamnou piekdzku pro méné zkuSené uzivatele predstavuje zejména manipulace
S dlouhymi vstupnimi a vystupnimi textovymi soubory, coz miize byt potencionalnim

zdrojem piipadnych chyb (Sparta a kol., 2016).

Po zpracovani difrak¢énich dat nasleduje ziskani mapy elektronové hustoty, tedy
distribuce atomti v prostoru, vypocétenim funkce elektronové hustoty. Vztah mezi funkci
elektronové hustoty a strukturnim faktorem byva vyjadfen prostfednictvim Fourierovy
transformace, kdy se strukturni faktory pouzivaji jako Fourierovy koeficienty pro generovani

mapy elektronové hustoty proteinu (Rupp, 2010):
1 . .
p(xyz) = ” Z Z Z F (hkl)e2milhxtiy+iz)+ia(hkl) (Zidek, 2015)
h k 1

kde o znac¢i fazi strukturniho faktoru. Aby bylo mozZné vypocitat mapu distribuce
elektronové hustoty, musime znat kromé& intenzit a thlu difrakci 1 udaje o fazovych thlech
(fazich) difraktovanych paprski. Tyto informace jsou vsak béhem rentgenového difrakéniho
experimentu ztraceny. Neznalost fazi se v krystalografii oznaCuje jako fazovy problém
(Kratochvil a kol., 2008).

2.6 Fazovy problém a jeho reSeni

VyfteSeni fazového problému je nutnym krokem na cest¢ za vyfeSenim struktury
krystalické latky. Allegra popisuje existenci fAzového problému v rentgenové krystalografii
jako fascinujici dobrodruzstvi, ve kterém se strukturni krystalograf neobejde bez chemické

a fyzikalni intuice, pfedstavivosti a matematickych znalosti (1980).

V dnesni dobé¢ existuje cela fada metod slouzicich k feSeni fazového problému. Tyto

metody jsou zaloZeny na skute¢nosti, Ze neexistuje zadny formalni vztah mezi amplitudami
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a fazemi, jen mezi molekularni strukturou nebo hustotou elektronti a fAzemi (Taylor, 2003).
Taylor tyto metody rozdéluje do tii skupin: piimé metody, molekuldrni nahrazeni

a izomorfni zdména (2003).

Pfimé metody jsou matematické techniky, které se snazi vyreSit fazovy problém
pomoci matematickych vztahli bez pouziti strukturné-chemickych informaci (Allegra, 1980).
Jsou zalozené na pozitivit¢ a atomicité elektronové hustoty, coz vede k fazovym vztahiim
mezi normalizovanymi strukturnimi faktory. Pokud jsou znamy faze nékterych difrakci, je
mozné postupné odvodit dalsi a dalsi faze az do vyfeSeni vSech fazi. Tyto metody jsou
limitovany rozliSenim difrakénich dat, které musi byt nizsi nez 1,2 A, a pouZivaji se

u proteinti obsahujicich do 1000 atomu (Taylor, 2003).

Pokud je dostupny homologni model s alespon 25% sekvenc¢ni identitou, je mozné
pouzit metodu molekularniho nahrazeni (Taylor, 2003). Vzhledem k rostoucimu poctu
strukturnich modelti v PDB databazi je tato metoda vyuzivana nejéastéji. V dnes$ni dob¢ je
timto zptisobem vyfeSeno piiblizné 80 % vSech proteinovych struktur. Termin nahrazeni je
tteba chapat jako premisténi, nikoliv substituci. Znamy strukturni model se rotuje a nasledné
translatuje do elementarni bunky nebo asymetrické jednotky, dokud neni ziskano feseni
s nejlepsim vztahem mezi vypoctenymi difrakénimi daty zndmého modelu a zjisténymi daty
z neznamé struktury (Rossmann, 1972; Rupp, 2010). Jinymi slovy, na zaklad¢ dat dochazi
K testovani rtuznych hypotéz o orientaci, pozici a kvalit¢ vyhledavaného modelu (Read,
2003). Molekularni nahrazeni se sklada ze tfi hlavnich kroku: rotace, translace a hodnoceni
kvality feSeni. Prvni dva kroky jsou provaddény na zakladé vypoctu Pattersonovy funkce.
Pozice modelu se méni, dokud se vypoctend Pattersonova rota¢ni a transla¢ni funkce
neshoduje s pozorovanou Pattersonovou funkci, odpovidajici neznamé struktufe (Navaza,
1994). Homologni model, spravné umistény vV neznamé struktute, pak slouzi jako pocateéni

model (Rupp, 2010).

Dalsi moznosti, jak ziskat faze difraktovanych paprski, je metoda izomorfni zamény.
Tato metoda vyzaduje piipravu derivati studované chemické slouceniny, ve kterych je
nékolik mélo atomii ve zndmych polohdch nahrazeno jinymi atomy. VétSinou dochazi
k nahrazeni lehkych atomil za tézSi atomy kovi, tak aby nebyla narusena Krystalizace.
Takové derivaty oznaCujeme za izomorfni, protoze jsou strukturné stejné a liSi se pouze
druhem atomu v né€kolika mélo polohéch (Valvoda a kol., 1992). Pouziti jediného derivatu

u necentrosymetrickych krystalii vede k dvojznacnému vysledku fazového thlu (Bokhoven
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akol., 1951). Z toho divodu se pouziva série slouCenin s izomorfni zaménou v riznych
polohach (Blow a Rossmann, 1961). Po zavedeni atomd kovt do struktury se méfi zmény
Vintenzitach. Z téchto zmén je mozné vydedukovat pozice tézkych atomii a nasledné
odpovidajici faze (Taylor, 2003). Ptiprava vhodnych izomorfnich proteinovych derivata je
vSak velice obtiznd a ¢asové narocnd, a proto u jednodussich struktur ustupuje do pozadi
(Blow a Rossmann, 1961). Naopak pii feseni slozitych struktur proteind je tato metoda velmi
uspesna (Valvoda a kol., 1992).

