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Abstrakt

Zmalost struktury proteinu je dulezita pro jejich pozoruméni a nasledného vyuziti
jejich vlastnosti. Pouzivanou metodou je proteinova krystalografie. Byly vypéstovany
krystaly lysozymu a byla naméfena difrakce rentgenového zafeni na téchto krysta-
lech. Pouzitim matematickych metod pak je vypoctena atomova struktura molekul.
Na zakladé znalosti poloh jednotlivych atomu je mozné studovat mechanismus re-
akce, kterd je enzymem katalyzovana.

1 Uvod

Proteiny jsou zdkladnim stavebnim kamenem vsech zZivych organismu a vykonavaji
mnoho pro zivot nepostradatelnych funkci. Abychom pochopili jejich vlastnosti, principy,
jak funguji, a procesy, které v nich probihaji, je tfeba znat jejich strukturu.

Cilem miniprojektu je seznamit se s postupem pii feSeni struktury makromolekuly,
a to konkrétné s metodami krystalizace, s kryoprotekci a mrazenim krystalu, sbérem
difrakénich dat na zdroji rentgenového zatfeni a zpracovanim namétrenych dat. Jako mo-
delovy protein byl pouzit lysozym. Jedna se o enzym, ktery byl poprvé popsan v roce 1922
Alexandrem Flemmingem. Vyskytuje se ve slinach, slzéch, vaje¢ném bilku, nosnim hlenu,
krevni plazmé a materském mléce. Je schopny narusovat bakterialni sténu, diky cemuz
mé silné antibakteridlni ucinky. Enzym se skldda ze 129 aminokyselin, jeho prostorova
struktura je publikovand v databdzi RCSB Protein Data Bank s PDB kédem 1LYS [4].

2 Metody

Zakladni metodou zjistovani struktury proteinu je difrakce rentgenového zafen{ na krys-
talech a nasledné pocitacové zpracovani.

2.1 Krystalizace proteinu

Nejpouzivanéjsi metody krystalizace proteinu jsou zalozeny na diftzi. Vétsinou se
pouziva bud diftize par, nebo dialyza, kterd se od diftize par lisi pouzitim polopropustné
membrany. Metoda vyuzivajici jevu difize par lze provést v usporadani visici, sedici nebo
sendvicové kapky.

Pro nés experiment jsme pouzili metodu visici kapky (obr. . Experimentalni uspota-
déni metodou visici kapky se skladd z rezervoaru (jamky) a vicka. V rezervodru je roztok
pufru, srazedla a aditiv. Pufr je napf. octan sodny. Srazedlo (precipitant) tlaci molekuly
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proteinu k sobé, jako srézedla se pouzivaji soli. Kapka se umistuje na vicko a obsahuje
protein a roztok z rezervoaru.

Roztok v rezervoaru je koncentrovanéjsi nez roztok v kapce (obr. . 7 tohoto duvodu
dochazi k vyparovani vody z kapky jako jediné tékavé latky. Tim se zvysSuje koncentrace
roztoku v kapce a diky sréazedlu se molekuly proteinu dostanou blize k sobé. V kapce
zacinaji vznikat nukleacni jadra (nukleace) nebo precipitdty (srazeniny).

K jadrum se zacnou nabalovat dalsi molekuly proteinu. Tim se snizi globalni koncent-
race proteinu a prestanou vznikat nukleacni jadra. Krystaly vsak mohou rust dale — tato
faze se nazyva rust krystala.

Systém musi byt nepropustné uzavien, aby se z néj nemohly odpafovat zadné latky.
(Mohlo by dojit k vysuseni kapky s proteinem, mohly by se zménit podminky krystalizace,
...) K tomuto tcelu se pouziva silikonovy tuk nebo jednoduché gumové tésnéni.

2.2 Priprava krystala pro difrakéni experiment

Biologické makromolekuly podléhaji radiacnimu poskozeni, proto je tieba krystaly
zmrazit v tekutém dusiku (cca 77 K).

