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1. Uvod

Cile

Proteiny jsou jedny ze zakladnich latek v Zivychamismech, kde majiateZitou funkci
napiklad @i transportu latekyizeni chemickych reakci, komunikace Bkimebo stavé
tkani a pletiv. Proteiny jsou makromolekularni jatkorenéretézci aminokyselin. Piadi
aminokyselin utuje primarni strukturu proteinu. Pro znalost funkeceteinu je nutné znat i

vySSi struktury. Jednou z metod jejich gigani je proteinova krystalografie.

Krystalizace biologickych makromolekul, mezi ktez&azujeme proteiny, nukleové
kyseliny, polysacharidy, lipidy a ostatni makronkalarni komplexy, pedstavuje jeden z
nejefektivrEjSich nastraj pro studium struktury latek ve strukturni biologii fyzikalni
biochemii. Poznani struktury makromolekularnichekatie nutnym pedpokladem pro
objasreni strukturr-funkénich vztali a také poskytuje podklady pro dalsi modifikace
makromolekul podle pétby farmaceutickeho, medicinského, 2déského a jinych

odwtvi pramyslu.

Halogenalkandehalogenasyiselné ozné&ni EC 3.8.1.5.) jsou mikrobidlni enzymy,
které katalyzuji hydrolytické &veni vazby mezi halogenem a uhlikem. Vysledkem enéd
dehalogenace je tvorba primarniho alkoholu a haloigeého  iontu.
Halogenalkandehalogenasy se vyanaponerné vysokou detoxifikéni schopnosti. Nové
technologie procisténi kontaminovanych vod a Uzemi halogenovanymi dofgmi
polutanty jsou zaloZeny na enzymatickém odbourazamiomoci halogenalkandehalogenas.
Aktivita téchto enzymi s halogenovanymi substraty vS&ksto neni dostated pro jejich
vyuziti v praktickych aplikacich. Mozn@Seni nabizi proteinové inZenyrstvi a jeho moderni
piistup cilenéiizené evoluce. Pro objasn strukturr-funkéni podstaty katalytického

acinku halogenalkandehalogenas se¢g8sppouzivaji metody proteinové krystalografie.

Teoretickacast bakal&ské prace je anovana strtnému popisu paraméir které maji
vliv na krystalizovatelnost protein nasleduje stiina charakteristika nejingjSich
krystaliza&nich metod, metody testovani krystal popis difrakniho experimentu. V z&w

teoretickécasti je stran¢é popsan graficky software pouzivany k zobrazovéoiekul.

Praktickym cilem bakatéaké prace je provést krystalira experimenty dznymi
krystalizanimi metodami u modelového proteinu Xylanasy a gdlkae vygstovat krystaly

noveho typu halogenalkandehalogenasy DbeA podidiganiho protokolu.



Tato halogenalkandehalogenasa DbeA izolovaBaagyrhizobium elkanii USDA94 je
podobna enzymu DbjA Bradyrhizobium japonicum USDA110 (71 % identita sekvence),
ale vykazuje odlisné biochemické vlastnosti. K gomoeni poznénéné aktivity a specificity
enzymu DbeA byla konstruovana jeho mutantni verbeAl obsahujici unikatni sekvenci
enzymu DbjA. Divoky typ halogenalkandehalogenasye®lbude krystalizovan pomoci
standardnich a pok&ych krystaliz&nich metod a pomoci nastiiopro feSeni struktur a

modelovani proteiinbude popséana struktura proteinu.



2. Literarni ¢ast

2.1. Krystalizace proteinu

Nutnou podminkou pro ziskani struktury proteinu pohrentgenové difraki analyzy
je vypestovani difraktujiciho monokrystalu. Ve srovnanamorganickymi slogeninami,
proteiny potebuji velmi specifické podminky prast krystah (McPherson, 1999, Ducruix
a Giege, 1999). Existujetkolik metod, které Ize pouzit k &eni krystalizanich podminek,
ale do dnesni doby nebyl popsan Zzadny obecny teloyetpisob, jak podminky zjistit bez

opakovaného hledani a zkouseni.
Uspsch krystalizace zavisi nakolika faktorech (Drenth, 1999):

1. ¢istota proteinu. Ke krystalizaim experimeniim je nutné mit velmgisty protein,
protoZe jinak by n@stoty mohly narusit fvodni krystalové biiky. | kdyz v rekterych
piipadech mohou skute¢ pomoci protein krystalizovat, ale za cenu nizStoaliSeni
nantienych dat

2. vhodny precipitant (obvykle rozpustny ve ¥pdCasto pouZivana srazedla jsou
anorganické a organické slmniny, jako je siran amonny, chlorid sodny, 2-mkthy4-
pentan (MPD), atd., nebo makromolekularni geminy - polyethylen glykol (PEG)iznych
molekulovych hmotnosti. Srazedlo sedava pouze do takové koncentrace, ktera tszipi
vysrazeni nebo denaturaci proteinu. Hydrofobni mdmdvé proteiny vyZzaduji riglani
detergentu.

3. rizné podminky ovlitujici nist krystalu, jako je teplota, pH.fippmnost jinych
roztoki. V prabéhu experimernit je snaha fivést protein do stavuiesyceni, kdy je
koncentrace proteiniigné nad jeho limitem rozpustnosti. V tomto odorotein zane

krystalizovat.



Tabulka 1: Faktory ovlivaujici rast krystati makromolekul prevzato z Smatanova, |., Krystalizace
biologickych makromolekul od teorie k praxi¢ébni text (2003)

Faktory
1. pH a pufr 13. | gravitace, proudéni a sedimentace
2. iontova sila (l) a koncentrace (cm) a plvod | 14. | Vibrace a zvuk
precipitacniho €Cinidla
3. teplota a teplotni zmény 15. | objem krystalizaéniho vzorku
4, koncentrace makromolekularniho roztoku (cp) 16. | Pfitomnost amorfni nebo jiné latky
5. Cistota makromolekularniho roztoku 17. | tvar krystalizani nddobky
6. aditiva, efektory, ligandy 18. | Proteolyza
7. zdroje makromolekul — organismy 19. | Kontaminace mikroby
8. substraty, koenzymy, inhibitory 20. | Tlak
9. redukujici nebo oxidujici prostredi 21. | Elektrické a magnetické pole
10. | kovy a jiné specifické ionty 22. | lidsky faktor — manipulace a Cistota prace
11. | rychlost dosazeni pfesyceni a rychlost ristu 23. | viskozita mateného roztoku
12. | povrchové faktory nebo detergenty 24. | heterogenni nebo epitaxialni nukleacni Cinidla

Krystalizaini postup nize byt popsan v nasledujicich krocich (McPhersea9}:

1. Prvnim krokem i&d skuténym ristem krystal je nukleace, kdy jsou vytvena
krystaliza&ni jadra, malé amorfni stabilni proteinové shlukizhledem k tomu, Ze k
agregaci dochazi snafjnnez k ffistu krystal, musime zajistit, aby nebyl proteifiyeden k

piesyceni {lis rychle, jinak se vysrazi.

2. Druhy krok je skuteny rast krystah. Jak krystaly rostou, koncentrace proteinu v
roztoku se snizi stejnjako presyceni. Je nutné, aby bylo dosazeno pomalita,raby se
vytvorily velké a dobe uspsadané krystaly. Chceme-li dosahnout pomaléistur obvykle
se snizi teplota nebo koncentrace bilkovin. Vztakzimkoncentraci bilkovin a
krystalizaniho ¢inidla (negastji srdzeci), l1ze popsat pomoci fazového diagramord@ek

1).