Kratochvil a kol. navic uvad¢ji metodu anomalniho rozptylu (2008), ktera byva casto
kombinovéna s metodou izomorfni zamény. U metody anomalniho rozptylu sta¢i jeden
krystal, ale méteni se provadi pii n€kolika rGznych vinovych délkach. Pouzivaji se vinové
délky blizké i vzdalené od absorp¢ni hrany atomu, ktery je v asymetrické jednotce krystalu
zastoupen jen v malém poétu — zpravidla se jedna o tézky atom (Terwilliger, 1994). Velikost
a faze ptispévku tohoto atomu ke strukturnimu faktoru je vlivem anomadlniho rozptylu
zménéna tak, jako by se na daném misté nachazel jiny atom. Jde tedy o dva experimenty, ale
vzhledem k pouzivani jediného krystalu je tato metoda snaz$i na provedeni nez metoda
izomorfni zdmény. Jsou zde vsSak kladeny vyssi naroky na pfesnost, protoze dochazi
k méfeni nepatrnych rozdild intenzit. Pro necentrosymetricky krystal je metodou anomalniho
rozptylu ziskano dvojznacné fesSeni. Tato nejednoznaénost se odstranuje méfenim intenzit
reflexi Bijvoetovych part, tedy dvojice soubort rovin (Bijvoet a kol., 1951). Na vyznamu
nabyva tato metoda predevSim pii pouziti zdroje synchrotronového zafeni, kde je téméf
neomezena volba vlnové délky zéfeni, ¢imz lze vyvolat anomalni rozptyl ve vyrazné mife
na libovolném atomu. Dulezity je fakt, Ze pfi riznych vlnovych délkach rentgenovych
paprski méni strukturni faktor, odpovidajici anomalné rozptylujicim atomim v elementarni
bunice, svou velikost, ale ne fazi. To znamena, Ze fazovy rozdil mezi ne-anomalné
a anomalné rozptylujicimi atomy v elementarni bufice neni zavisly na vlnové délce
rentgenového zéareni. Vysledkem méteni jsou amplitudy strukturnich faktorii pro Bijvoetovy
pary pii nckolika vlnovych délkach. Koneénym cilem analyzy je ziskat primérnou
amplitudu strukturniho faktoru a jeji fazi pro kazdou reflexi pfi urcité vinové délce (Valvoda

a kol., 1992).
2.7 Molekulové modelovani a upresnéni struktury

Po vyteSeni fazového problému a vygenerovani mapy elektronové hustoty je mozné

zacit s molekulovym modelovanim. Za timto u¢elem se pouziva napt. pocitaCovy program

13



Coot (Emsley a Cowtan, 2004), ktery je soucasti softwaru CCP4 (Winn a kol., 2011)
navrzeného pro makromolekularni krystalografii. Hlavnim ukolem tohoto programu je
vizualizace makromolekularnich struktur a dat, molekularni modelovani do elektronové
hustoty a validace stavajicich modelti. Coot poskytuje nastroje pro zobrazeni trojrozmérnych
dat ve form¢ atomovych modeli, map elektronové hustoty a obecnych grafickych objekti.
Mapu elektronové hustoty generuje na zaklad¢é souboru (ve formatu .mtz), ktery obsahuje
strukturni faktory obsahujici informace o fazi (Emsley a Cowtan, 2004; Emsley a kol.,
2010).

Pocate¢ni modelovani se obvykle provadi automatizovanymi metodami ARP/WARP
(Perrakis a kol., 2001), RESOLVE (Terwilliger, 1999) a Buccaneer (Cowtan, 2006), které
vétSinou vyzaduji rozlideni lepsi nez 2,50 A. Hlavnim zaméfenim programu je vSak
dokonceni pocatecnich modelti generovanych metodou molekuldrniho nahrazeni nebo
automatickym modelovanim. Coot (Emsley a Cowtan, 2004) poskytuje celou fadu funkci
slouzicich k molekulovému modelovani jako napt. idealizaci modelu, manualni rotaci
a translaci, vyhledavani ligandt, solvataci, mutaci, ptidani koncovych rezidui, odstranéni
postrannich fetézcl atd. Dalsi funkci je propojeni s programem REFMACS5 (Vagin a kol.,
2004), ktery je soucasti CCP4 a slouzi k upfesnéni struktury. Je vhodné opakované pouzivat
REFMACS po urcité dobé interaktivniho modelovani pro zdokonaleni aktualnich soutradnic

(Emsley a Cowtan, 2004; Emsley a kol., 2010).

Cilem programu Coot (Emsley a Cowtan, 2004) v posledni dobé je piedevs§im
poskytnuti ptistupu k co nejvétSimu poctu néstroji potiebnych pro uptfesnéni a validaci
makromolekularni struktury. Validace je zajiSténa napf. pomoci Ramachandranovych
diagramu, kontrolou molekul vody a analyzou geometrie, torznich uhld, teplotnich faktort

a rotamerd (Emsley a kol., 2010).
2.8 Validace struktury

Vzhledem Kk tomu, ze molekulové modelovani a upfesnéni struktur zalozené
na krystalografickych datech je subjektivni, jsou pro posuzovani platnosti modeld
vyzadovany techniky kontroly kvality. Chyby v modelu jsou témét nevyhnutelné a ti¢elem
uptfesnéni struktury a ptestavby modelu je detekovat a odstranit chyby, aby byl ziskan
nejlepS$i mozny koneény model. Lokalni chyby, které mohou ovlivnit biologickou

interpretaci, jsou rozsifené u struktur s nizkym rozliSenim a dokonce i struktury s vysokym
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rozliSenim vétSinou obsahuji nékolik lokalnich chyb. Od takovych chyb mlize pomoci napft.
webovy server MolProbity (Chen a kol., 2010), ktery nabizi validaci kvality trojrozmérné
struktury proteind, nukleovych kyselin a komplexi (Kleywegt, 2000; Davis a kol., 2007;
Chen a kol., 2010).

MolProbity (Chen a kol., 2010) poskytuje podrobnou analyzu kontakt vSech atomu
Vv modelu, upozorniuje na sterické problémy uvnitf molekul a dokaze vypocitat a zobrazit
vodikové mustky a van der Waalsovy interakce. To vSechno provadi na zaklad¢ ptidani
atomu vodikti do modelu pomoci programu REDUCE (Word a kol., 1999). Mezi dalsi
funkce MolProbity patfi kontrola konformacnich odchylek, analyza rotamert
a Ramachandranovych diagramii a testovani obou orientaci aminokyselin asparaginu,
glutaminu a histidinu, jejichz elektronova hustota je symetrickd. VSechny provedené
diagnostiky jsou pak shrnuty v grafech a grafickych formulatich pro manualni piestavbu
dal§imi upravami napt. v programu Coot (Emsley a Cowtan, 2004) nebo KiNG (Davis
akol., 2007). Po vyieSeni vSech problému je struktura znovu piedlozena k validaci a tyto
kroky se opakuji, dokud nejsou odstranény viechny problémy. Pfi rozliseni 2,50 A a vy3§im

1ze takto opravit vétSinu nedostatkd modelu (Davis a kol., 2007; Chen a kol., 2010).
2.9 Méritka kvality ziskané struktury

2.9.1 R-faktor

R-faktor nebo také faktor spolehlivosti vyjadiuje miru shody mezi krystalografickym
modelem a experimentalné naméfenymi rentgenovymi difrakénimi daty. Jinymi slovy, udava
miru toho, jak upfesnéna struktura reflektuje zjiSténa data. R-faktor je definovan

nasledujicim vztahem:

_ zzllFobsl - |Fcalc||
zleobsl

kde F znaci strukturni faktor, ktery je pozorovany (Feps) a vypocitany (Fcarc). Minimalni
mozna hodnota R-faktoru je nula a to v ptipadé dokonalé shody mezi experimentalnimi
pozorovanimi a strukturnimi faktory piedpovézenymi z modelu. B&hem upiesiiovani
strukturniho modelu by se mél R-faktor postupné sniZzovat. Za znak spravnosti modelu se
udat s vysokym rozliSenim povazuje hodnota R-faktoru 0,25 a nizsi (Jones a kol., 1991,
Kleywegt a Jones, 1995; Kleywegt a Briinger, 1996; Kleywegt, 2000; Zidek, 2015).
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2.9.2 Free R-faktor

Free R-faktor nebo také Ryee je definovan stejnym vztahem jako R-faktor s tim
rozdilem, ze se pocita jen pro malou podmnozinu odraza (reflexi), kterda se nepouziva
pii upiesnéni modelu. Rgee tedy méfi miru, do jaké model predpovida difrakéni data
testovaci sady, kterd byla vyloucena z procesu modelovani a upiesnéni struktury (kiizova
validace). Povaha krystalografickych difrakénich dat je takové, Ze kazdy odraz obsahuje
informace o celé struktufe. Zmeény modelu, které nezlepsuji jeho schopnost popsat difrakcni
data, by nemély zlepsit shodu modelu s daty a hodnota Ryee by méla zustat konstantni nebo
se zvysit. V praxi to znamend, ze modely s vdznymi chybami mohou byt identifikovany
hodnotou R Nad 0,40 (Briinger, 1992; Briinger, 1993; Kleywegt a Briinger, 1996; Briinger,
1997). Rozdil mezi hodnotami R-faktoru a Rfee by mél byt maly (Kleywegt a Jones, 1995;
Kleywegt a Briinger, 1997).

2.9.3 Kompletnost dat

Kompletnost dat vyjadiuje, jaka ¢ast reflexi v rozsahu Braggovych vzdalenosti byla
skute¢n¢ namétena ze vSech teoreticky pozorovatelnych. Lze ji zjistit vypoctem a udava se
v procentech. Pokud néjaké odrazy chybi, vede to ke zhorSeni modelovych parametri

(Hirshfeld a Rabinovich, 1973; Kleywegt, 2000; Weiss, 2001).

2.9.4 RozliSeni

V krystalografii termin rozliSeni odkazuje na mnozZstvi dat, které bylo nakonec
pouzito pii urovani struktury. Pfesnost atomovych pozic zavisi predev§im na kvalité dat,
kterou odrazi napt. parametry jako R-faktor, ale také na limitech rozliSeni dat. Pfi rozliSeni
0,80 A lze rozlisit jednotlivé atomy. Pii rozliseni 1,50 A lze jen stéi rozlisit sousedni atomy
arozlideni 2,50 az 3,00 A poskytuje interpretovatelnou mapu elektronové hustoty (Rhodes,
2006).

2.9.5 Ramachandraniiv diagram

K posouzeni stereochemické kvality feSenych krystalovych struktur se pouziva
Ramachandraniv diagram, ktery je soucéasti validanich nastroji - napf. ProCHECK
(Laskowski a kol., 1993), MOLEMAN2 (Kleywegt a Jones, 1997) a MolProbity (Chen
akol., 2010). Princip tohoto diagramu je zalozen na faktu, ze kazda aminokyselina

V polypeptidovém fetézci je spjata se dvéma torznimi thly ® a . VétSina kombinaci téchto
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uhlt neni dovolena diky sterickym zdbranam mezi postrannimi fetézci a diky tomu lze
snadno vyc¢islit ty kombinace, které dovolené jsou. Ramachandrantiv diagram je
dvoudimenzionalni graf, ve kterém jsou proti sobé vyneseny kombinace tthla @ (osa x) a ¥
(osa y). Tento graf predstavuje konformacné dovolené stavy hlavniho fetézce polypeptidu,
které jsou projevem potencidlni energie dané aminokyseliny. V grafu je mozné pozorovat
oblasti, které jsou silné preferovany ruznymi aminokyselinami a odpovidaji urcité
sekundarni struktufe, a oblasti, ve kterych se aminokyseliny nachéazeji jen vyjimecné

(Hollingsworth a Karplus, 2010; Vondrasek a Vymeétal, 2016).

2.9.6 B-faktory

Atomové pohyby v krystalech jsou mozné i pfi nizkych teplotach, ackoliv jsou
drasticky zredukované. Oscila¢ni amplitudy atomti kolem jejich rovnovaznych poloh jsou
Vv krystalickych strukturach monitorovany tzv. B-faktory (teplotnimi faktory). Pokud se
sniZzuje rozptylova sila atomu, B-faktor se zvySuje. B-faktory nezavisi jen na amplitudach
atomovych oscilaci, ale také na statickych nebo dynamickych konformaénich poruchach.
Velmi vysoké B-faktory jsou obvykle spojovany s ,,neviditelnymi* proteinovymi skupinami,
jejichz struktura mizi v mapé¢ elektronové hustoty. Molekuly s trvale vysokymi B-faktory tak

mohou byt dusledkem problémua v modelu (Kleywegt a kol., 1996; Carugo, 2018).

Krystalické struktury s vysokym rozliSenim (méné nez 1,50 A) by mély vykazovat
maximalni hodnotu B-faktoru 25 A?, naopak struktury s nizkym rozlisenim (vice nez 3,30 A)
dosahuji maximalni hodnoty B-faktoru az 80 A% Je ziejmé, ze maximalni hodnota B-faktoru
se zvysuje pii hor§im rozliSeni. K posouzeni toho, jak rozumné jsou teplotni faktory modelu,
existuje pomérné malo dostupnych metod. Jednou z nich je napf. porovnani, jak dobfe se
primé&rny teplotni faktor modelu shoduje s hodnotou vypocitanou z dat pomoci Wilsonova
diagramu. Je v8ak dobré mit na paméti, ze nizky pramér B-faktoru sam o sobé neni nutné

znamkou vysoké kvality modelu (Kleywegt, 2000; Carugo, 2018).
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3. Material a metody

3.1 Sbér difrakénich dat

Pro rentgenovou difrakéni analyzu byly vybrany krystaly proteinu Tt81 pfipravené
metodou sedici kapky, o velikosti ~ 100x40x30 pm®, zobrazené na Obr. 5. Rentgenové
difrakce byla provedena na védeckém pracovisti Helmholtz Zentrum Berlin (HZB)
v némeckém Berliné se zdrojem synchrotronového zéateni BESY-II. Pfed zahajenim
experimentu byly krystaly zmrazeny pomoci tekutého dusiku, aby bylo zamezeno teplotné-
vibraénim pohybtim. Rentgenové zifeni o vinové délce 0,918 A prochazelo krystaly, které
byly rotovany s oscilaénim uhlem 0,1°. Pti kazdém pootoceni krystalu byl na detektoru typu
PILATUS zaznamenan difrakéni snimek. Vzdalenost krystalu od detektoru byla 297,091

mm. Méfeni bylo ukonc¢eno po otoceni krystalu o 180°.

