3D atomarni struktura bilkoviny za 24 hodin
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Abstrakt:

Cilem naSeho dvoudenni prace bylo urcit strukturu proteinu, a to konkrétné
cytoplazmatického enzymu, lysozymu. Soucasti nasi prace byla ptiprava jeho
krystalkt, dale pak na zaklad¢ dat z rentgenové difrakce urcovani elektronovou
hustoty. Z t€¢ jsme pak kone¢né zrekonstruovali i findlni strukturu pozorované
bilkoviny.

1 Uvod

Na uvod pro tplné porozuméni tématu je nutné zopakovat nékolik zékladnich informaci
nejen o proteinech jako Zivotné dulezitych slouceninach, ale také 1 o ndmi zkoumaném
lysozymu.

Proteiny jsou biomakromolekularni latky, které jsou tvoreny dlouhymi fetézci
aminokyselin. Tyto latky maji v naSem téle nespocet funkci. Nekteré jsou zakladni stavebni
jednotkou napiiklad nasich vlast (keratin), zatimco bez obranné funkce jinych proteinii by bylo
pro nas zivot nemozny (imunoglobulin).

Mezi tyto obranné proteiny patii 1 nami zkoumany lysozym. Tato bilkovina je tvoiena
feté¢zcem 129 aminokyselin. V lidském téle jej nalezneme naptiklad v naSich slinach, v ptirodé
pak tfeba ve vajecném bilku. Tento enzym katalyzuje rozklad polysacharidovych fetézct
v bunéénych sténéch bakterii, a tim je zptsobuje jejich smrt.

Znalost struktur proteinil je pro lidstvo a vyzkum dilezitd z mnoha divodu od vyvoje
novych 1é¢iv az po napftiklad pokrok v genetickém inzenyrstvi

2 Kirystalizace proteinu

Bé&znym zplisobem zjiStovani struktur proteinti je pomoci difrakce rentgenového zafeni od
krystalové mfiiZky pozorovaného proteinu. Stejnym zplisobem jsme postupovali 1 my vasem
experimentu.

Existuje n€kolik zpiisobll, jak takovy krystal vypéstovat, my si vybrali nize popsanou
metodu visici kapky.



2. 1 Princip a proces krystalizace

Krystalizace je proces fazové premény, béhem kterého se Castice uspotadavaji do
pravidelné krystalické mtizky. Tento proces nastava, kdyz dosdhneme limitu nasyceni roztoku
zavisejicich na mnoha faktorech od zmény koncentrace proteinu, pies zménu pH az po uzité
srazeci ¢inidlo. Za idedlnich podminek pak roztok vylucuje pevné latky pravé v té zadouci

krystalické formé.
\mem

T nukleace

Krystalizace samotna probiha ve fazich poé¢inajici 4

nukleaci, tedy vznikem krystaliza¢nich jader. Tato
jadra jsou pak stabilni a schopna spontanniho rastu.
Stupen presyceni zakreslujeme do fazového diagramu,
kde ptesyceni rozdélujeme do tii stupnii. NejvysSim
stupném je oblast precipitacni, kde se tvoti srazeniny a
pro nas tedy neni Zadouci. Dal$i zonou je oblast labilni,
kde chceme krystalizaci iniciovat. Vytvofenim jader
v labilni oblasti se snizi koncentrace proteinu a
dostaneme se tak do té nejmén¢ piesycené pro nas
nejidedlnéjsi zony, a tou je oblast metastabilni, kde koncentrace sraZedla
probihd uZ jen rist krystalk.
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Obrazek 1- fazovy diagram

2.2 Metoda visici kapky

Tato metoda vyuziva principu difuze par, probihajici diky jednoduché osmoéze, kdy se
postupné zvysSuje koncentrace proteinu a precipitaéniho ¢inidla v malé kapce, dokud nedojde
k ptesyceni. Tato kapka visi na wvnitfni stran¢ vicka uzaviraciho rezervodr s mate¢nym
roztokem. Metoda je pomérné¢ jednoducha na provedeni a mimo to také dobie pozorovatelna.

Abychom dosahli pozadované krystalizace, nutnosti je zajistit spravné poméry mezi
slozZkami mate¢niho roztoku. Jeho soucasti je néjaké precipitacni Cinidlo, ta pak maji rtizné
podoby. Miize se jednat o soli, organicka rozpoustédla ¢i polymerni latky, jako je nami pouzity
PEG (polyethylenglykol). Dalsi dalezitou slozkou je pak stl, ktera naruSuje vodni ochrannou
vrstvu proteint a snizuje jeho rozpustnost. My pouzili klasickou kuchynskou siil. Dalsi slozkou
pak byl octan fungujici jako puft.

3 Provedeni

Cilem nasi prace bylo zmapovani fazového diagramu, a tim ovéfeni jeho pravdivosti
v praxi. Pracovali jsme na tfech desti¢kach o velikosti 3x5, tedy se 180 ndmi pfipravenymi
vzorky. Ve sloupcich jsme pak ménili koncentraci proteinu a v faddcich koncentraci soli.
Celkovy objem matec¢niho roztoku byl vzdy 400 pl na 4 kapky. Z nich dvé v poméru proteinu
a matecniho roztoku 1:1 a dvé v poméru 1:2. Koncentrace rozpusténého lysozymu byly 20, 40,
60, 80, 100 mg/ml. Gradient koncentrace soli byl 0,5M. Pouzili jsme tedy 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5;
3;3,5;4 M soli



S jednim ze vzorkii s poméry 1:1 lysozymu s koncentraci 50 mg/ml s mate¢nim roztokem
slozenym z IM NaCl, 50 mM octanu sodny pH 4,0 a 30 % PEGu 3350 jsme pak provadéli
rentgenovou difrakei. Jako prvni musel byt krystal z kapky vyrybafen pomoci smycky na pinu
o priméru 100 um a déale zamrazen ve vialce v kapalném dusiku. Difrakce pak probihala
v rentgenovém difraktometru. Z difrakéniho obrazce jsme poté =zanalyzovali data a
zkonstruovali strukturu lysozomu za pomoci specializovaného programu (XDS, CCP4) a vice
nez 13300 naméfenych reflexi.

Obrdzek 2 — mapa elektronové hustoty Obrazek 3 — stuhovy model molekuly
lysozymu

4 Shrnuti

Vysledkem naSi prace je nize vlozend koldz na obrazku ¢. 4 ukazujici uspéSnost
krystalizace v zavislosti na koncentraci rozpoustédla a proteinu. Z fotek miizeme pozorovanim
vyvodit zavér, Ze idealnim rozpétim je koncentrace soli na 1M a 40 mg/ml lysozymu az po 1,5
M po 60 mg/ml proteinu za spravné nastavenych podminek. Pfinizkych koncentracich
nukleace neprobéhla naopak pti vysoké koncentraci se vytvofily srazeniny.

Vysledkem druhé casti experimentu je pak vySe vloZena struktura jednoho z krystali
lysozymu (obrazek 2 a 3).

Ziskana data  byla  publikovana v databézi ZENODO  na  adrese
https://doi.org/10.5281/zenodo.15731146
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Obrazek 4 — Krystalizacni fazovy diagram v praxi, na horizontdlni ose je koncentrace
proteinu (mg/ml), na vertikalni ose je koncentrace soli (M)
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