10
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Obrazek ¢. 1: Fazovy diagram (@vzato z
http://www.structmed.cimr.cam.ac.uk/Course/Cryg¢tdisory/phases.html)

K dosaZenitstu krystal, musi byt snizenofpsyceni na nizsi uroigjinak by vysoké
piesyceni (srdzeni plocha diagramuglonza nasledek vznik mnoha malych jader nebo
malych krystal. ldealni zfisob, jak na to, je dosaZeni takové koncentraceeiprota
koncentrace srazedla, které lezi v nukteablasti fazového diagramu. Krystaly pak rostou
pomalu a dosahnou maximalniho stéipmspdadani své struktury. Ktomu dochazi v
metastabilni oblasti, kde neni nukleace, ale je magiouze iist krystal. Nejjednodussi
zpasob, jak zminit presyceni je zrna teploty. Nicmé# problémem fazového diagramu je
to, Ze neni snadné dirr linie, které gesré oddEluji jednotlivé regiony v diagramu. Tento

piistup je pedevSim teoreticky, ale stale uZig.

DalSim zmsobem, jak dosahnout precipitaci proteife experiment "vysolovani"
(salting-out), ktery spgiva ve zvySeni &inné koncentrace proteindiganim soli, jako je

m

nag. siran amonny. Naproti tomu metoda "zasoleni"ti(ggin) se pouziva, pokud je
protein Spat& rozpustny ve vo#l Fidanim malého mnozstvi soli se zlepSuje jeho

rozpustnost. Po odstrémi soli se protein vysrazi.

11



2.1.1. Krystalizaéni experimenty

Postup krystalizace bilkovin Ize ragid do dvou kroki (Bergfors, 1999):

1. Testovani tznych krystalizanich podminek. Obvykle se pouzivaji kokrer
soupravy vyvinuté k tomutocélu. Pokud podobny protein jiz krystalizoval, |a&é testovat

podminky pouZzivané pro tento protein.

2. Druhym krokem je stav optimalizace krystalizakéera se ukazala byt alespo
casténeé vhodna. Optimalizace se provadi systematickoénom iznych podminek, jako je
pH, koncentrace precipitantu, koncentrace proteiebo jinych cinidel a také zrénou
teploty. Snizeni teploty vede ke zpomaleisitu krystal. NejkeznejSi pufry maji byt dinné
v pH v rozmezi od 6,0 do 8,0, protoZe nejvice fipgaky dilezité (Einky proteini se

vyskytuji v blizkosti neutralniho pH.

2.1.2. Krystalizaéni techniky

Existuje mnoho zfsohi, jak krystalizovat biologické makromolekuly. CilewSech z
nich je, aby se roztok makromolekuiyiedl pomalou modifikaci podminek dégsyceného
stavu (Bergfors, 1999).

Metody zaloZené na difazi par(Smatanova, 2003)

Pri téchto metodach sergsyceni dosahuje odpaanim par rozpoudtla (nefastji
vody). Jelikoz stav, ip kterém za ufitych podminek dochézi k vyleani krystah z
rozpoustdla, je zavisly na dosazeni minimalni povrchovérgieepro dany objem krystalu,
je nejefektivigjSi pracovat s malymi kapkami. Molekuly nachazegeiuvnit kapky maji
nizSi energii nez molekuly lezici na jejim povrcla jistych podminek G¥e mit pevna
faze sklon k vylogeni se a v kapce vznikne krystal. Metodyi kterych se dosahuje

piesyceni v mikrokapkach, jsou zaloZeny na difuzi(Qrazek 2).

Uvedena technika je zaloZena na transportu rozgalasfvody, jiné gkave latky) mezi
kapkou obsahujici protein, pufr, precipitant, adith (objem 2-25ul) a velkym objemem
roztoku v rezervoaru (objem 0,75-25ml) sestavajieanstejnych komponent jako kapka
krom¢ roztoku proteinu. V tkledku rozdilné koncentrace roztok kapce a rezervoaru
dochazi vlivem vypavani tkavych latek (vody) provdzenému kondenzaci k posiop

vyrovnani osmolarity a ustaleni rovnovahy. K uvettan jevu dochazi kii"destilaci” vody

12



z kapky do rezervoaru precipitd roztok v rezervoaru ma vyssSi koncentraci nezkaap
dochéazi ke zminé objemu kapky a zvySeni koncentrace vSech jejicmganent) nebo
naopak z rezervoaru do kapky. Migrace molekul Zamis koncentraci a rozpustnosti

proteinu, koncentraci precipitaihocinidla a gipadre vede ke vzniku krystal

Krystalizaci zaloZzenou na difazi par je mozné aplikt pro kapky visici ("hanging

drops”), sedici ("sitting drops”) nebo sengtwé ("sandwich drops”).

Mezi nejvice pouzivané a nejmenarané metody pdt krystalizace ve visici kapceiiP
tomto zmisobu krystalizace kapka "visi” na vimf strag mikroskopického kryciho skika
umiséného nad rezervodrem s precipitan roztokem. Sktko je k rezervoaruifpevreno a
utésnino pomaoci silikonového oleje. Princip dalSi metedgdici kapky - sgidva v tom, ze

kapka "sedi” ve stojanku uméstem v otvoru krystalizani desttky pro precipiténi roztok.

| kdyZz metody visici a sedici kapky fiatnezi nejjednodussi, vyZaduji optimalizaci
mnozstvi fyzikalnich a chemickych parantetrdisledkem ¢ehoZz se mohou géteni
zdlouhavé pokusy stat odrazujicimi. Z tohotvatu je vyhodné pro gateini experimenty
(tzv. screening krystalizaich podminek) pouzit koma® dostupné sady krystaligaich
¢inidel ("screening kits”), které rychle poskytujinatatelné ukazatele pro dalSi krystalizace

a odstrauji predevsintaso¥ nar@nou @ipravu mnoha krystalizaich roztok.

= S b o
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| gl Bl ey,

] | |

PRECPTAC A [ |

|
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{
4
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Obrazek 2 Schéma krystalizace ve visici a sedici kaggfevzato z Hampton Research:
Crystallization: Research Tools, Vol. 11, No. 1 (2001) 152-165)
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Uvedené metody slouZi jak ke screeningu a optiraailigrystaliz&nich podminek, tak i

k samotnému ¢stovani krystal pro difrakeni mgteni.

2.2. Testovani krystaii

Pro testovani charakteru krystg k dispozici gkolik metod (Emmer, 2007):

* Crush test - pokud budeme mit dostatek krystaiizeme jednoduSe rozdrtit krystal

jehlou. Pokud se krystal poSkodi snadno, jde ceprpt op&ném gFipad je to sil.

» Dehydratani test — jestlize mame k dispozici dostatek kiystadstranime kryt
desttky a nechdme krystaly vyschnout. Jestlize se Wrysigpadne, jedna se o protein.
Pokud krystal é@stava stejny, je toi

* Izit (Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA) bani test je zalozen na difuzi
molekul barviva do krystalu. Pokud barvivo prond@krystalu a krystal se stava barevnym,
jde o protein. Barvivo netize do pevné struktury soli a proto, krystal solistAva

nezbarveny.

* SDS PAGE elektroforéza - krystaly znovu rozpustmudlame elektroforézu. Protein
pozname podle pasu na gelu, ktery odpovida jehekuatlvé hmotnosti.

» rentgenové difrakce — pokud jde @l ,sdostaneme difratai zdznam s malym
mnozstvim silnych difrakci, ale ipads, Ze je krystal proteinového charakteru, dostaneme
difrakeni zaznam typicky pro protein - mnoho skvrngkalika soustednych kruzich. Toto
je nejgresrgjsi zpisob testovani krystéla pouziva se i tehdy, kdyz mame nedostaie
mnoZstvi krystal, které nelze testovat destimkmi metodami.

2.3. Difrakéni experiment

Pro ziskani struktur proteinovych monokrystalse provadi r¥eni neboli sbr
difrakénich dat. K tomu se pouZivaji synchrotrony nebdginové difraktometry (Emmer,
2007).

