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Abstrakt

Proteiny jsou dulezitou sou¢dsti zivych organismu. Znalost jejich struktury pomaha
k pochopeni jejich funkce. Metodou proteinové krystalografie jsme uréili strukturu
proteinu lysozymu a prozkoumali jsme moznosti jeho krystalizace.

1 Uvod

Cilem tohoto projektu bylo urcit strukturu bilkoviny. Bilkoviny jsou biopolymery slozené
z aminokyselin. Urcovani jejich struktur je dulezité pro lepsi pochopeni jejich funkci, na
to, aby jsme mohli ménit nékteré z jejich ¢asti, a tak ménit jejich funkce a vlastnosti.

My jsme pro naSe tucely vyuzivali protein lysozym, protoze je pro néj znama krystal-
izacni podminka, jeho krystalizace probiha pomeérné rychle a jeho krystaly dobie difraktuji
rentgenové zareni. Lysozym vykazuje antibakterialni ucinky a vyskytuje se napiiklad v
slzach nebo ve vajecném bilku.

2 DMaterialy a metody

Zacali jsme smichanim proteinu lysozymu o koncentraci 90 mg/ml s roztokem 100 mM
galakt6zy (cukr) v poméru 1:1. Zfedény protein jsme pouzili, protoze neziedény by krys-
talizoval prilis rychle a vytvoril by prilis malé krystaly. Protein jsme mohli fedit vodou,
ale protoze by z vody nésledné vznikly led mohl poskodit krystaly proteinu, pouzili jsme
jako tedidlo roztok galaktozy.

V rezervodru jsme smichali 30% roztok polyethylenglykolu 5000 (déle jen PEG 5000),
IM NaCl, 50mM octan sodny pH 4,6. PEG 5000 a NaCl slouzili jako sréazedla a octan
sodny slouzil na udrzeni konstantniho pH.

Vicko rezervoaru jsme za pomoci stlaceného vzduchu zbavili necistot a képli na néj
smés smichaného proteinu a roztoku z rezervoaru. Rezervoar jsme vickem uzavieli a pod
mikroskopem jsme 20 minut sledovali rust krystalu.

Vypéstované krystaly jsme pod mikroskopem vylovili pomoci nylonovych smycek a zm-
razili v tekutém dusiku o teploté 77 K. Zmrazeni bylo nutné proto, aby se pfi nasledném
ozarovani krystalu rentgenovym zarenim krystaly nerozpadly. Zmrazené krystaly jsme
umistili na goniometr v difraktometru a zmérili difrakéni data . Zdrojem zareni byla
rentgenova lampa s anodou z tekutého galia (Excillium MetalJet). Data byla zaznamenana
na plosny detektor (Bruker Photon 2). Naméfend data jsme zpracovali za pomoci pro-
gramu XDS, SHELLXC/D/E a strukturu jsme upfesnili pomoci programu z balicku CCP4
(programy Coot, Refmac5).



Obréazek 1: Krystaly lysozymu v polarizo-

vaném svétle. Obrazek 2: Difrakéni snimek

naméreny na krystalu lysozomu

Dalsi praci bylo vytvorit fazovy diagram krystalizace lysozymu. Fazovy diagram ukazuje
zévislost krystalizace na koncentraci srazedla (zde NaCl) a proteinu. Koncentrace NaCl
se pohybovala v rozmezi 0,1M az 3M a proteinu 10 mg/ml az 100 mg/ml. Krystaliza¢ni
podminky navic obsahovaly jiz zminény stabilizator pH 0,1M octan sodny.

3 Vysledky a diskuze

V krystalizacni podmince s PEG 5000 vyrostly krystaly o velikosti 150um — 250um
(obr. 1). Na téchto krystalech jsme namérili difrakéni data (obr. 2) a vyftesili strukturu
lysozymu. Molekula proteinu obsahuje 6 a-helixu, 1 -skladany list (obr. 3). Na molekulu
lysozymu je navazano 8 chloridovych iontu a 1 sodikovy iont (obr. 4).

Vysledkem druhé préce je nésledujici fazovy diagram (obr. 5). Z fiazového diagramu
lze pozorovat, ze pii vysokych koncentraci NaCl a proteinu dojde ke srazeni proteinu a
a naopak pfi nizkych koncentracich ke krystalizaci nedochézi. Zjistili jsme, ze optimalni
podminka pro rust krystalu lysozymu je 1M NaCl a 75 mg/ml vzorek lysozymu.

4 Shrnuti

Béhem naseho projektu jsme vypéstovali krystaly lysozymu, na kterych jsme nasledné
namérili difrakéni data. Tato data jsme zpracovali a vytesili jsme struktura jmenovaného
proteinu. Zaroven jsme vytvorili fazovy diagram krystalizace lysozymu a zjistili tak op-
timalni koncentraci slozek pro krystalizaci.
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Obrazek  4: Detail struktury
lysozymu s mapou elektronové
hustoty (modrd miizka). Tycky
zobrazuji mezi atomarni vazby,
cervené kulicky molekuly vody,
fialova kulicka atom sodiku, zelené
kulicky atomy chloru.

Obréazek 3: Zjednoduseny model molekuly
lysozymu (zelené kulicky jsou ionty Cl, fi-
alova kulicka je iont sodiku)
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Obréazek 5: Fazovy diagram krystalizace lysozymu. Prostor mezi ¢ervenymi kiivkami
oznacuje idedlni koncentraci obou slozek, jak soli tak proteinu, pro rust krystalu.



	Úvod
	Materiály a metody
	Výsledky a diskuze
	Shrnutí