Obr. 5: Krystaly proteinu Tt81 vybrané pro rentgenovou difrakéni analyzu.
3.2 Zpracovani difrak¢nich dat

Ziskana difrakéni data byla zpracovana pomoci programu XDSAPP (Sparta a kol.,
2016) v rezimu GUI béhem tii krokid — indexace, integrace a analyzy. Po zpracovani
difrak¢nich dat bylo zobrazeno stru¢né shrnuti celého procesu a byl ziskan vystupni soubor
ve formatu .mtz obsahujici informace o intenzitach jednotlivych odrazt. Tento soubor byl
nacten programem VIEWHKL (Krissinel a Evans, 2012), ktery je soucasti CCP4 (Winn
akol., 2011). VIEWHKL umoziuje grafické zobrazeni difrak¢nich dat, kdy jsou jednotlivé
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odrazy zobrazeny jako kulaté skvrny, jejichz velikost a intenzita udavd amplitudu nebo
intenzitu odrazu (Krissinel a Evans, 2012). Soubor .mtz byl dale nahran do programu
Matthews_coef (Kantardjieff a Rupp, 2003), ktery je schopny vyhodnotit po¢et molekul
v asymetrické jednotce, coz je jeden zprvnich krokli pii stanoveni makromolekulérni

struktury.
3.3 Reseni fazového problému

3.3.1 Srovnani sekvenci

Pro teSeni fazového problému byla zvolena metoda molekularniho nahrazeni, ktera
vyzaduje jiz znamy model podobného proteinu. Na zékladé¢ znalosti aminokyselinové
sekvence proteinu Tt81 bylo v RCSB PDB databazi spusténo srovnani sekvenci pro nalezeni
vhodného homologu. Postup prace s RCSB PDB databazi je naznacen na Obr. 6.

RCSB PDB Search Featu X+

& > O A b I

RCSB PDB  Deposit v Visualize v  Analyze v Download v Learn v  More v

Advanced Search
Drilldown Search
Search by Sequ' Unreleased & New Entries
Choose Option A or B to equences. Read Tutorial | Advanced Sequence Searching

NOTE Parameters: BLAST1  Ligands ik Low Complexity: On.

Drugs & Drug Targets

Option A: Use PDB Sequent or Option B: Paste Sequence

LGNMTUGDPTRRQWERVIRLELDDYFUGVFISDYLGVRRPHAPRIFQRALRRMGVEPGE ™ ~
AIMVGDRLYSDIYGAKQVGMKTAWFKYGKYADRELEYLEYADFTVERLEDVLDVV

RGLNLEEEERADKEVHAG| v

Browse by Annotation
PDB Statistics

Select Associated Chain...

Run Sequence Search

Obr. 6: Srovnani sekvenci proteinit v RCSB PDB databazi.
3.3.2 Molekularni nahrazeni

Pdb soubor vyhledaného homologu (ID PDB: 2HOQ) byl stazen a nasledné pouzit
pro vytvofeni pocatecniho modelu programem MOLREP (Vagin a Teplyakov, 2000).
MOLREP je soucasti CCP4 (Winn a kol.,, 2011) a jedna se o automaticky program
pro molekularni nahrazeni, ktery na zéklad¢ informaci z homologniho proteinu, parametra
elementarni bunky a symetrie krystalu dokdze vygenerovat pocatecni model studovaného
proteinu (Lebedev a kol., 2008). Jako vychozi data pro MOLREP byl pouzit pdb soubor

proteinu 2HOQ, mtz soubor proteinu Tt81 a soubor ve formatu .fasta, ktery byl vytvofen
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Vv textovém editoru, obsahujici sekvenci proteinu Tt81. Jednotlivé kroky prace s programem
MOLREP jsou vyznaceny na Obr. 7.

Molrep Initial parameters from

Job title |Tts1_mo|red

Do Molecular Replacement ‘
Use MAPfilesfor [ search model
(Data> Full path.. — Ic_ —— -3_w3073_new2_1_F.mtz¥/ Browse | View
F  SIGF — | FP — | SIGFP —
(@ Full path.. — fummw 2HOQcut.pdb f’ Browse | View
Full path.. — [& —— Tt81.fasta & m|vu|
Fixed Tte1_new Srowse | Vew
™ Automatic output filename
Soluion  Tt81_new — [2HOGCUL moirep1.pdd Browse | View
Search Options r
Experimental Data -
Model [
Infrequently used options "

b T

H

Obr. 7: Ptiprava pocate¢niho modelu v programu MOLREP (Vagin a Teplyakov, 2000).
3.4 Upresnéni struktury

Pocate¢ni model vygenerovany programem MOLREP (Vagin a Teplyakov, 2000) byl
nasledné upraven systtmem BALBES (Long a kol., 2008), ktery se pouziva pro feSeni
proteinovych struktur rentgenovou krystalografii metodou molekularni ndhrady. Soucasti
BALBES je také software ARP/WARP (Perrakis a kol., 2001) slouzici pro automatizované

budovani modelu a jeho refinaci.

Dalsi upravy modelu pak byly provedeny v programu Coot (Emsley a Cowtan,
2004). Nejdiive byly zkontrolovany jednotlivé aminokyseliny fetézce. Nekolik chybné
zatazenych aminokyselin bylo zmutovano tak, aby odpovidaly aminokyselinové sekvenci
proteinu Tt81. Nasledovalo fitovani fetézcti do mapy elektronové hustoty zejména pouzitim
ptikazii ,,Real Space Refine Zone* a ,,Regularize Zone®, které zlepSuji geometrii modelu.

V oblastech postradajicich mapu elektronové hustoty byly aminokyseliny vymazany.
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Vzdy po nékolika upravach v programu Coot (Emsley a Cowtan, 2004) byl spustén
REFMACS (Vagin a kol., 2004) pro zdokonaleni soufadnic modelu. Jako vychozi data
pro REFMAC5 byl pouzit pdb soubor, vytvofeny programem MOLREP (Vagin
a Teplyakov, 2000) pii tvorbé modelu, a mtz soubor proteinu Tt81 z XDSAPP (Sparta a kol.,
2016). Jednotlivé kroky prace s programem REFMACS5 jsou vyznafeny na Obr. 8.
Pti kazdém dalSim spusténi programu REFMACS byl pouzit pdb soubor vygenerovany

Vv ptedchozim cyklu, s ulozenymi zménami vytvorenymi v programu Coot.