Proteinovy difraktometr je #iiici pristroj, ktery se skladé ze zdroje X-paprskxacniho
zarizeni umisiného na goniometru a desky detektoru obrazu. Raprsehazi krystalem
namontovanym n&ep hlavy goniometru, ktery se chladi, obvykle pemddusiku nizké

teploty. To je dlezité bezpénostni opatni, protoze nez byl uveden do praxe, mnoho

14



proteinovych krystdl bylo brzy poskozeno cilenym vysokoenergetickymtgenovym
z&enim a zpravidla bylo zapebi vice krystdl pro difrakéni zdznam v rozsahu celého
Uhlu. Goniometr, kde je umé&ta hlava s krystalem, umidje rotaci krystalu virznych

polohach v paprsku. Difrgki X-paprsky jsou zaznamenany na desku detektaazab

2.4. Zpracovani difrakénich dat

Hlavni program pro zpracovani naranych dat je "MOSFLM". Tento program je
souwasti sady prograin CCP4, nebo je také distribuovan samostatne forne

piedkompilovanych programovych soubdEmmer, 2007).

Vystupem programu je soubor MTZ, ktery obsahuje urglpktronoveé hustoty.

2.5. WinCoot

Coot je interaktivni trojrozgrny molekularni modelovaci programgeny zejména pro

modelovani a validaci struktury protéinMakromolekularni stavba modepomoci X-ray
dat je interaktivni ukol, ktery zahrnuje opakujgd uplaiovani fiznych optimalizanich
algoritmi s hodnocenim modelu a interpretaci elektronovéoty$Emsley a kol. 2009).

Patateni modelovani proteinovych struktur z experimeritédnfazovani je obvykle
dosazeno pomoci automatickych metod jako ARP / WARESOLVE (Wang a kol., 2004)
a Buccaneer (Cowtan, 2006)ét¥ina z ¥chto metod vSak spoléha na rozliSeni lepsi nez 2,5
A. Proto hlavnim zagtenim Cootu je dokamni p@ate:nich model vytvoienych bid’
molekularnim nahrazenim, automatizovanym modelowdnébo modelovani struktur s

nizkym rozliSenim.

2.5.1. Zobrazeni atoni

Coot zobrazuje atomy atomovych madglko body na trojrozgrné platno. Jestlize jsou

vzdalené body spojené, pak spojnice mezi atomowgedy symbolizuje vazbu, jinak jsou
atomy zobrazeny jaka'ikky. Vychozi atomy jsou zbarveny podle pivkuhlik Zlug, kyslik
cervert, dusik mode, sira zeleha vodik bile. Vazba ma d&warvy, s jednou polovinou
odpovidajici kazdému navdzanému atomu. DalSi atémmudely se rozliSujitznymi

barevnymi symboly. Barvy prikje mozné upravovat. Je zde moznost i stanovityopre
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neuhlikové prvky a pro kazdou molekulu individualfizmsleya kol., 2009). Kroré toho,
Coot umoduje uZivateli obarvitietézce, sekundarni struktury, B faktory a obsazenost
modelu molekuly. Coot fize také zobrazovat pouzé fetzce. Model nize byt barevny v
raznych rezimech jako naprettzcich, sekundarni struk&inebo minit barvu od N-konce k

C-konci.

Informace o jednotlivych atomech mohou byt zobrgzea forme Stitki. Z nich je

mozné vyist jméno atomuwiislo aminokyseliny, identifikatatetézce.

2.6. Halogenalkandehalogenasy (EC 3.8.1.5; HLD)
Haloalkandehalogenasy jsou mikrobialni enzymy,é&textalyzuji hydrolytické j@meny

halogenovanych alifatickych sldenin na odpovidajici alkoholy. Tyto enzymy hraji
klicovou roli v aerobni mineralizaci mnoha halogenowinyslowenin, které jsou
ozna&ovany jako latky zn&@st'ujici zivotni prostedi (Janssen a kol., 2005). HLD jsou ré&n
pouzitelné v bioremediaci, dekontaminaci aimyslové biokatalyze (Swanson, 1999;
Prokop a kol., 2004, 2005).

Fylogenetickd analyza ukazala, Ze rodina halogendkhalogenas je roddna do it
podrodin ozn&nych HLD-I, HLD-Il a HLD-Ill (Chovancova a kol.,a®7). K dneSnimu
dni byly vyteSeny krystalové struktury Sesti HLD z podrodinyHLL. Jedna se o DhaA
izolované zZRhodococcus rhodochrous NCIMB 13064 (Newman a kol., 1999, Stsiapanava a
kol., 2010), LinB z Sphingobium japonicum UT26 (Marek a kol., 2000), a Rv2579 z
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mazumdar a kol., 2008).

Tyto krystalové struktury ukazaly, Ze enzymy z ywaliny HLD-Il maji v podstat
stejné celkoveé sloZeni a skladaji se ze dvou domi@wni domény a vrchni cap domény
obsahujici zachovanou katalytickoétipi (pentadu) Asp-His-Glu + Asn-Trp. V poslednich
letech byly vykrystalizovany dalSi nové halogenatk@halogenasy DpcA, DmxA a
mutantni formy DhaA a LinB, ale jejich strukturabyéa doposud zvejreéna (Stsiapanava a
kol., 2011, Lahoda a kol, 2011, Degtjarik a koQ13).

V souasné dob je znamo vice nez 200 mozny&leni rodiny HLD (Koudelakova a
kol., 2002) a zd&hto enzynmi bylo 14 experimentathcharakterizovano (Jesenska a kol.,
2002, Jesenska a kol., 2005, Jesenska a kol., R@ading a kol., 1985, Kulakova a kol.,
1997, Nagata a kol., 1997, Sato a kol., 2005, Has&ol., 2011, Hessler a kol., 2011).
Struktury Sesti divokych typbyly uloZeny v databazi PDB (Prokop a kol., 204@sseler a
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kol., 2011, Franken a kol., 1991, Newman., 1999rddaa kol., 2000, Mazumdar a kol.,

2008) a dalSi struktury jsou zpracovavany.

2.6.1. Fivod halogenalkandehalogenas (HLD)

Hlavnimi zdroji HLD jsou bakterialni kmeny nachdzéejse v fidé kontaminované

halogenovanymi slaieninami (Keuning a kol., 1985, Kulakova a kol., 798lagata a kol.,
1993, Curragh a kol., 1994). HLD byly izolovany éak bakterii pochazejicich z bs&é
vody (Jesenska a kol., 2009, Chan a kol., 201®o rimakterii @sobicich jako zZiv&isné
patogeny (Jesenska a kol., 2002, 2005), nebo lmrogth parazii (Hasan a kol., 2011).

Nekteré bakterie produkujici HLD jsou schoprisgtrna halogenovanych skaninach a
jedinym zdrojem energie je pro¢nuhlik. U €chto bakterii jsou HLD zapojeny do
pocatenich kroki metabolickych procés (Janssen, 2004). Biologicka uloha HLD
pochazejicich z patogennich, symbiotickych neb@zi@rnich organisinje v sodasné

dob® neznama.

2.6.2. Struktura halogenalkandehalogenas

HLD strukturdlr®é pak¥i do superrodiny/p - hydrolas (Janssen, 2004). K dneSnimu dni je
k dispozici rkolik desitek krystalovych struktur HLD. Analyzoéchto struktur bylo
zZjisténo, Ze vSechny znameé HLD maji velmi podobné sloaeskladaji se ze dvou domeén -
hlavni a vrchni cap domény. Hlavni doménou je %@ia/f -hydrolasa, skladajici se z
vysoce konzervované centralni oblasti osmi skladanyeta-list obklopenych Sesti alfa-
Sroubovicemi (Ollis a kol.,, 1992). Hlavni doména pépojena k vedlejSi vyhradn
Sroubovitou oblasti cap domény, kterd je velmi afaiihi, pokud jde o mnozstvi a

uspdadanio. -Sroubovic.

Nedokonalé baleni na rozhrani megnito dwma doménami vytwa dutinu, ktera je
zodpowdna za dehalogetyai funkci. Toto aktivni misto dutiny se sklada z
aminokyselinovych zbyik pochazejicich z obou domén. Zatimco hlavni donpéispiva
zejména zachovanymi zbytky, zbytky z aktivniho mnigbchéazejici z oblasti cap domény

jsou variabilni (Chovancova a kol., 2007).

