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Abstrakt:

Znalost’ Struktiry proteinu je klIicova pre pochopenie jeho funckie. Biofyzikalnymi
metodami sme overili spravanie sa proteinu v roztoku. Pritein sme vykrystalizovali
a urcili jeho Strukturu.

1  Uvod

Cielom tejto prdce bolo wurcit' Struktiru bielkoviny. Proteiny vznikaju usporiadanim
aminokyselin v polypeptidovom retazci, na zaklade predlohy - DNA. Ich Struktdra sa urcuje
taZSie ako pri DNA, napriek tomu, Ze su obsiahnuté aj v beZnych latkach, napriklad v slinach,
slzach, vajecnom bielku. V biomedicinskych, chemickych a technologickych odboroch
je poznanie ich Strukttry nevyhnutné.

2  Materialy

Na biofyzikdlne metdédy sme pouZili vzorku lyzozymu s koncentraciou 7g/l, ktory bol
rozpusteny v destilovanej demineralizovanej vode. Pre charakterizaciu pomocou termoforézy
a dynamického rozptylu svetla (DLS) sme pripravili roztoky pufrov: 50mM kyselina citrénova
pH 3, 50mM CHES pH 9.5, 50mM HEPES pH 7.5 vsetko s 250mM NaCl, a d’alej 100mM
Tris pH 8.5, 50mM glycin pH 2.5 a pH 9, 50mM DL - kyselina jabl¢na pH 7, 100mM kyselina
octova pH 4 s 50mM NaCl.

Pre optimalizaciu krysStalizacnej podmienky sme pouZili vzorku lyzozymu s koncentraciami
7g/1, 20g/1, 50g/1, 80g/l a 130g/l. Ako zrazadlo bol pouZzity NaCl s koncentraciami 0.1M, 0.3M,
0.6M, 1M, 2M a 3M, ako pufer bol pouzity 0.1M octan sodny pH 4.
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3  Experimentalne metody

Najskor ~ sme stanovili koncentraciu  zasobného vzorku lyzozymu pomocou
spektrofotometrickej metdédy zaloZenej na Lambert-Beerovom zdkone. PouZili jsme kapkovy
spektrofotometr DeNovix DS-11.

Pomocou DLS (Zetasizer Nano-ZS90) sme urcili velkost molekidl lyzozymu a jeho
monodisperznost’ a vyskusSali sme pdsobenie roznych pufrov na spravanie sa molekuly v
roztoku.

Pomocou termoforézy (Prometheus NT.48, Nanotemper) sme skiimali spravanie sa proteinu v
roznych pufroch so zvySovanim teplot.

Na hladanie vhodnej krystalizacnej podmienky (pociatocny screening) sme pouZili
predpripraveni sadu krystalizacnych roztokov Morpheus HT-96 ' . Vzorka lyzozymu mala
koncentraciu 100 g/l. Krystaly rastli v 96 jamkovych doskach v usporiadani sediacej kvapky.
Objem jamiek bol 70 pl a objem kvapiek 0.3 pl (v pomere roztok proteinu : kryStalizacnému
roztoku: 1:2, 1:1, 2:1). Nasadenu dosku sme skladovali pri teplote 20 °C.

Pre optimalizaciu sme zvolili podmienku, ktord obsahovala octan sodny a NaCl. Bolo
nasadenych 30 podmienok na vytvorenie fazového diagramu, kde sa menila koncentracia NaCl
a lyzozymu. Vysledny fazovy diagram je zobrazeny na obr. 1.

Vhodne narastené krystaly sme pod mikroskopom z roztoku vylovili nylonovymi sluckami
a zmrazili v tekutom dusiku (77 K). Zmrazené vzorky boli otestované na zdroji rontgenového
Ziarenia. Zdrojom Ziarenia bola rentgenova lampa s anddou s tekutého Ga (Exceillium
MetalJet). Data zaznamenal ploSny detektor (Bruker Photon 2).

4  Vysledky a diskusia

Pomocou spektrofotometra sme urcili koncentraciu vzorky lyzozymu, ktord bola stanovena
na 131 g/l.

Zmeranim DLS sme zistili Ze protein tvori v TRIS-u agregaty (obr. 1a). Meranie vo vode bolo
nereprodukovatel'né, ¢o znamena Ze voda nie je vhodnym prostredim pre tento protein
(obr. 1b). Meranie v roztoku octanu sodného ukazuje, Ze velkost molekul je cca 2 nm a
molekula proteinu sa neviaze na iné molekuly proteinu (obr. 1c).

Vysledny graf z termoforézy je na obr. 2. Protein je najstabilnejsi v roztoku 50mM HEPES (pH
7.5) s 250 mM NaCl. Teplota topenia bola T=72 °C. Vzorka bola najmenej stabilna v roztoku
s 50 mM glycinom pH 2.5 (T=59.8 °C) s 50mM NaCl a 50mM kyselinou citrénovou pH 3
s 250 mM NaCl (T=63.7 °C).

Z pociatocného screeningu sme zistili, Ze optimalny pomer proteinu k roztoku v jednej kvapke
je 2:1. Lyzozym vykrystalizoval za 24 hod v 36 podmienkach z celkovych 96 (obr. 3).
V pripade pomeru 1:1 vyrastlo 6 krystalov, v pomere 1:2 len 5 .

SkuSanim réznych kombinacii koncentracie proteinu a koncentracie soli sme prisli na to, Ze
vysoka koncentracia proteinu a soli sposobuje zrazeniny, zatial ¢o nizke koncentracie vedu



k ¢irym kvapkam. Optimalne kombinacie zabezpecuju tvorbu kryStalov. Toto spravanie
zodpoveda teoretickému fazovému diagramu krystalizacie proteinu (obr. 4).

Na vybranom krystaly sme zmerali difrakéné data rontgenového Ziarenia a vypocitali Struktiru
lyzozymu.

5 Zhrnutie

Pocas nasho projektu sme biofyzikalnymi metédami zistili, Ze pufr octanu sodného je pre pracu
s lyzozymom najvhodnejsi. Iné podmienky vedu k zraZaniu alebo nestabilite proteinu v
roztoku. Nasli sme vhodné podmienky pre krystalizaciu lyzozymu. Zvolent podmienku sme
d’alej optimalizovali a vypestované krystaly sme pouZili pri merani difrakénych dat a ur¢ovani
Struktury.
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Obr.1a: DLS na roztoku Obr.1b: DLS na roztoku Obr.1c: DLS na roztoku
proteinu vo vode proteinu v octanu sodnom proteinu v trisu
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Obr.2:denaturacia proteinu
v rozynch pufroch

Obr.3: krystaly lyzozymu
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Obr.4: fazovy diagram
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