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Abstrakt

Mezi zakladni slozky v zivé piirodé patii proteiny, a proto je dobré znat jejich
prostorovou strukturu. Uréovanim struktury biologickych makromolekul se zabyva
proteinova krystalografie. V experimentu byly vypéstovany krystaly D-xylosa ketol-
izomeraza. Nasledné byly vzorky zmrazeny v kapalném dusiku a zméfena rentge-
nova difrakce. 7 difrakénich dat ziskanych u krystalu lysozymu byla urc¢ena struk-
tura tohoto proteinu metodou molekularniho nahrazeni. To pomohlo autorum se
seznamenim se se zakladnim postupem a problémy proteinové krystalografie.

1 Uvod

Proteiny jsou jedny ze zékladnich latek v zivych organismech. Jsou dilezité svymi funk-
cemi, jako je napfiiklad trasport latek, fizeni chemickych reakci, komunikace bunék a
stavba tkani pletiv. Proteiny jsou makromolekuly tvorené fetézcem aminiokyselin. Poradi
aminokyselin urcuje primarni strukturu proteinu. Pro znalost funkce proteinu je potieba
znat i vyssi struktury. Jednou z metod jejich zjistovani je proteinova krystalografie.

Némi sledovany protein se nazyva D-xylosa ketol-izomerdza (EC 5.3.1.5.) vyprodu-
kovany firmou Hampton Research. Enzym katalyzuje preménu glukézy na fruktézu. Me-
todou visici kapky byly ziskany krystaly sledovaného proteinu a nasledné byly zméreny
rentgenovou difrakei.

2 Priprava experimentu

Krystalizace metodou visici kapky

Pro krystalizaci proteinu se pouzivaji difizni metody, jako je napiiklad metoda visici
kapky. Experimentalni usporadani je zobrazeno na obr. 1. Na zakladé vyrovnani parcialnich
tlaku dochéazi k vyrovnani koncentrace srazedel prostrednictvim difiize vody z kapky do
rezervoaru. Tim dochézi ke koncentrovani proteinu v kapce a k tvorbé krystalizacnich
jader. Dalsf rist krystalu probihd v metastabilnim stavu (obr. 2).

V rezervoaru byl umistén mateény roztok o objemu 500 pul. Na vicko rezervoaru byl
napipetovan 1 pul matecného roztoku a 1 pul proteinu o koncetraci 33mg/ml. Slozeni krys-
talizacnich podminek je uvedeno v tabulce 1.

Byla provedena optimalizace koncentraci roztoku za cilem ziskat vétsi krystaly (obr.
3,4).
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Obréazek 1: Uspotradani metody visici
kapky. A - uzavér; B - kapka krys- koncentrace srézedla
talizaéni podminky s krystalem; C -

jamka; D - rezervoar s krystalizacni  Obrazek 2: Fazovy diagram krystalizace
podminkou proteinu

\/

Tabulka 1: Krystaliza¢ni podminky pouzité pro krystalizaci D-xylosa ketol-izomerazy

’ oznaceni ‘ sul ‘ pufr ‘ polymer ‘
1 2M siran amonny - -
2 0,6M siran amonny 0,1M Tris pH 7.6 | 15% polyetylen glykol 4000
3 1M mravencan sodny | - -

Obrazek 4: Krystaly z podminky 0,3M
Obrazek 3: Krystaly z podminky 0,6M . Rtaly # b Y U
g , ) siran amonny, koncentrace proteinu
siran amonny, koncentrace proteinu

15mg/ml.

15mg/ml



Obrazek 6: Arginin 145 v mapé elektro-

nové hustoty
Obrazek 5: Difrakéni obrazec z krystalu

lysozymu

Priprava vzorki

Pro omezeni radia¢niho poskozeni experiment probihal pii teploté 120K. Objem vody v
krystalu pti zméné skupenstvi z kapalného na hexagonalni led vzrusta, coz muze vést k
poskozeni krystalu. Tomuto poskozeni je mozno zamezit pridavkem kryoprotektant napt.
glycerol. Krystaly jsou pomoci nylonové smycky vyloveny z krystaliza¢ni kapky, nékolik
vtefin maceny v roztoku kryoprotektantu, opét vyloveny a prudce zmrazeny v kapalném
dusiku.

3 Experiment

Meéreni difrakénich dat

Pti interakci rentgenového zéareni s krystalem dochazi k rozptylu na jednotlivych elektro-
nech. Sméry, ve kterych nalezneme difrakéni maxima popisuje Braggova rovnice:

2dsin ) = n\,

kde d je mezirovinova vzdalenost, 6 je rozptylovy tihel, n je ndsobnost reflexe a A je vlnova
délka pouzitého zareni. Vysledny difrakéni obrazec se skldda ze skupiny difrakénich maxim
(obr. 5).

Méfeni probihalo ve Fyzikdlnim tstavu AV CR na étyfkruhovém difraktometru GE-
MINI, zdrojem zareni byla rentgenova lampa s médénou anodou, specialni optikou a
kolimatorem. Rozptylené zareni bylo detekovano plosnym CCD detektorem Atlas.

Rentgenova difrakce byla mérena na 4 vypéstovanych krystalech s pouzitim rentge-
nového zareni z molybdenové anody (A = 7,0930 A) Bylo méteno nékolik difrakénich
maxim piiblizné o hodnoté 3 A. Tato data jsou pro vyhodnoceni nepouzitelna.

Zpracovani dat

Pro ilustraci feseni struktury byla pouzita diive namérena data krystalu lysozymu. Data
byla méfena na synchrotonu BESSY II, svazek 14.1 v Berliné. Bylo naméfeno 260 snimkiu
v rozliseni 1,3 A (obr. 5).



Pomoci programu HKL 2000 byla na snimcich nalezena difrakéni maxima, kterym byly
pritazeny difrakéni indexy hkl. Nasledné byla urCena vnitini symetrie P4 (tetragonalni
symetrie) a data byla zintegrovana. Métenim difrakce lze uréit pouze intenzitu zafeni,
nikoliv jeho faze. Pro feSeni fazového problému byla pouzita metoda molekularniho na-
hrazeni, kterd vyuziva znalosti jiz znamych struktur. Timto postupem byla ziskana mapa
elektronové hustoty. Do mapy lze umistit model proteinu. Na obrazku ¢. 6 je ptiklad
umisténi argininu 145 v molekule lysozymu do mapy elektronové hustoty.

4 Shrnuti

V prubéhu Tydne védy na Jaderce byly vypéstovany krystaly D-xylosy ketol-izomerazy,
které byly nasledné pripraveny pro rentgenovou difrakci. Krystaly byly testovany na zdroji
s molybdenovou anodou, a proto byla ziskdna pouze slaba difrakéni data. Déle byla
urcena struktura lysozymu z difve naméfenych dat. Struktura byla vyfeSena tspésné,
avSak vyzaduje dalsi uptesnéni modelu.
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