Aktivni misto dutiny pojme saduép zbytkd, tzv. katalytické ptice, odpo¥dné za
katalytické funkce HLD. Katalyticka gice se sklddd z katalytické triddy (nukleofilni,
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katalytické kyseliny a baze) a dvojice halogenabgizujicich zbytk. Katalyticka gtice a
jeden z halogenid-stabilizujicich zbwtkisou neseny hlavni doménou, zatimco druhy
halogenid-stabilizujici zbytek #ie byt umisin jak na cap domén(HLD-I), tak na hlavni
domeére (HLD-Il a HLD-III). Ptesné slozZeni katalytické pentady je jeden z hldwroedih
mezi fiznymi podrodinami HLD (Chovancova a kol., 2007tiée Asp-His-Asp + Trp-Trp
se nachéazi v HLD-I podrodin zatimco enzymy z HLD-IIl podrodiny obsahuji
konzervované Asp-His-Asp + Trp-Asn. Pentada v HIL[pddrodire je wtSinou sloZzena z
Asp-His-Asp + Trp-Asn podokinjako u HLD-III podrodiny s vyjimkou enzyin které

vyuZivaji jako halogenid-stabilizujici reziduum Tmisto Trp.

Aktivni misto HLD je dutina hluboko v jéd enzymu. Je tieno [Fedevsim
hydrofobnimi zbytky s vyjimkou polarnich zbyikatalytické gtice. Velikost a geometrie
aktivniho mista dutin se vyznahsi mezi jednotlivymi HLD. NejmenSi dutinu meziB
vlastni enzym DhIA, ktery je aktivnifppieméné 1,2-dichlorethanu (Chovancova a kol.,

2007). Na druhé stranjedna z nej#tSi dutin se nachazi v enzymu DbjA.

Dutina aktivniho mista poskytuje prieti pro dehalogegai reakci a jeji dostupnost
pro substrat a molekuly rozpo&dla je usnadina tunely spojujicimi dutinu s okolnim
prostedim. Tunely hraji @lezitou roli v katalytickém cyklu HLD &em vazani substratu a
uvoliovani produki (Petrek a kol., 2006) hlavnim tunelem a vedlejinelem. U ¥tSiny
HLD jsou hlavni tunely vyraznSirSi a kratSi, nez vedlejSi tunely, coz je vedsho jejich

primarni roli v transportnich procesech (Chalougkakol., 2003, Pavlova a kol., 2009).

2.6.3. Reakni mechanismus halogenalkandehalogenas

Celkovy katalyticky mechanismus v HLD byl studovafznymi technikami od
krystalografickych studii (Prokop a kol., 2010, Mara kol., 2000) az po molekulové
modelovani (Banas a kol., 2006, Negri a kol., 20Bilherstein a kol., 2007). Navic byly
role jednotlivych katalytickych zbytk potvrzeny cilenou mutagenezi (Pries a kol., 1994,
1995).

Mechanismus dehalogeimd reakce HLD se sklada ze dvou fyzikalnich Krak dvou
chemickych krok: navazani substratun3 substituce, hydrolyzy a uvavani produki.
Molekula substratu je vazana na konformaci, veékfiespousti atom halogenu stabilizovany
dvéma halogenid-stabilizujicimi zbytky. V prvnim chekém kroku, je atom uhliku

nesouci halogenovy substituent napaden jednim fikkyswukleofilu (Asp), zatimco
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uvolovani halogenidu od substratu je mozné peafstictvim jeho stabilizace v halogenid-
stabilizujicich zbytcich. Vysledkem prvniho chendéibk kroku je vznik kovalentniho
enzym-substrat meziproduktu a halogenidového ioméraného mezi halogenid-
stabilizujicimi rezidui. V dsledku toho je kovalentni meziprodukt hydrolyzowvaolekulou
katalytické vody, ktera aktivuje katalytickou b&iis). Naboj vytvdeny na katalytické
zakladr beéhem hydrolyzy je stabilizovan katalytickou kyselingAsp nebo Glu).
Hydrolyticky krok nasleduje uvomim produktu alkoholu a iontu halogenidu z aktiwnih
mista. Katalyticky cyklus je zakéen regeneraci enzymujikteré je navazan proton

zbyvajici z pouzité katalytické vody a voda dcipia.

Zatimco reaéni mechanismus HLD postupuje stejnymiggbem, jednotlivé HLD se
liSi v nejpomalejSim rea&kim kroku jejich katalytického cyklu. V séasné dob byla pro
tii raizné HLD identifikovanatyii riznd omezeni rychlosti jednotlivych kiiokPozorovana
omezeni DhIA pomalym uvbvanim halogenidu lze figist jeho méa pristupnému
aktivnimu mistu dutiny a siéjsi stabilizaci odchodu halogenidové skupingma zbytky
Trp (Krooshof a kol., 1998, Prokop a kol., 2003)usturalni givod omezeni rychlosti u
LinB a DhaA je teba jest vyswtlit.

2.7. Enzym DbeA

Nova HLD, pojmenovana DbeA, byla nedavno izolovan&radyrhizobium elkanii

USDA94 (lkeda-Ohtsubo a kol., ¥ipraw) a biochemicky charakterizovdna (Mozga a kol.,
v piipraw). Tento novyclen podrodiny HLD-II Uzce souvisi s DbjA (Sato al.k@005),
ktery vykazuje jedingnou inserci na N-konci cap domény, ktera nefiiomna v jinych
HLD. DbeA sdili nejvysSi sekvéni identitu (71%) s DbjA (Sato a kol., 2005). Tyto
sekverini identity s ostatnimi HLD-Ikleny jsou: 60% DmIA (Sato a kol., 2005.), 47%
DhaA (Kulakova a kol., 1997.), 41% LinB (Nagatad, K997.) s 39 % DmbA (Jesenska a
kol., 2005). DbeA je meénaktivni a ma vysSi specificitua¥i bromovanym a jodovanym
slowenindm ve srovnani s DbjA. Tyto dva enzymy seté&e v teplotnim a pH profilu v

reakci s 1-iodohexane (Mozga a kol.,fippa\).

Mutant DbeA, ozn&ny DbeAl, obsahuje na N-konci cap domény fragment
143VAEEQDHAE151, ktery je ekvivalentni k jedifme sekvenci DbjA a nenifjpomen v
DbeA a jinych HLDS (Ikeda-Ohtsubo a kol., kigraw). Tento fragment 9 aminokyselin
byl vioZzen mezi D142 a Al143 z DbeA. KrystalograBicknalyzy DbeA a DbeAl jsou
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provadgny s cilem pochopit struktuffunkéni vztahy divokého typu enzymu a mutanta

obsahujiciho inzerci podobné DbjA dehalogenasy.

2.8. Xylanasa

Tato ¥ida enzyni nasla &kolik biotechnologickych aplikaci, konkrétmii zpracovani
papiru. V ptmyslovém vyuZiti mohou byt pouzity jake@lkei ¢inidla. Xylanasa fispiva ke
shizeni mnoZzstvi chemikalii jebné pro dosazeni vhodné uré\ilé barvy papiru tim, ze
degraduje Xylan v rostlinnych bkach (Shmidt a kol., 1998).
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3. Material a metodika

3.1. Experimentalni pracovist a provedené experimenty

VSechny experimenty v ramci projektu byly provag na Fakuk rybastvi a ochrany
vod v Ustavu komplexnich systémv laboratgdich makromolekularni struktury a dynamiky

v Novych Hradech.

Byla provedena metoda gelové elektroforézy SDS-PAG sodium dodecylsulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis) pro separaotgimmi podle jejich velikost i a dale
piipraveny srazeci roztoky, které byly pouZzity pro/stalizani experimenty provedeny
metodami sedici a visici kapky, pro krystalizacd pmejem a krystalizaci v kapilarach.
Vzniklé krystaly byly testovany, zda jde opravdukoystaly proteinu pomoci DYE a
CRUSH tesi.