Run Refmac5 Initial parameters from

Help
Job title | Tt81_refmac
Do restrained refinement —! |using no prior phase information — | input
™ Input fixed TLS parameters
no — | twin refinement
Use Prosmart: no — | {low resolution refinement)
I Run libg to generate external restraints (DNA/RNA) automatically — |
I~ Run Coot:findwaters to automatically add/iremove waters to refined structure
Full path.. — ’-—_ﬁm* 13_bg3073_new2_1_F.mitz &’ Browse | View

P P —i | sigma SIGFP

MTZ out Tt81_new i Is_bgson_newz_LF_reﬂnam .mtz
e
Tt81_new —i IZHOQcm_molreprdb F=4

PDBout Tt81_new —i 'ZHOchlt_molrem_refmachdb

c

;

i

1

LBin Tt81_new — | Merge LIBINS | srcuse | view |
Outputlib Tt81_new — IZHOchI_molrem.cil Browse | View

Refmac keyword file Tt81_new — '
Data Harvesting

Refinement Parameters

Setup Geometric Restraints

Setup Non-Crystallographic Symmetry (NCS) Restraints
External Restraints

Monitoring and Output Options

Scaling

Geometric parameters

) soveorestore |

Obr. 8: Upiesnéni modelu v programu REFMACS (Vagin a kol., 2004).

"I

3.5 Validace struktury

Validace struktury byla provedena na internetovych serverech MolProbity (Chen
akol., 2010) a ProCHECK (Laskowski a kol., 1993), které jsou dostupné online
na webovych strankach molprobity.biochem.edu a servicesn.mbi.ucla.edu. ProCHECK

hodnoti celkovou kvalitu struktury na zakladé porovnani s dobie rafinovanymi strukturami
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0 podobném rozliSeni a zdlraziiuje regiony, které vyzaduji dalsi pfezkoumani, a to

prostifednictvim celé fady grafu (Laskowski a kol., 1993).

Jako vychozi data pro validaci byl v obou piipadech pouzit pdb soubor proteinu Tt81
obsahujici finalni verzi modelu po upfesnéni struktury pomoci programu Coot (Emsley
a Cowtan, 2004) a REFMACS5 (Vagin a kol., 2004). Po nacteni dat do MolProbity (Chen
a kol., 2010) byla zvolena funkce ,,add hydrogens* pro ptidani atomt vodiki do struktury
a poté byla spusténa analyza kontaktd vSech atom v modelu pomoci funkce ,,analyze all-
atom contacts and geometry”. Vyhodnoceni této analyzy a grafy vygenerované serverem

ProCHECK (Laskowski a kol., 1993) jsou shrnuty v kapitole 4.5.
3.6 Zobrazeni struktury

K zobrazeni finalni struktury proteinu Tt81 byl pouzit software PyMOL (DelLano,
2002), ktery slouzi ke grafickému zobrazovani molekularnich dat ziskanych pomoci NMR
spektroskopie, nebo rentgenové krystalografie. Pro zobrazeni struktury staci vlozit soubor
ve formatu .pdb. V pravém sloupci, vedle zobrazené struktury, se nachazi ovladaci panel,
ktery obsahuje pét zalozek — A, S, H, L a C. Zalozka A ~ action nabizi odstranéni
a prejmenovani objektl a moznosti ,,zoom“ a ,center, které lze pouzit k orientaci
ve struktufe. Zalozka S ~ show umoziuje zobrazeni struktury v riznych grafickych
podobach — ty¢inkovy model, masli¢kovy model, atd. Mezi dal$i moznosti softwaru PyMOL
patii skryti struktury (zalozka H ~ hide), oznaceni vybranych ¢asti struktury — napft. oznaéeni
jednotlivych aminokyselin, fetézci, nebo jednotlivych atomt (zalozka L ~ label), a obarveni
riznych ¢asti struktury (zalozka C ~ color). Je mozné obarvit napf. vSechny sekundarni
struktury stejnou barvou, nebo obarvit cely protein jako barevné spektrum, ptipadné obarvit
pouze vybranou c¢ast proteinu. Pro rychlou praci s timto softwarem je také mozné pouzit
ptikazovy tadek nad zobrazenou strukturou. Jednotlivé piikazy lze dohledat v riznych

manualech, napf. na webovych strankach pymol.sourceforge.net.
3.6.1 Zobrazeni sekvencnich motivi

Pro nadrodinu halogenaciddehalogenas je typickd pfitomnost ¢ty sekvencnich
motivil (Aravind a kol., 1998). Pro nalezeni téchto motivii byla nejdiive porovnana
trojrozmérna struktura proteinu Tt81 z Thermococcus thioreducens s ostatnimi strukturami
v PDB databazi pomoci DALI serveru (Holm a Laakso, 2016). DALI server je dostupny

online na strankach ekhidna2.biocenter.helsinki.fi a jako vychozi data vyuziva pdb soubor,
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ktery je mozné nahrat po piepnuti na zalozku ,,PDB search®. Dal§im krokem bylo porovnani
sekvenci proteini Tt81, ID PDB: 2HOQ a dvou proteinti, ID PDB: 4FFD a ID PDB: 4YGR,
které byly vygenerovany DALI serverem. Za timto G¢elem byl pouzit server ClustalW
(Chojnacki a kol., 2017) dostupny online na strankach ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo. Jako
vychozi data pro ClustalW byl pouzit textovy soubor obsahujici aminokyselinové sekvence
vSech ¢tyt vybranych proteini a ziskany ALN soubor byl nasledné nahran serverem ESPript
(Robert a Gouet, 2014) na webovych strankach espript.ibcp.fr. ESPript ~ ,,Easy Sequencing
in PostScript™ je program, ktery poskytuje sekvencni podobnosti a informace o sekundarni
struktufe proteind na zakladé porovnanych sekvenci (Robert a Gouet, 2014). Sekvencni
podobnosti proteind Tt81, 2HOQ, 4FFD a 4YGR jsou uvedené v kapitole 4.6.1.
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4. Vysledky

4.1 Vysledky rentgenové difrak¢ni analyzy

Bé&hem rentgenové difrakéni analyzy bylo na detektoru zaznamenano 1800

difrakénich snimki proteinu Tt81 s rozligenim 2,50 A (viz Obr. 9).

Obr. 9: Jeden z difrak¢nich snimku proteinu Tt81.
4.2 Vysledky zpracovani difrakénich dat

Program XDSAPP (Sparta a kol., 2016) zpracoval celkem 2146 skvrn (79 %)
z difrakénich snimkd a vysledkem bylo stru¢né shrnuti parametrd, které jsou uvedeny
v Tab. 2, a mtz soubor, ktery po naéteni programem VIEWHKL (Krissinel a Evans, 2012)
poskytl grafické zobrazeni difrakénich dat (viz Obr. 10). Programem Matthews_coef
(Kantardjieff a Rupp, 2003) bylo zjisténo, ze asymetricka jednotka obsahuje jednu molekulu
proteinu Tt81 a 47 % rozpoustédla. Hodnota Matthewsovo koeficientu byla 2,32.
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Obr. 10: Grafické zobrazeni difrakénich dat pomoci programu VIEWHKL (Krissinel

a Evans, 2012), kde H, K a L jsou zakladni krystalografické roviny.

