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Abstrakt

Zjisténi struktury proteinu je dulezité pro mnoho oboru lidské ¢innosti. Pro me-
todu rentgenové difrakce je potieba protein izolovat a vypéstovat krystaly. Urcili
jsme podminky pro péstovani krystalu lysozymu, naméfili difrakéni data a rekon-
struovali jeho strukturu

1 Uvod

U makrobiomolekul, jako jsou naptiklad proteiny nebo nukleové kyseliny, je velmi dulezité
poznat prostorovou strukturu. Pomuze nam to chéapat princip jejich ¢innosti. Pravdépodobné
nejpopularnéjsi metodou analyzy prostorové konformace je rentgenova difrakéni analyza.
Jiné metody, jako jsou elektronovd mikroskopie nebo mikroskopie atomérnich sil, bud
nedavaji dostatecné presné vysledky (SEM, TEM), nebo se teprve rozvijeji (AFM, STM).

Krystal se chova jako difrakéni miizka, na rozdil od difrakénich miizek bézné uzivanych
pro viditelné svétlo jsou vsak elementy miizky mnohem bliz u sebe, fadové 0,1 nm. Proto
je potieba pouzit zareni s kratkou vlnovou délkou — tedy rentgenové zareni.

2 Metody

2.1 Krystalizace proteinu

Zékladnim pozadavkem rentgenové krystalografie jsou krystaly zkoumané latky. Pro krys-
talizaci proteinu se pouzivaji difuzni metody, naptriklad metoda visici kapky.

Kapicka roztoku proteinu a mate¢ného roztoku v pomeéru 1:1 o objemu celkové 1 pul se
zavesi na vicko nadoby, ve které je koncentrovany mateény roztok (predevesim pufru) [2].
Nyni dojde k difuzi a osméze par vody z méné koncentrované kapicky do koncentrovaného
rezervoaru, kapicka se tak zahustuje a protein zacne krystalizovat (obr. .

Alternativneé lze pouzit téz metodu sedici kapky, ktera se lisi prostorovym uspotradéanim
- kapka je na vyvyseniné nebo vystupku v nadobce.
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Obrazek 1: Krystalizace metodou visici

kapky. A - utésnéné vicko, B - krysta-

lizacni kapka, C' - rezervoar, D - matecny

roztok Obrazek 2: Fazovy diagram krystalizace pro-
teinu. Srazedlo snizuje rozpustnost proteinu.
Je jim napiiklad sul nebo PEG.

2.2 Urceni parametra krystalizace neznamého proteinu

Aby proces krystalizace probéhl spravné, musime se dostat do faze nukleace a potom se
pohybovat v metastabilnim stavu, kde dochazi k rustu krystalu. Tato cesta je na obr.
naznacena Sipkami. Pokud je koncentrace proteinu ptilis vysokd, dojde ke vzniku nekrys-
talické srazeniny. Pokud je pftilis nizka, protein nikdy pochopitelné nevykrystalizuje.

2.3 Ovéreni krystalu

Pro ovéreni puvodu krystali, které mohou vzniknout nejen z proteinu, ale i ze soli a dalsich
slozek roztoku, existuje nékolik testovacich metod. Proteiny narozdil mohou byt obarveny,
nebot v krystalech proteinii existeje sit kandlkt, do které mohou malé molekuly barviva
proniknout a navazat se na protein. Krystaly proteinu jsou kiehké, proto je mozné vy-
zkouset destruktivni test, a to test drcenim napiiklad jehlou, nebo dehydrataéni test, kdy
nechame krystalizacni kapku vysychat, ¢imz se krystal vysusi a zkolabuje. Dalsi metodou
je pouziti polarizovaného svétla. Proteiny narozdil od vétsiny soli dokézou stacet rovinu
polarizovaného svétla a jevi se tak jako barevné. Definitivnim dukazem pak je rentgenova
difrakce.

2.4 Zamrazeni krystalu

Poté, co krystal vyroste (coz muze trvat par minut i rok), je tteba jej z kapky vylovit
pomoci smycky a ihned potom zamrazit ponofenim do tekutého dusiku, aby nedoslo k
jeho rozpadu. Obcas se pii tom vytvoii na krystalu namraza, coz déla na difraktogramu
krouzkové artefakty.

Krystal muze nabyvat rozméru tadové desitky az stovky um.



Obrazek 3: K odvozeni Braggovy podminky

2.5 Rekonstrukce struktury, fazovy problém

Krystal se sklada z atomu, které jsou usporadany do rovin. Pokud na systém rovnobéznych
rovin (hkl) s mezirovinovou vzdélenosti dpy; dopadne rentgenové zafeni, dojde k rozptylu.
Pokud je fazovy rozdil mezi rozptylenymi paprsky celoc¢iselnym nésobkem n vinové délky
A, viny se sec¢tou (konstruktivni interference). K tomu dochézi ve smérech 6y, ve kterych
je splnéna Braggova podminka:

2dhkl sin Hhkl =nA (1)

Na detektoru vidime interferenéni obrazec, na kterém kazdé maximum odpovida jednomu
systému rovin se splnénou Braggovou podminkou.