V zawru prace byla pomoci vizualigaich program WinCoot a VMD modelovana
struktura proteinu z mapy elektronové hustoty zigka difraknich dat zaznamenanych

v pribéhu difrakniho nefeni krystal a struktura byla detaiépopséana.

3.2. SDS PAGE
Metoda SDS-PAGE (= sodium dodecylsulphate-polyacnytle gel electrophoresis) je

technika pouzivana k separaci proteima zaklad jejich odlisSné elektroforetické
pohyblivosti v gelu, ktera zavisi na délce polypdpiehoiettzce, molekularni hmotnosti

proteinu, denaturaci proteinu (stupni rozbalemgaalalSich faktorech.

3.2.1. Riprava geli SDS PAGE

3.2.1.1. Riprava separaniho gelu

Separani gel byl gipraven smichanim 3,3ml destilované vody, 4ml 30€ylamidu,
2,5ml 1,5M Tris, 0,2ml 10% SDS, 0,1ml 10% persuifamonného a 0,004ml TEMEDu.
Byla sestavena elektroforézni seridwvia kazeta pro nalévani gelu. Tato byla sloZzena ze
dvou skel, mezi které bylo umésib gumove dsréni, a skla byla fixovana klipsami.
Pripraveny roztok sepataiho gelu byl pipetovan mezi skla senabxié kazety do 2/3 vysky
skel tak, aby se vém nevytvdily bublinky. Zbytek prostoru mezi skly byl zagim
etanolem a taktoifpravena kazeta s roztokem gelu se nechala 30 nsidmt aby doslo

k reakci a vytveeni separaniho gelu.
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3.2.1.2. Riprava svrchniho (koncentrovaného) gelu

Koncentrovany gel byl ipraven smichanim 2,7ml destilované vody, 0,67m%30
akrylamidu, 0,5ml 1M Tris, 0,04ml 10% SDS, 0,04rOPA persulfatu amonného a 0,004ml
TEMEDu. Ze sendvovée kazety byl vylit etanol a misto¢jn byl nalit roztok
koncentrovaného gelu. Do tohoto roztoku byl mef glasunut febinek, ktery po ztuhnuti

gelu vytvai komarky pro pipetovani roztoku proteinu.

3.2.2. Elektroforéza

Z kazety se ztuhlym gelem byl vyjmutdibinek a kazeta byla zasunuta do drazek

elektroforetické komory. Komora byla zalita pufrektery se skladal z 25 mM Tris-HCI,
200 mM Glycinu a 0.1% SDS. Do kdimek v gelu, vytvéenych zasunutymiabinkem, byly
pipetovany roztoky proteinu se specifickym pufrerstandardni marker Unstained Biorad
pro srovnani. Pro lepSteghlednost byly roztoky pipetovany do lichych kimek.

Do prvni koniirky byl pipetovan standardni marker, deti komirky byl pipetovan
roztok proteinu DbeA a pufr v pairu 1:5 (1pl roztoku proteinu a 5ul pufru) a dosk® k
smiseni, do paté kairky byl pipetovan oft roztok proteinu DbeA aifslusny pufr
v poneru 1:1 (5ul roztoku proteinu a 5ul pufru), do sedkeénirky byl pipetovan roztok
proteinu Xylanasy a fslusny pufr v poréru 1:5 (1ul proteinu a 5ul pufru), do devaté
komirky pak roztok proteinu Xylanasy d&iglusny pufr v poréru 1:1 (5ul roztoku proteinu
a 5ul pufru) a do posledni jedenacté Koky byl opit pipetovan standardni marker pro

srovnani.

Po napipetovani roztdkbyla do konirek gridana metylenova mad ktera zvyrazni
vysledek elektroforézy. Poté byla komora po okidjtd pufrem a uzaena krycim sklem.
Pomoci kabeél byla komora fipojena ke zdroji nafti, vytv&ejicimu stejnosgrny

elektricky proud o nafti 25 mA.Cas procesu elektroforézy byl nastaven na 1,5 hodiny

Po dokowreni procesu elektroforézy byla kazeta s gelem vignmelektroforetického
boxu, opatry pomoci skalpelu byla roztkna skla kazety a byl vyjmut gel. Vyjmuty gel
byl umisén na mich&ku do roztoku dughanu stibrného, kterym byl gel obarven. Po
obarveni byl gel vyjmut a oplachnut destilovanowmo. Nasled#é bylo mozné hodnotit
vysledek elektroforézy.

3.3. Riprava srazecich roztoki

Srazeci roztoky bylyifpraveny pro vyvolani srazeci reakce s roztokentgima. Srazeci
roztok modelového proteinu Xylanasy byigraven z 1,9 M (NH),SO; a 0,1 M Tris HCI
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pH 8,4. Srazeci roztok pro protein DbeA byippaven z 20 % PEG 3350, 150 mM octanu
vapenatého (calcium acetate) a 0,2 M Tris HCI @ 7,

3.3.1. Srazeci roztok pro Xylanasu

Pro gipravu roztoku byloteba nejprve vypéitat navazky chemikalii. Pomoci molarnich
hmotnosti bylo vypé&itano, Ze naifpravu 100 ml srdZeciho roztoku budeipbt 1,576 g
0,1 M Tris HCl a 25,10 g 1,9 M(NHLSOs.

Ve 100 ml destilované vody bylo rozp&sd 1,576 g 0,1 M Tris HCI, pomoci NaOH
upraveno pH na 8,4 a naslédhylo postupt pridano 25,1 g 1,9 M (NP2S0O4 a za

neustalého michani rozp&so v roztoku.

3.3.2. Srazeci roztok pro DbeA

Pro gipravu srazeciho roztoku bylo st&jjako u roztoku pro modelovy protein nutné

vypccitat navazky pomoci molarnich hmotnosti. Bylo Wipdmno, Ze pro iipravu 100 ml
srazeciho roztoku jeégba navazit 20 g 20 % PEG 3350, 2,373 g 150 mVhactapenatého
a 1,540 g 0,2 M Tris HCI.

V destilované voé bylo rozpu&no 1,540 g 0,2 M Tris HCI, 2,373 g 150 mM octanu
vapenatého, fidanim NaOH bylo upraveno pH na 7,5 a nasieda stalého michani na
elektrické michéce rozpugino 20 g 20 % PEG 3350.

3.4. Metoda visici kapky

3.4.1. Krystalizace v Petriho misce

Na dno Petriho misky byl pipetovan srazeci roztgladina roztoku byla asi 3mm ode
dna Petriho misky. Na &ko Petriho misky byly pipetovany 3 kapky srédZecéimdla pro
Xylanasu (1 kapka 3 pl) a déchto kapek byly pdany 3ul roztoku proteinu Xylanasy. Do
kazdé kapky byl pipetovan roztok proteinu o jinénéentraci — do prvni kapky srazeciho
¢inidla byl pipetovan 4,25% roztok Xylanasy, do deukapky 8,5% roztok Xylanasy a do
tieti kapky 17% roztok Xylanasy. Pipetovanim roztgkateinu do srdZeciho roztoku tedy
doslo ke smiseni figemz bylo velmi dleZité pipetovat kapky do sebe opé&traby nedoslo
k vytvoreni bublinek v roztoku. Nakonec byldildopeno viko s kapkami na misku a
oblepeno parafilmem pro zabegm pristupu vzduchu. Stejnym &gobem bylo postupovano
i v pripact DbeA. V tomto pipad byly koncentrace proteinu v prvni kapce 10,45%, ve
druhé kapce 5,225% a vieti kapce 7%.
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3.4.2. Krystalizace v krystaliz&ni destiéce

Krystalizaini destéka Linbro plate [Hampton Research, Aliso Viejo, Q4ASA] n¢la 4
fady po 6 otvorech, tak byla prdghlednost pouzita prvni &eti fada otvoil. Pro roztok
Xylanasy byla pouzita prvnfada. Do prvniho otvoru bylo pipetovano 50 pl sréiec
roztoku, do druhého otvoru 100 pl srazeciho roztala f¥etiho otvoru 200 pl srazeciho
roztoku, doctvrtého otvoru 500 pl srazeciho roztoku, do patétwmru 800 pl srazeciho
roztoku a do Sestého otvoru 1000 pl srazeciho kazté dalSim kroku byl pipetovan roztok
proteinu a srazecih¢inidla (2 pul + 2 pl) na skika, kterymi byly otvory uzavirany
zamd&knutim do silikonového gelu na hrantvoru. Na prvni a druhé sk&kio byl pipetovan
roztok proteinu 4,25%, naetti actvrté vicko byl pipetovan roztok proteinu 8,5% a dtarté

a paté wko byl pipetovan roztok proteinu 17%.