Tab. 2: Shrnuti zpracovani difrakénich dat, zobrazené programem XDSAPP (Sparta a kol.,

2016).

Prostorova grupa

P4(2)2(1)2 (94)

Rozméry elementarni buiiky [A]

78,08 78,08 84,47 90,0 90,0 90,0

Limit rozliSeni [A]

46,22 — 2,47 (2,62 — 2,47)

Multiplicita 12,61

I/sigl 19,84 (2,39)
R_meas [%] 11,5 (114,5)
Kompletnost dat [%] 99,7 (98,5)
B (Wilson) [A%] 56,01
Mozaicita [°] 0,153

ISa 38,18
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4.3 Vysledky reSeni fazového problému

4.3.1 Vysledky srovnani sekvenci

Nejvyssi sekvencni podobnost s proteinem Tt81 (71 %) vykazoval po srovnani
sekvenci z RCSB PDB protein s oznacenim 2HOQ (viz Obr. 11). Soubor proteinu 2HOQ
ve formatu .pdb byl z databaze stazen a nasledné pouzit pro molekularni nahrazeni. Protein
2HOQ, ktery byl izolovan z hypertermofilni bakterie Pyrococcus horikoshii, a jehoz
krystalova struktura o rozliseni 2,00 A byla vyfeSena metodou anomalniho rozptylu, je

povazovan za putativni halogenaciddehalogenasu (Arai a kol., 2006).

Length: 240 E-value: 2.11833E-100 Score: 363.229bits (931) Identities: 170/240 (71%) Positives: 209/240 (87%) Gaps: 5/240
(2%)

1 1@ 20 30 40 5@ 60 70 80 90 160
110 120 130 140 15@ 160 17@ 180 190 200 21@ 220

Query MIKAVFFDLDDTLVDTSRLAEMARRNATENMVRHGLPVDFDTAYHELLELTNEYGSNFSRHFDYLLRRLDLPNNPKWIAAGVIAYHNTKFAYLKSVRGARRVLLELKKS
GYKLGIITDGDPIKQWEKVIRLELDDYFDGVFISDYLGVKKPHPKIFQKALRKMGVEPGEATMVGDRLYSDIYGAKQVGMKTAWFKYGKYADRELEYLEYADFTVERLEDVLDWVW
RGLNLEEEERADKEVH

M+K +FFDLDDTLVDTS+LAE+AR+NATENM+RHGLPVDF+TAY EL+ELI EYGSNF HFDYLLRRLDLP NPKWI+AGVIAYHNTKFAYL+ V GAR+VL+ LK+
GY+LGIITDG+P+KQWEK++RLELDD+F+ V ISD+ GVKKPHPKIF+KAL+  V+P EA+MVGDRLYSDIYGAK+VGMKT WF+YGK+++RELEY +YAD+ ++ LE +L+V
L E ++K#VH

Sbjct MVKVIFFDLDDTLVDTSKLAEIARKNATENMIRHGLPVDFETAYSELTELIKEYGSNFPYHFDYLLRRLDLPYNPKWISAGVIAYHNTKFAYLREVPGARKVLIRLKEL
GYELGIITDGNPVKQWEKILRLELDDFFEHVIISDFEGVKKPHPKIFKKALKAFNVKPEEALMVGDRLYSDIYGAKRVGMKTVIWFRYGKHSERELEYRKYADYEIDNLESLLEV -
----LARESSSNKKVH

110 120 130 140 15@ 160 17@ 130 190 200 21@ 220
230 235

Obr. 11: Sekven¢ni podobnost proteinu Tt81 (horni ¢ast obrazku) a proteinu 1D PDB: 2HOQ
(dolni cast obrazku). Zelené¢ jsou vyznaCeny aminokyseliny, které se v obou proteinech
shoduji. (Vygenerovano v RCSB PDB: Protein Data Bank [online]. Dostupné 20. 9. 2017
z WWW: <https://www.rcsb.org/>.)

4.3.2 Vysledky molekularniho nahrazeni

Fazovy problém byl vyfeSen metodou molekuldrniho nahrazeni, kdy jako homolog
byl pouzit protein 2HOQ, ktery vykazoval 71% sekven¢ni shodu s proteinem Tt81.
Po zpracovani vychozich dat (pdb soubor proteinu 2HOQ, mtz soubor proteinu Tt81
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asoubor fasta, obsahujici sekvenci proteinu Tt81) programem MOLREP (Vagin
a Teplyakov, 2000) byl vygenerovan pocate¢ni model, ktery byl nasledné otevien
v programu Coot (Emsley a Cowtan, 2004), viz Obr. 12.

Obr. 12: Pocate¢ni model vygenerovany programem Coot (Emsley a Cowtan, 2004) - zluté

je znazornén uhlikovy fetézec, ¢ervené kyslik, modre dusik a zelen¢ sira.
4.4 Vysledky upresnéni struktury

Vysledkem pocéate¢niho modelovani systémem BALBES (Long a kol., 2008) byl
model upraveny béhem 50 refinaci a bylo vyhodnoceno nékolik parametru, které jsou
shrnuty v Tab. 3. BALBES ur¢il jako nejvice pravdépodobnou prostorovou grupu ¢. 94,
stejné jako XDSAPP (Sparta a kol., 2016) pii zpracovani difrakénich dat.

Po upravach struktury v programu Coot (Emsley a Cowtan, 2004) obsahoval model
228 aminokyselin z celkovych 242. 14 aminokyselin z C-konce proteinu bylo z modelu

vymazano kvili chybé&jici mapé elektronové hustoty.

28



Tab. 3: Shrnuti zpracovani pocate¢niho modelu, vygenerované systétmem BALBES (Long
a kol., 2008).

Prostorovéa grupa P4(2)2(1)2 (94)
Limit rozliSeni [A] 46,24 — 2,69
R-faktor pocate¢niho modelu 0,2745

R-faktor kone¢ného modelu 0,2465
Kompletnost dat [%] 99,61

B (Wilson) [A?] 49,34

4.5 Vysledky validace struktury

Internetovy server MolProbity (Chen a kol., 2010) identifikoval jeden unikatni
fetézec zahrnujici hlavni fetézec a postranni fetézce, celkem obsahujici 228 rezidui. Béhem
validace nedoslo k pieklopeni zadné skupiny, coz indikuje, Ze vSechny asparaginy,
glutaminy a histidiny jsou orientovany spravné. Byla uré¢ena hodnota R-faktoru 0,2468
a hodnota free R-faktoru 0,2948. Vyhodnoceni analyzy kontaktd vSech atomi v modelu je

shrnuto v Tab. 4.

Tab. 4: Shrnuti validace struktury internetovym serverem MolProbity (Chen a kol., 2010).