Vztah mezi rozlozenim hustoty elektronovych obalu a vyslednym difrakénim obrazcem
popisuje Fourierova transformace

p($7 v, Z) _ Z Fin - ei(thrkerlz)
hkl
tedy kazda reflexe hkl popisuje kazdy bod [x,y, z] v prostoru. Bohuzel ale vidime jen jeho
minima a maxima a uz nemame informace o rozdilu fazi (hx+ky-+1z). Pro experimentaln{
urceni fazi 1ze pouzit néasledujici metody:

Metoda molekularniho nahrazeni (MR): zndme sekvenci proteinu a muzeme zhru-
ba tusit, jak vypada, tfeba na zdkladé podobnosti jeho ¢asti s castmi jinych proteinu,
jejichz strukturu uz zndme

Metody anomaélniho rozptylu (MAD, SAD): na tézsich atomech (napt. aminoky-
seliny obsahujici siru nebo bilkoviny obsahujici kovy) dochdzi k anomélnimu roz-
ptylu, z ¢ehoz lze uréit jejich poloha a v dusledku struktura proteinu

Metody izomorfniho nahrazeni (MIR, SIR): méii se difrakce na krystalech pro-
teinu, které byly méceny v roztocich tézkych kovi a porovnava se s difrakei na
krystalech bez kovu

V tomto miniprojektu jsme pouzili metodu molekuldrniho nahrazeni.

3 Experiment

Péstovali jsme lysozym, coz je enzym nachézejici se ve vajecném bilku, bilych krvinkach,
slzach a pod., ktery rozklada bakteridlni bunécné stény. Pro nalezeni optimalni krys-
talizacni podminky jsme optimalizovali koncentraci proteinu a chloridu sodného jako
srazeciho cinidla. Krystaly byly inkubovany jeden den pii teploté 291 K.



Krystaly byly vyloveny pomoci nylonovych smy¢ek (obr. @ a vitrifikovany v kapalném
dusiku. Difraken{ data byla méfena na FZU Cukrovarnickd na étyikruhovém difraktome-
tru Gemini. Zdrojem zareni byla rentgenka s médénou anodou, zareni bylo detekovano
plosnym CCD detektorem Atlas.

Nameérend difrakéni data byla oindexovéana a zintegrovana programem Mosflm, fazovy
problém byl vytfesen metodou molekularniho nahrazeni v programu Molrep. Jako model
byla pouzita struktura lysozymu (PDB ID 1Lyz, [1]).

4 Vysledky a diskuze

Vliv koncentrace proteinu a soli je patrny na obrazku [4l Chovani roztoku reflektuje fazovy
diagram krystalizace. Je patrnd oblast agragace (srazeni), opblast krystalizace a oblast
nenasyceni.

Vybrané krystaly byly zmrazeny v kapalném dusiku.

Celkoveé 8 proteinovych krystali bylo analyzovano pomoci rentgenového zareni. Byl
sbiran 1 snimek pfi expozici 600 s. Ve vSech pripoadech byla pozorovana silna proteinové
difrakce. Ve dvou ptipadech se jednalo o difrakei od dvou krystalu (obr. , ve dvou byly
pozorovéany ledové kruhy (obr. . Na vybraném krystalu byl méren kompletni difrakéni
zaznam, tedy 98 snimku v ruznych orientacich s expozici 440 s.

Po zpracovani dat jsme do map elektronové hustoty umistili odkaz na atomarni model,
viz obr. V mapach elektronové hustoty bylo lokalizovano vSech 129 aminokyselin a 134
molekul vody.

Molekula lysozymu se sklada ze 6 a-sroubovic, které jsou tésné usporadany, a jednoho
3-skladaného listu (obr. [9)). Obsah rozpoustédla v krystalu je 38 %.

5 Shrnuti

Ovérili jsme fazovy diagram, urcili spravné podminky pro rust krystali lysozymu a na
vypeéstovanych krystalech namérili kompletni sadu difrakénich dat, ze kterych jsme potom
vytesili strukturu proteinu.
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Obrazek 4: Kapky po dni inkubace. Koncentrace NaCl: 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 4 M (rostouci
s x-osou), koncentrace proteinu: 10, 30, 60, 90, 120 mg/ml (rostouci s y-osou)

Obrazek 5: Vypéstované krystaly v polarizo- Obrézek 6: Loveni krystalu z kapky. O¢ko ma
vaném svétle prumeér 300 pm



Obrazek 8: Difrakéni obrazec vznikly difrakei
na dvou krystalech. Prispévek jedné krys-
talové mrize je oznacen modrymi ktivkami,
druhé ¢ervenymi.

Obrazek 7: Difrakéni obrazec, vSimnéte si
rozmazaného kruhu, ktery vznikl kvuli ledu
na krystalu

Obrézek 10: Cast modelu molekuly lysozymu
Obréazek 9: Tercidlni struktura lysozymu. - modfe mapy elektronové hustoty, tycky
Cervené jsou a-helixy, zluté (-skladany list symbolizuji vazby mezi atomy.
a zelené smycky bez sekundéarni struktury
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