Stejnym zjisobem bylo postupovano i ¥ipadt DbeA. Objemy srazecihdinidla ve
tieti fadk zastaly stejné, na prvni a druhé gkb byl pipetovan roztok proteinu 10,45%, na
tieti actvrté byl pipetovan roztok proteinu 5,225% a naépatSesté skiko byl pipetovan

roztok proteinu 7%.

3.5. Metody sedici kapky

3.5.1. Krystalizace v Petriho misce

Na dno Petriho misky byly pipetovanii kapky srazecihd@inidla (1 kapka 3ul) a do
nich byl pipetovan roztok proteinu také po 3ul. Ylahasy byl pipetovan do prvni kapky 3
ul 4,25% roztoku proteinu, do druhé kapky 8,5% ok do teti kapky 17% roztok. Miska
s kapkami stejh jako v gipact visici kapky byla zakryta ¥kem a oblepena parafilmem,

ktery zabr#éoval vstupu vzduchu do misky.

Stejné objemy byly pipetovany i Wipadt DbeA, pouze koncentrace roztoku proteinu se
liSily. V prvni kapce 10,45% roztok proteinu, drukepka 5,225% deti kapka 7%.

3.5.2. Krystalizace v krystaliz&ni destiéce

Na rozdil od metody visici kapky se krystatimadesttka CrysChem plate [Hampton
Research, Aliso Viejo, CA, USA] skladala z rezemw&razecihocinidla a uprostd
rezervoaru z osivku pro pipetovani roztoku proteinu. Prvnich Segtervoai prvni fady

bylo pouZito pro roztok DbeA. Do prvniho rezervodrylo pipetovano 50 pl srazeciho
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roztoku, do druhého rezervoaru 100 pl srazecihdokoz do tetiho rezervoaru 500 pl
srazeciho roztoku, détvrtého rezervoéru 800 pl srazeciho roztoku, d@hmatrezervoaru
1000 pl srazeciho roztoku a do Sestého rezervdryPsrazeciho roztoku. V dalSim kroku
byl pipetovan roztok proteinu na astky uprosted reservoaru v pafru 2 ul roztoku
proteinu a 2 pl srdzecihonidla. Na prvni a druhy ostvek byl pipetovan 10,45% roztok
proteinu, naieti actvrty ostiivek byl pipetovan 5,225% roztok proteinu adbaty a paty
ostrivek byl pipetovan 7% roztok proteinu o objemu.

Stejnym zjisobem bylo postupovano i ¥ipadt Xylanasy. Objemy sraZzecikinidla ve
tieti fack desttky zustaly stejné. Na prvni a druhy astek byl pipetovan 4,25% roztok
proteinu, naieti actvrty byl pipetovan 8,5% roztok proteinu a na patgesty ostivek byl

pipetovan 17% roztok proteinu.

Nakonec byla destka uzavena krytem a oblepena lepici paskou pro zamezéstipu

vzduchu.

3.6. Krystalizace pod olejem

Krystalizaini destéka pro krystalizaci pod olejem Terasaki plate [H&anpResearch,
Aliso Viejo, CA, USA] se skladala ze Sestd po dvanacti jamkach. Na deékti byly
pipetovany 4 ml sisi oleja (2 ml silikonového oleje + 2 ml parafinového ojegepohyby

desttkou byl olej rovnonirné rozprosten po celé ploSe desty.

Do jamek zaplanych olejem byl naslednpipetovan roztok proteinu a srazeci roztok
v nésledujicich pogmech: do prvni vodorovnéady jamek byly pipetovany roztoky v
pongru 1:1 (2 ul proteinu a 2 ul precipitaho ¢inidla), ve druhé vodorovnié@ad: byl pouzit
stejny pongr, ve tetifad byl pouzit pondr 1:2 (1 pl proteinu a 2 pl precipéaihocinidla),
ve ¢tvrté fack 2:1 (2 pl proteinu a 1 pl precip#aiho ¢inidla), v patéradé 1:3 (1 ul proteinu
a 3 pul precipitaniho ¢inidla) a v posledni Sestac 3:1 (3 ul proteinu a 1 pl precipitaiho
¢inidla). Takto bylo postupovano se 17% Xylanasdi® @5% DbeA.

3.7. Krystalizace v kapilarach

Pro tento zfisob krystalizace byly pouzity sklemé kapilary o piméru 0,5 mm.
Kapilara byla uzSim koncem pamema do roztoku proteinu a vzlinanim napla po

rozSitené hrdlo a naslednna uzsim konci zalepena modelovaci hmotou. Kapil#yla
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postavena do stojanku a do rdedicasti byl pipetovan srazeci roztok nad okraj kagilar

Naplnéné kapilary byly ihned uzavirdny horkym voskem.

Do krystaliz&niho boxu GCB® (Triana Sci&Tech, Spdsko) bylo moZno umistit Sest
kapilar. Pro Xylanasu byla pro prvni a druhou kapilpouZita koncentrace 17%, pro druhou
a fteti 8,5% a pro patou a Sestou kapilaru 4,25%. PpeADbyly pouzity nasledujici
koncentrace: prvni a druha kapilara 10,45%, peti actvrtou kapilaru 7% a pro patou a

Sestou 5,225 pl.

Boxy s kapildrami byly uzaeny vicky a umisény do krystalizaniho stojanku.

3.8. Testovani krystaii

Testovani krystdl bylo provedeno zacélem owieni, jestli se skute¢ jedna o krystaly

proteinu nebo pouze o krystaly soli vzniklé ze scilio roztoku.

3.8.1. DYE Test
Do kapky s vytvéenymi krystaly byla pipetovana modra barva Izlt fiion Research,
Aliso Viejo, CA, USA]. Po 30 minutach bylo pod midgkopem kontrolovano, zda byly
krystaly obarveny. V fipacdt obarveni krystdl se jednalo o krystal proteinu, pokud krystal

nebyl obarven, jednalo se o krystal soli.

3.8.2. CRUSH Test

Vzniklé krystaly byly gimo v desitkdch testovany rozbitim jehlou pod mikroskopem.

Pokud bylo moZné krystaly snadno rozbit jehloupg@d se o krystaly proteinu. Pokud ne,

jednalo se krystaly jinéhaigodu, pravdpodobr krystaly soli.

3.9. Modelovani struktury DbeA

Z internetovych stranek Univerzity v Leicestru biipww?2.le.ac.uk, byla stazena a

nainstalovana voln stazitelnd verze modelaiho programu WinCoot, ve kterém byly

provedeny zréeny elektronové mapy, tak aby odpovidaly skntesti v realném uspadani

jednotlivych aminokyselin.

Modelovani konénych 3D obrait proteinu bylo provedeno v programu VMD, ktery je
volné stazitelny na serveruttp://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/. Z &chto obrai byla

nésleds studovana struktura proteinu.
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4. VVysledky

4.1. Gelova elektroforéza

Porovnanim barevnych proukk gelu s markrem, u kterého bylo zndmo, ktery \naye

prouzek odpovida danému proteinu se znamou molekuténotnosti, bylo zjigho, Ze oba
studované proteiny majiistotu vhodnou k dalSim experimént. Jak ukazuje Obrazek 4,

modelovy protein Xylanasa ma velikostipizné 15 kDa a protein halogenalkandehalogenasa

DbeA 35 kDa.