Kontakty atomtt | Clashscore, all atoms 0,91 100™ percentile

Poor rotamers 12 7,89 %
Favored rotamers 131 86,18 %
Ramachandran outliers | 4 1,77 %

Geometrie proteinu | Ramachandran favored | 208 92,04 %
MolProbity score 1,94 96™ percentile
Bad bonds 0/1748 0,00 %
Bad angles 2/2360 0,08 %

ProCHECK (Laskowski a kol., 1993) provéfil celkem 228 rezidui a zobrazil vSechny
kombinace torznich thli @ a ¥ Ramachandrovym diagramem, ktery je zobrazen na Obr. 13.
88,7 % rezidui lezi v pfednostné zaujimané oblasti, 10,3 % v povolené oblasti, 1,0 %

ve vyjimecné povolené oblasti a Zadnd rezidua nelezi v zakdzané oblasti, coZ potvrzuje
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veérohodnost modelu. Serverem byla objevena zkreslend geometrie ve tfech mistech modelu.
Jednalo se o délku vazby v hlavnim fetézci u aminokyselin Tyr199 a Asp219 a o thel vazby

v hlavnim fetézci u aminokyseliny Asp15.

180

1354

90

=
n
1

Psi (degrees)
=

45

-90

-1354

Phi (degrees)

Obr. 13: Ramachandranv diagram pro strukturu proteinu Tt81 vygenerovany serverem
ProCHECK (Laskowski a kol., 1993) - ¢ervené je znazornéna prednostné zaujimana oblast,

tmave¢ Zluté povolend oblast, svétle Zluté vyjimecné povolend oblast a bile zakézana oblast.
4.6 Vysledky zobrazeni struktury

Finalni struktura proteinu Tt81 zobrazena programem PyMOL (DeLano, 2002) je
na Obr. 14 a 15. Jedna se o monomer tvoreny dvéma doménami. Jadrem proteinu je tzv.
Rossmannova doména, ktera je typicka pro halogenaciddehalogenasy. Tato doména se
skladé z Sesti paralelné usporadanych B-listd, v potadi f6 — B5 — p4 — Bl — B2 — B3, které
jsou lemované Sesti a-helixy. Druhou doménou je vickova doména, slozena ze ¢ty a-helixu.
Mezi témito dvéma doménami se nachdzi aktivni misto proteinu. Podstatou vickové domény
je regulace pristupu substratu k aktivnimu mistu a uréuje substratovou specifitu proteinu.
V rdmci nadrodiny halogenaciddehalogenas se mutzeme setkat s velkou strukturdlni
a funk¢ni diverzitou, ktera je zplsobena pravé rozmanitosti vickovych domén a jejich

umisténim (Allen, 2004; Allen, 2009).
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vickova domeéna

aktivni misto

Rossmannova
doména

Obr. 14: Finalni struktura proteinu Tt81, zobrazena programem PyMOL (DeLano, 2002),
s vyznacenymi doménami a aktivnim mistem (a znaci a-helix, p znaci B-list, n znaci 310-

helix, ¢islovani od N-konce k C-konci proteinu).

Obr. 15: Finalni struktura proteinu Tt81, zobrazena programem PyMOL (DeLano, 2002),
s Rossmannovo doménou v poptedi (a zna¢i a-helix, B znaéi B-list, n znaci 31o-helix,
¢islovani od N-konce k C-konci proteinu).
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4.6.1 Vysledky zobrazeni sekven¢nich motiva

Na zaklad¢ sekvencénich podobnosti proteinti Tt81, ID PDB: 2HOQ, 4FFD a 4YGR,
které byly vyhodnoceny serverem ESPript (Robert a Gouet, 2014), viz Obr. 16, byly

nalezeny Ctyii sekvencni motivy, typické pro halogenaciddehalogenasy.
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Gy
1v[EA
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2HOQ:A|PDBID | CHAIN | SEQUENCE -KK&LiﬂﬂuKI’ .M -Rﬂfs-w <Rv--|KIVWFRY(‘KHSERELIYRKYJ\‘“
motiv IV
220 230
4FFD:A|PDBID | CHAIN | SEQUENCE Il_SD RI v Kl_\fDELr[‘QGS ..............
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Obr. 16: Sekven¢ni podobnost proteini 4FFD, 4YGR, Tt81 a 2HOQ vygenerovana serverem
ESPript (Robert a Gouet, 2014) s vyznacenymi motivy I, I1, Il a IV.

Prvnim motivem je DxD (kde x znaci libovolnou aminokyselinu), ktery se nachazi po
B1. U proteinu Tt81 se jedna o Asp8 a Aspl0, které slouzi ke koordinaci kofaktoru Mg2+
(Seal a Rose, 1987; Qian a kol., 1994; Collet a kol., 1997; Baker a kol., 1998; Morais a kol.,
2000). Druhym motivem je vysoce konzervovany threonin (Thrl12), lezici mezi f1 a al.
Tieti motiv, vysoce konzervovany lysin (Lys150), se nachazi pobliz N-konce o7
pfedchazejicim 4. Druhy a tfeti motiv spoleéné pfispivaji ke stabilité¢ reakénich

meziprodukttl hydrolytické reakce (Burroughs a kol., 2006). Ctvrtym motivem jsou
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konzervovana kyseld rezidua pobliz C-konce f4 v podobé DD, GDxxxD, nebo GDxxxxD
(Burroughs a kol., 2006). V ptipad¢é proteinu Tt81 se jedna o motiv GDxxxxD (Glyl174,
Aspl75 a Aspl80). Tato kysela rezidua spoleéné s rezidui prvniho motivu jsou potiebna pro
koordinaci iontu Mg2+ v aktivnim mist¢ (Hisano a kol., 1996; Morais a kol., 2000;
Toyoshima a kol., 2000; Wang a kol., 2001; Lahiri a kol., 2002; Rinaldo-Matthis a kol.,
2002; Lahiri a kol., 2003; Peisach a kol., 2004;).
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5. Diskuze

Krystaly proteinu Tt81 z Thermococcus thioreducens o velikosti 100x40x30 pm?®
byly podrobeny rentgenové difrakci na védeckém pracovisti Helmholtz Zentrum Berlin
(HZB) v Berliné na zdroji synchrotronového zafeni BESY-II. Vzdalenost krystalu
od detektoru byla 297,091 mm a vinova délka prochazejiciho zafeni byla 0,918 A. Krystalem
bylo otaceno s oscilaénim thlem 0,1° dokud nebylo dosazeno otofeni o 180°. Ziskana
difrakéni data o rozliSeni 2,50 A byla zpracovana pomoci XDSAPP (Sparta a kol., 2016).
Féazovy problém byl vyfeSen metodou molekularniho nahrazeni (Rossmann, 1972) za pouziti
homologu ID PDB: 2HOQ, ktery vykazoval sekvenéni identitu 71 % (RCSB PDB, 2016).
Pocatecni model byl vytvoren programem MOLREP (Vagin a Teplyakov, 2000) a struktura
byla déale upfesnovana pomoci programti Coot (Emsley a Cowtan, 2004) a REFMACS
(Vagin a kol., 2004). Validace byla provedena s vyuzitim internetovych serveri MolProbity
(Chen a kol., 2010) a ProCHECK (Laskowski a kol., 1993), ktery upozornil na nékolik
lokalnich chyb v modelu. Jednalo se o délku vazby v hlavnim fetézci u aminokyselin Tyr199
a Asp219 a o uhel vazby v hlavnim fetézci u aminokyseliny Aspl5. Tyto lokalni chyby
a fakt, ze 88,7 % rezidui leZi v pfednostné zaujimané oblasti Ramachandranova diagramu,
i kdyz idealné by jich mélo byt nad 90 % (Laskowski a kol., 1993), pravdépodobné souvisi
s hor§im rozliSenim difrakénich dat (2,50 A). Znakem spravnosti finalniho modelu je
hodnota R-faktoru 0,2468, hodnota free R-faktoru 0,2948 a kompletnost dat 99,61. Finalni
model byl zobrazen pomoci programu PyMOL (DeLano, 2002).

