3D atomarni struktura bilkovin za 24 hodin
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Abstrakt:
Bilkoviny jsou dulezité biopolymerni makromolekuly, které nalezneme v kazdém Zzivém
organismu. K jejich pochopeni je nezbytné znat jejich stavbu. V nasem miniprojektu jsme se
zamétili na krystalizaci lysozymu, dale na difrakéni experiment a vysledné uréeni struktury
tohoto proteinu.

1 Uvod

Bilkoviny jsou z&kladnim stavebnim prvkem Zivé hmoty. Jedna se o makromolekularni latky
tvofené z dlouhych fetézch aminokyselin, které jsou spojeny peptidovymi vazbami. V téle
organismu plni stavebni, zasobni, katalytické nebo ochranné funkce. Pro pochopeni téchto
funkci a nasledné vyuziti je potfeba znat jejich strukturu [1]. Hlavnim cilem naseho projektu
bylo sezndmit se s metodami pouZivanymi pii uréovani struktury proteinti a urcit strukturu
lysozymu — enzymu, ktery se vyskytuje ve vaje¢ném bilku, slzach, hlenu a krvi [2].

2 Materialy a metody

Nejprve jsme se zabyvali krystalizaci lysozymu. Vyuzili jsme metodu diftze par, konkrétné
Vv uspofadani visici kapky. Do rezervoaru jsme napipetovali rizné objemy roztokt soli (NaCl,
octan sodny), které jsme demineralizovanou vodou doplnili na celkovy objem 1 ml. Na
oCisténé vicko rezervoaru jsme nanesli 1 pl vzorku lysozymu o raznych koncentracich, ke
kterému jsme piidali vzdy 1 ul odpovidajiciho precipitantu z rezervoaru. Cilem bylo zjistit
idealni podminku pro vypéstovani krystald, aby byly dostate¢né velké.

Obr. 1 — Priprava vzorku ke krystalizaci



Poté jsme krystaly pozorovali pod mikroskopem a zkusili jsme je vylovit pomoci smy¢ky 0
prauméru 300 pl, aby mohly byt pfipraveny k difrakénimu experimentu.

Zmrazeny Krystalek byl umistén na goniometr v difraktometru a byla zméfena difrakéni data.
Krystalek byl ozafovan rentgenovym zafenim ze zdroje s tekutou anodou (MetalJet) o vinové
délce 1,3418 A. Vzdalenost krystalu od detektoru byla 80 mm, pouzit byl plosny detektor
Photon II. Byly naméteny 4 soubory difrakénich dat, celkové jsme ziskali 2880 snimkd.
Reflexe se poté indexovaly, jejich intenzity byly integrovany a seskélovany pomoci programu
XDS a XDSKappa. Fazovy problém byl vyfeSen metodou molekuldrniho nahrazeni s jiz
existujicim modelem struktury lysozymu dostupného z Protein Data Bank (PDB 2AXR),
pouzili jsme program Phaser.

Struktura bilkoviny byla upfesnéna v programu Refmac5.

3 Vysledky a diskuze

Pii krystalizaci lysozymu nam vyrostly vhodné krystalky pouze v jednom piipadé a to, kdyz
jsme pouzili precipant obsahujici 0,6M NaCl a 0,1M NaAcet, koncentrace vzorku lysozymu
byla 80 mg/ml (viz Obr. 2). V jinych pfipadech ke krystalizaci nedoslo, pfipadné byly krystaly
moc malé. Vyloveni krystalii pomoci smy¢ky probéhlo tspesné.

Obr. 2 — Krystaly v polarizovaném svétle Obr. 3 — Difrak¢ni snimek

Pti difrakénim experimentu jsme ziskali 4 soubory dat po 720 snimcich (viz Obr. 3).
S vyuzitim programu XDS se reflexe podafilo oindexovat. Bylo zjisténo, ze zakladni buika
krystalu je primitivni tetragonalni, jeji parametry jsou 76,89 x 76,89 x 37,30 A. Viechny thly
jsou pravé. Zpracovani difranich dat a vyieSeni fazového problému probéhlo bez problému.
Struktura bilkoviny byla upfesnéna v programu Refmach. Pozorovana elektronova hustota
odpovidala pouzitému modelu a upfesnéni zkonvergovalo, takze jsme strukturu urcili
uspésné. Na Obr. 4 je znazornéna sekundarni struktura lysozymu. Na Obr. 5 lze vidét detail
struktury lysozymu se znazornénou elektronovou hustotou na hladiné 1c.
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Obr. 4 — sekundarni struktura lysozymu (program Obr. 5 — detail struktury lysozymu se
PyMOL) znazornénou elektronovou hustotou na hladiné
1o (program Coot)
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Podatilo se nam splnit cil naseho miniprojektu. Béhem naSeho projektu jsme vypéstovali
krystaly lysosymu, ur€ili jsme nejvhodnéjsi podminku. VyzkouSeli jsme si vyloveni krystala
pomoci smy¢ky a méli jsme moznost provést difrakéni experiment. Také se nam podafilo
pomoci pocitacovych programi vytesit strukturu lysozymu.
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