Obrazek 3: Vysledek elektroforézy (foto autor)

4.2. Vysledky krystalizace Xylanasy
Provedenymi krystalizaimi metodami byly ziskany krystaly Xylanasy (Oletaz5).
Naslednym testovanim byl potvrzen proteinovy chimakMonokrystaly Xylanasy byly
vypéstovany z krystalizeniho roztoku obsahujiciho 0,1 M Tris HCI a 1,9 MHNSO, pri
pH 8,4 a 17% roztoku proteinu metodami sedici dcivikapky v Petriho miskach,

v krystaliz&nich destikach, pod olejem a v kapilarach.
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Obrazek 4: Krystaly Xylanasy (foto autor)

4.3. Vysledky krystalizace DbeA
Stejnymi krystalizanimi technikami jako u Xylanasy byly vggtovany krystaly DbeA

(Obrazek 6). Tyto krystaly byly v¢stovany z precipitaiho roztoku sloZzeného z 20 % PEG
3350, 150 mM octanu vapenatého a 0,2 M Tris HClppl 7,5 a 10,45% roztoku proteinu
metodami visici kapky v Petriho miskach, v krystalhich destikach a pod olejem

Obrazek 5: Krystaly DbeA (foto autor)
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4.4. Testovani krystali — DYE Test

Do krystaliz&ni destéky k vytvorenym krystaim byla pipetovana modra barva Izlt. Po

30 minutach doslo k obarveni krystdObrazek 7). Tim bylo @¥eno, Ze se jedna o krystaly

proteinu.

-

Obrazek 6: Vysledek DYE testu (foto autor)

4.5. Testovani krystali — Crush Test

Vytvorené krystaly byly pod mikroskopem rozbity jehloub@zek 8). Rozbité krystaly
potvrdily, Ze byly vytvéeny krystaly proteinu.

Obrazek 7: Vysledek crush testu (foto autor)
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4.6. Modelovani v programu WinCoot

V programu WinCoot byla &&ena a prohlidnuta mapa elektronové hustoty protein
DbeA (obrazek 9) a bylo éteno, jestli pi jejim vytvaeni nedoslo k&akym odchylkam
v prostorovém usgadani aminokyselin.ipadré byly tyto odchylky opraveny a/nebo byly

doplreny molekuly vody.

Obrazek 8: Mapa elektronové hustoty DbeA

4.7. Modelovani v programu VMD

V programu VMD byla vymodelovana struktura proteiDbeA, ze které je dab patrné
terciarni struktura DbeA a to jeji roddni na mensi cap doménu spojenou Sroubovitou thblas
s hlavni doménou (Obrazek 9, Obrazek 10).

Uvnité proteinu, v hydrofobni dutéy se nachazi aktivni misto proteinu (Obrazek 9), ve
kterém probih4 dehalogefm reakce. DbeA obsahuje &waktivni mista, coz je podstatny
rozdil oproti jinym halogenalkandehalogenasam, &iglnsahuji aktivni misto pouze jedno.
V aktivnim mis¢ se nachazi molekula chloru, na kterou jsou nawaaamnokyseliny. Btici
aminokyselin (pentadu) pro prvni aktivni misto \&tyGlu127 + His271 + Asp103 + Trp104
+ Asn35 (Obréazek 11). Aminokyseliny, které se vahaudruhé aktivni misto, jsou GIn102,
GIn274, Thr40 a Gly37 (Obrazek 12).
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Obrazek 10: Struktura DbeA
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Obrazek 11: Prvni aktivni misto DbeA — zelen& barva Aspl@8rvena barva Asn38, modra barva
Glul27, Zlutd barva His271 a fialova barva Trp104

Obrazek 12: Druhé aktivni misto DbeA: GIn102 oranzova barvin234 ¢ervena barva,
Thr40 fialova barva a Gly37 zelena barva.
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4.8. Schéma dehalogerkai reakce

V programu ChemsSketch (valndostupny nahttp://www.acdlabs.com/download/) byly
vytvoieny rovnice dehalogetiai reakce prvniho aktivninho mista (Obrazek 13,dld¢héma

nevazebnych interakci druhého aktivniho mista (24kd5).

NH""""'ASI’I 38
/
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~ -
CH,
H
N
0 = e H N
O\ H G
N N/\\\\‘N \ /O N
_ 0 H
| \
Glu127 N
His 271 ©

Asp103 Trp 104

Obrazek 13: Vytvorenikovalentniho enzym-substrat meziproduktu a halafgaého iontu vazaného
mezi halogenid-stabilizujicimi rezidui

—— Asn38

NH

His271

Trpl04

Aspl03

Obrazek 14 Hydrolyza meziproduktu
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Obrazek 15: Schéma nevazebnych interakci chloridového anidnue@ruhém aktivnim mist
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5. Diskuze

Krystalizaini experimenty probihaly ve sterilnich podminkaéhlgboratorni teplat 18

°C. Krystaly studovaného proteinu halogenalkandefeiasy DbeA byly ziskany z
precipit&niho roztoku slozeného z 20 % PEG 3350, 150 mMnoctépenateho a 0,2 M
Tris HCI i pH 7,5 a koncentraci proteinového roztoku 10,498%dnalo se o bezbarvé
krystaly ve tvaru jehly o rozénech giblizn¢ 0,05 x 0,05 x 0,3 mm, které vyrostly do dvou
tydni (Obrazek 6). V fipad Xylanasy byly ziskany krystaly z precipitdho roztoku
obsahujiciho 0,1 M Tris HCl a 1,9 M (NSO, pii pH 8,4 a 17% roztok proteinu. V tomto
piipads byly vytvoreny kosétverané krystalycervené, modré a Zluté barvy o velikosti
priblizn¢ 0,15 x 0,15 x0,03 mm (Obrazek 5).

5.1. Krystalizace provedena v Petriho miskach

Pfi metodt sedici kapky nedoSlo k vytieni krystal DbeA, Zejm¢ vlivem Spatného
uzaweni misky. Krystaly Xylanasy byly vystovany v koncentracich proteinového roztoku
8,5% a 17%.

Pii metodt visici kapky vznikly krystaly DbeA v nejvysSi kartraci, tedy 10,45%.

Xylanasa vykrystalizovala ve stejnych koncentragésio @i metodt sedici kapky.

Z vyslediki experimeni vyplyva, Ze knarstu krystah dochazi v nejvysSich

koncentracich proteinového roztoku pr@ amininé metody.

5.2. Krystalizace provedena v krystaliz&nich destikach

Pii metod sedici kapky v CrysChem krystakizach destikach byly vygstovany
krystaly DbeA na patém a Sestém ek, které odpovidaly koncentraci proteinu 10,45%
pii objemu srazecihdinidla 1000 a 200 ul. Vippadt Xylanasy doSlo u prvni koncentrace
4,25% a objerr srazecihciinidla 50 a 100 pl pouze k vytieni srazeniny. Stejntak u
koncentrace 8,5% a objemech srézeciiwidla 500 a 800 pl. Krystaly vznikly u
koncentrace 17% a objémsraZecihocinidla 1000 a 200 pl. Z vysledkexperimeni
vyplyva, Ze krystaly vznikaly afp pti nejvySSich koncentracich proteinového roztoku a

objem srazecihdinidla v rezervoarutst krystaii neovliviioval.

Pii metocdt visici kapky byly vygstovany krystaly jak DbeA, tak Xylanasy z nejvygsic
koncentraci a ip nejvétSich objemech srazecil@inidla. Ostatni kapky na skkach byly

vyschlé pravdpodobr vlivem ne&snosti.
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5.3. Krystalizace pod olejem

Krystaly obou proteifh byly vytvoreny viadach, ve kterych byly stejné objemy roztoku
proteinu a srazecihonidla. Krystaly byly vytvdeny i viadach, kde objem roztoku proteinu
byl vétSi nez objem srazecihtinidla. Naopak wadach, kde byl &Si objem srazeciho

¢inidla a mensi roztoku proteinu, krystaly nevznikly

5.4. Krystalizace v kapilarach

Krystaly DbeA v kapilarach vygstovany nebyly. Krystaly Xylanasy narostly v kapgla

o koncentraci proteinového roztoku 17% na 100 %otaz

Z vyzkousSenych metod vyplyva, ze figad obou proteifi byla vhod® zvolena
nejvyssi koncentrace proteinovych roztpkdy doSlo k narostu krystalv destékach.
NejvhodrgjSim pongérem roztoku proteinu a sraZecilimidla byl poner 1 : 1, gipadre

vétSi objem proteinového roztoku nez srazecihalla.