Krystaly se nejprve vyjmou z krystalizac¢ni kapky pomoci nylonové smycky (o pruméru
100-500 pm), poté se maci v roztoku s kryoprotektantem (napt. methanol, glycerol, .. .)
branicim v rustu hexagonélnich krystalu ledu, které by mohly roztrhat krystal proteinu
nebo by snizily kvalitu difrakéniho obrazu. Teprve potom se krystaly mrazi.

2.3 Difrakéni experiment

Krystal je opakované vystaven monochromatickému svazku rentgenového zatreni, pri-
¢emz se méni orientace krystalu. Zmény orientace je dosazeno tak, ze je krystal béhem
experimentu otaci na goniostatu. Difraktovany rentgenové zareni je zachycen detekto-
rem. Vysledkem je soubor difrakénich snimku, které se méni podle rotujiciho krystalu
na hlavicce goniometru.

Struktura bilkoviny se dale ur¢uje pomoci specializovanych programiu zalozenych na Fou-
rierové transformaci.
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Obrazek 3: Experimentélni ovéreni fazového diagramu koncentrace proteinu a srazedla

3 Experiment

Cilem prace bylo vypéstovat krystaly lysozymu, ziskat difrakéni data a na zakladé
nich vytvofit prostorovou strukturu proteinu. Dalsi praci bylo ovéfeni fazového diagramu
krystalizace proteinu.

3.1 Krystalizace

Celkem bylo vytvoreno 30 krystaliza¢nich podminek s ruznymi koncentracemi proteinu
a srazedla, cilem bylo zjistit vliv téchto parametru na krystalizaci. Vysledek koresponduje
s fazovym diagramem.

Pro préci byl pouzit vzorek lysozymu o koncentraci 120 mg/ml, ktery pochézel z vajec-
ného bilku. Pro krystalizaci byla zvolena metoda visici kapky s objemem rezervoaru 500 ul
a s krystalizacnimi kapkami slozenymi z 0,5 ul roztoku proteinu a 0,5 pl roztoku z re-
ZErvOAart.

Jako pufr jsme pouzili octan sodny pri pH 4,6 a jako srazedlo NaCl.

4 Vysledky a diskuze

Oveérili jsme fazovy diagram krystalizace proteinu (obr. 3)). Podle o¢ekdvéni v prvni
zémé (leva ¢ast diagramu) nevyrostly zadné krystaly, protoze zde byla koncentrace pro-
teinu nebo srazedla ptilis nizka a systém se nedostal do zény nukleace. V prostiedni zéné
(mezi ervenymi kiivkami) se ve vétsiné kapek objevily krystaly a u zbytku kapek jsme se
dopustili nedokonalého zavieni vicka, takze kapky vysychaly a nebylo dosazeno rovnovahy
v systému. Napravo byla koncentrace proteinu nebo srazedla prilis vysokd, coz zpusobilo
vznik srazenin.

U pér veétsich krystalu jsme ziskali jejich difrakéni obraz (obr. {4)). Na ném jsou patrné
vodni kruhy — reflexe rozmisténé na soustifednych kruznicich se sttedem uprostied snimku



Obréazek 5: Hotovy model proteinu

Obrazek 4: Difraktogram

zpusobené ledem. Bily stin vedouci do stfedu snimku predstavuje stin lapace primarniho
svazku, ktery chrani detektor.

Struktura lysozymu byla vyfeSsena pomoci metod makromolekuldrni krystalografie
(model viz obr. [5)).

5 Shrnuti

Cilem nasi préce bylo vytvorit krystaly lysozymu a zopakovat Laueho experiment.
Krystalizace proteinu byla provedena metodou visici kapky. Na vypéstovanych protei-
novych krystalech byla nameéiena difrakce rentgenového zareni. Z nameérenych dat byla
vypoctena struktura molekul lysozymu.
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