Porovnani trojrozmérné struktury proteinu Tt81 z Thermococcus thioreducens se
strukturami ulozenymi v PDB databazi pomoci DALI serveru (Holm a Laakso, 2016)
ukazalo podobnost s halogenaciddehalogenasou ID PDB: 1X42 z Pyrococcus horikoshii
(Arai a kol., 2006) (Z = 23,3; RMSD = 2,7), s HAD fosfatasou ID PDB: 4YGR
z Thermococcus onnurineus (Ngo a kol., 2015) (Z = 23,9; RMSD = 3,3) a s proteinem
s neznamou funkci ID PDB: 4FFD z Pyrococcus horikoshii (Seetharaman a kol., v ptiprave)
(Z = 25,2; RMSD = 2,7). Struktury 1X42 a Tt81 jsou vic¢i sobé¢ mirné posunuté, avSak
vickova doména je v obou piipadech tvofena svazkem Ctyf a-helixtt a hlavni doména
odpovida Rossmannovu uspotadani s Sesti B-listy uprostied, které jsou obklopené Sesti a-
helixy. Nepatrny rozdil mezi strukturami 1X42 a Tt81 je dan odliSnym umisténim prvniho
310-helixu, ktery se u 1X42 nachazi mezi a6 a f3 a u Tt81 lezi mezi B3 a a7. Znacné

posunuté jsou vuéi sob¢ struktury 4YGR a Tt81. Struktura 4YGR obsahuje v Rossmannoveé
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doméné pouze pét a-helixit a mezi hlavni a vickovou doménou navic obsahuje dvé B-
vlasenky (pfed a po vickové domén¢). Témet zcela se prekryvaji struktury 4FFD a Tt81,
predevsim v oblasti hlavni domény, zatimco vickové domény jsou vici sobé nepatrné
posunuté (viz Obr. 17). Pofadi a-helixi, 310-helixti a B-listd je identické. Struktury proteint
Tt81, 2HOQ, 4FFD a 4YGR jsou zobrazeny na Obr. 18.

Obr. 17: Piekryvajici se struktury proteini Tt81 (modie) a 4FFD (ZIut€) zobrazené
programem PyMOL (DeLano, 2002).
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Obr. 18: Struktury proteint Tt81 (modie), 4FFD (Zlut€), 1X42 (zelen€) a 4YGR (Cerveng)
zobrazené programem PyMOL (DeLano, 2002). a znaci a-helix, B znaéi B-list, | zna¢i 310-

helix, ¢islovani od N-konce k C-konci proteinu.

Ackoliv nejvetsi shodu v trojrozmérném uspotadani se strukturou proteinu Tt81
vykazoval protein 4FFD, pro posouzeni aktivniho mista byl pouZit protein 1X42, ktery byl
jiz popsan (Arai a kol., 2006). 1X42 obsahuje konzervovana rezidua aktivniho mista: Asp8,

Thr12, Thr122, Lys155, Asnl81 a Aspl85 (Arai a kol., 2006), cemuz u proteinu Tt81
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ptislusné odpovidaji nasledujici rezidua: Asp8, Thr12, Thrl17, Lys150, Argl76 a Aspl80.

Asp8 pusobi jako nukleofil a béhem katalyzy tvofi aspartylovy meziprodukt (Seal a kol.,
1987; Qian a kol., 1994; Collet a kol., 1997; Baker a kol., 1998; Morais a kol., 2000).
Aktivni misto proteinu Tt81 bylo zobrazeno programem PyMOL (DeLano, 2002), viz Obr.
19.

Obr. 19: Aktivni misto proteinu Tt81 zobrazené programem PyMOL (DelLano, 2002)
Vv podob¢ tyCinkového modelu. Zbytek modelu je zobrazen jako maslickovy diagram

(¢ervené jsou zobrazeny a-helixy, zluté B-listy, zelené smycky).
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6. Zavér

Teoretickd Cast prace se zabyva strukturou proteinovych krystali, rentgenovou
difrakéni analyzou a feSenim proteinovych struktur od zpracovani difrakénich dat

az po jejich validaci.

Prakticka Cast prace je vénovana strukturni studii putativni halogenaciddehalogenasy
Tt81, ktera byla izolovana z Thermococcus thioreducens. V praci jsou detailné popsany
jednotlivé kroky feSeni struktury: sbér difrakénich dat, jejich zpracovani, feSeni fazového
problému metodou molekuldrniho nahrazeni, tvorba pocatecniho modelu, upfesnéni

struktury, jeji validace a nakonec zobrazeni finalniho modelu proteinu Tt81.

Krystaly proteinu Tt81 krystalizovaly v tetragonalni krystalové miizce odpovidajici
prostorové grupé ¢islo 94 (P4,2;2) s rozméry elementarni buiiky: a = 78,08 A, b = 78,08 A,
c= 84,47 A, a = 90,00°, B = 90,00° a y = 90,00°. Bylo zji§téno, Zze asymetricka jednotka
obsahuje jednu molekulu proteinu Tt81. Struktura byla vyfeSena metodou molekularniho
nahrazeni s rozlienim 2,50 A. Finalni model obsahuje 228 rezidui, pficemz 14 rezidui z C-
konce proteinu bylo vymazano z duvodu chybéjici mapy elektronové hustoty. Model se
skladd z hlavni a vickové domény, mezi nimiz se nachazi aktivni misto proteinu. Hlavni
doména vykazuje Rossmannovo uspotfadani s o/p strukturou tvofenou Sesti-vlaknovym
paralelnim B-listem, ktery je obklopen Sesti a-helixy. Strukturu vickové domény, ktera je
vlozené do hlavni domény, tvoii svazek ¢ty a-helixli. Aktivni misto je tvofeno rezidui AspS,
Thr12, Thr117, Lys150, Argl76 a Aspl80. Ve struktuie byly nalezeny ctyii sekvencni
motivy, které potvrzuji, Ze protein Tt81 patii do nadrodiny halogenaciddehalogenas.
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