5.5. Struktura DbeA

Na zaklad pouziti programm WinCoot a VMD byla vymodelovana

halogenalkandehalogenasa DbeA. Vzhledem k vysokémaliSeni 2.2 A bylo mozné
detailre popsat strukturu (Obrazek 10 a 11). Jsou na mhivéblre patrné o6 domény a
jejich spojeni, aktivni mista i molekuly vody. Hievdoménou je hydrolasa, skladajici se z
centrélni oblasti osmi skladanych betasligibklopenych Sesti alfa-Sroubovicemi (Ollis.,
1992). Hlavni doména jefipojena k vedlejSi Sroubovitou oblasti cap doméwgdokonalé
baleni na rozhrani mezémito dwma doménami vytwa dutinu, ktera je zodp@dna za
dehalogenéni funkci. Toto aktivni misto dutiny se sklada zimokyselinovych zbyti
pochézejicich z obou domén. Zatimco hlavni doméfispipa zejména zachovanymi
zbytky, zbytky z aktivniho mista pochazejici z ahilacap domény jsou variabilni
(Chovancova a kol., 2007).

Enzym DbeA je oproti ostatnim halogenalkandehalagam jedinény v tom, Ze v jeho
strukti'e se nachazeji dvaktivni mista. Tato skuteost je momentath intenzivré
studovana, aby byla objasra jejich gesna funkce a mechanismus odbouravani
bromovanych a jodovanych sk®nin, pro které ma specifitu a mohl tak byt vywstwtsi
mitfe v technologiich odbouravajicich tyto latky zeatniho prostedi. V sodasné dob je

jiz vyuzivan i cisteni pramyslovych odpadnich vod.

36



5.6. Dehalogen#&ni reakce

Mechanismus dehalogeimd reakce HLD se sklada ze dvou fyzikalnich Krak dvou
chemickych krok: navazani substratunSsubstituce, hydrolyzy a uvvani produld.
Molekula substratu je vazdna na konformaci, veékfiewpousti atom halogenu stabilizovany
dvéma halogenid-stabilizujicimi zbytky (Obrazek 14%.1V prvnim chemickém kroku, je
atom uhliku nesouci halogenovy substituent napaeleénim z kyslik nukleofilu (Asp),
zatimco uvaiovani halogenidu od substratu je mozné peastictvim jeho stabilizace v
halogenid-stabilizujicich  zbytcich. Vysledkem pivmi chemického kroku je vznik
kovalentniho enzym-substrat meziproduktu a halap@ho iontu vazaného mezi
halogenid-stabilizujicimi rezidui. Vigledku toho je meziprodukt hydrolyzovan molekulou
katalytické vody, kterd aktivuje katalytickou b&His). Naboj vytvdeny na katalytické
zakladre beéhem hydrolyzy je stabilizovan katalytickou kyselingAsp nebo Glu).
Hydrolyticky krok nasleduje uvoimim produktu alkoholu a iontu halogenidu z aktivnih
mista. Katalyticky cyklus je zakéen regeneraci enzymujikteré je navazan proton

zbyvajici z pouzité katalytické vody a voda dcipia.
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6. Zawr

Cilem prace bylo seznamit se s proteinovou krygtaliii jako jednou z nejvice
pouzivanych metodipobjasiovani proteinovych struktur, konkrétmaitit se krystalizovat
modelové a vybrané proteiny a na zaklagbracovanych difralaich dat vytvéit modely
studovaného proteinu a popsat jeho zakladni crenatiky. Pro krystalizaci byly pouZzity
standardni krystalizai metody sedici a visici kapky a krystalizace ptajem a pokrailé
metody krystalizace v kapilarach. Byl&en krystalizani protokol (Prudnikova a kol., 2011)

a vypestovany krystaly studovaného proteinu halogenalghalbgenasy DbeA.

Struktura proteinu bylafeSena pomoci modelovacich progtarwinCoot a VMD.
Vystupem &chto progran byly obrazky, na kterych jsou popsanyammeény proteinu. Dale
pak byla popsana aktivni mista proteinu, na ktedwmthazi k dehalogenaci. Aktivni mista u
tohoto proteinu jsou d coz doposud nebylo zj@&to u Zadné jiné
halogenalkandehalogenasy. Tim se odliSuje od dshathalogenalkandehalogenas a toto
zjisteni by se mohlo stat lomovym. Proto je pdeba dalSi vyzkum, aby byla objdsa
presna funkce druhého aktivniho mista a chemickyobqs, za které je zodp@dné.

Technologie odbouravani  polutént zatZujicich  Zivotni prosedi  pomoci
halogenalkandehalogenas je vyuZivdna k dekontamipad a kcisténi primyslovych
odpadnich vod. Proto je tomuto tématin@vana pozornost a do budoucna se planuje jejich

vyuziti nag. v ¢istirnach komunalnich odpadnich vod.
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The protein crystallography is one of the powerful tech-
niques used for studying of protein structures and descrip-
tion their mechanism and function. This is possible only in
the case of obtaining diffractable monocrystals. Different
crystallization techniques such as standard, advanced and
alternative methods are used to crystallize soluble and
membrane proteins and protein complexes. Research pro-
jects are designed for graduate students and postgraduates
who work on these projects on different levels. Finally de-
veloped methods and obtained crystallization and crystal-
lographic data are compiled and results are published in
prestigious journals.

Nowadays more than 20 proteins, protein complexes
and their mutant variants are systematically studied. The

main target is focused on research of (1) soluble haloalkanc
dehalogenases e.g. DhaA from Rhodococcus rhodochrous
NCIMB 13064, DbeA of Bradyrhizobium elkani USDA94,
LinB of Sphingobium japonicum UT26 or new haloalkan
dehalogenases DpcA from Psychrobacter cryohalolentis
K5 and DmxA from Marynobacter sp ELB 17, as well as
(2) membrane photosynthetic proteins isolated from differ-
ent higher plants.
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Photosystem II (PSII) is a pigment-protein complex of
thylakoid membrane in cyanobacteria, algae and higher
plants. PSII performs series of light driven reactions re-
sulting in charge separation and subsequently in a reduc-
tion of an electron-transport chain and water oxidation.

Primary site of the light to chemical energy conversion is
located in so-called reaction center (RC).

PSII is a multisubunit complex embedded in the
thylakoid membrane of plants, algae and cyanobacteria
The function of the PSII in different organisms is identical
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10. Abstrakt

Cilem této bakakské prace je krystalizace modelového proteinu Xadgna noveé

halogenalkandehalogenasy DbeA a zobrazeni jejtsiyupomoci prograrin molekularniho
modelovani. Za timtodglem byla provedena krystalizace obou prdieimetodami sedici a
visici kapky zaloZzené na d#i par, krystalizace pod olejem a krystalizace yilééach.
Struktura bylareSena pomoci progranWinCoot a VMD. Vysledky budou slouzit pro dalSi

vyzkum zangieny na studium struktuéfunkenich vztali halogenalkandehalogenas.
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11. Abstract

The aim of this work is the crystallization of mbdarotein Xylanase and a new

haloalkane dehalogenase DbeA and description oARieicture using modeling programs.
For this purpose, the crystallization methods basadsitting and hanging drop vapor
diffusion, crystallization under oil and crystadiron in capillaries were applied. The structure
was solved using programs WinCoot and VMD. The lteswill be used for further research

of structure-functional relationships of haloalkalehalogenases.
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