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Úvod

V roce 1840 pozoroval F. L. Hünefeld v·bec první krystal proteinu - hemoglobinu.
A£koli ²lo p·vodn¥ o ²´astnou náhodu, p°inesla tato událost nezvratný d·kaz o tom,
ºe i biologické makromolekuly, tedy nap°íklad proteiny a nukleové kyseliny, jsou
schopny krystalizace v podobném duchu jako soli a jiné anorganické látky. Uº v
následující dekád¥ poskytl jiný n¥mecký v¥dec O. Funke popis procesu produkce
krystal· lidského hemoglobinu. Pokroky v dal²ích letech pak p°inesly významné
objevy v krystalizaci enzym·, nukleových kyselin i vir·.

Makromolekulární krystalogra�e se od 50. let 20. století stala významnou v¥dní
disciplínou na pomezí fyziky, chemie a biologie, významn¥ p°ispívající nejen k zá-
kladnímu biotechnologickému výzkumu, ale také nap°íklad k vývoji lé£iv proti nej-
r·zn¥j²ím nemocem. Mimo m¥°ení samotné difrakce na monokrystalu se zaobírá téº
jak p°ípravou podmínek pro r·st krystal· (hledání vhodných metod, fyzikálních pa-
rametr· a sloºení mate£ných roztok·), tak i zpracováním a vyhodnocením dat a
následným sestavením strukturního modelu. Pro ur£ení struktury krystal· biologic-
kých látek se nej£ast¥ji vyuºívá rentgenové difrakce (viz 1.2.2), aplikované poprvé
otcem a synem Braggovými v roce 1912 1. V roce 1934 byl pomocí této metody získán
v·bec první difrak£ní obraz proteinového krystalu - pepsinu. Studiem rozptýleného
zá°ení, které vzniká p°i interakci vzorku s dopadajícím (primárním) rentgenovým
zá°ením, lze v nejlep²ím p°ípad¥ ur£it absolutní strukturu, tedy nejen typ krysta-
lové m°íºe, ale i polohy atom· spolu s délkami a úhly vazeb mezi nimi. V poslední
dob¥ probíhá dramatický rozvoj dal²ích metod ur£ování struktur, jako je nap°íklad
kryo-elektronová mikroskopie, nukleární magnetická rezonance, ve výpo£etní oblasti
za£íná nacházet uplatn¥ní um¥lá inteligence.

V p°írod¥ existuje skupina makromolekul - protein· - schopných katalyzovat che-
mické reakce. Enzymy, jak tyto molekuly nazýváme, se práv¥ díky schopnosti umoº-
nit energeticky mén¥ náro£ný pr·b¥h reakcí staly nepostradatelnou sou£ástí v²ech
ºivých organism·. Ve skupin¥ enzym· navíc existují takové, které váºou do svého
aktivního místa iont (nebo ionty) kovu, a proto se nazývají metaloenzymy. Mezi
metaloproteiny obecn¥ pat°í nap°íklad enolasa (obsahující dva ionty Mg2+ v aktiv-
ním míst¥), hemoprotein (nap°. jiº zmín¥ný hemoglobin s iontem ºeleza) nebo práv¥
nukleasa S1 se t°emi ionty zinku.

1Za úsp¥²né ur£ení struktury anorganických látek byli v r. 1915 vyznamenáni Nobelovou cenou
za fyziku.
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Tato práce se zabývá studiem strukturních zm¥n kovového klastru nukleasy S1 z
Aspergillus oryzae, které jsou zp·sobeny chelací zine£natých iont· kyselinou ethylen-
diamintetraoctovou, neboli EDTA. Strukturní analýza prob¥hla za vyuºití základ-
ních metod proteinové krystalogra�e. Postupn¥ byla provedena krystalizace proteinu
za p°ítomnosti chela£ního £inidla, difrak£ní experiment na zdroji rentgenového zá-
°ení a následn¥ zpracování a vyhodnocení nam¥°ených dat moderním softwarem.
P°ípadné zm¥ny ve struktu°e kovového klastru a metody jejich dosaºení mohou být
pouºity v následném biotechnologickém výzkumu.
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Kapitola 1

Teoretická £ást

1.1 Krystalizace protein·

Krystaly biologických molekul mají, obecn¥ vzato, naprosto rozdílné vlastnosti od
svých anorganických prot¥j²k·. Krystaly malých molekul jsou vysoce uspo°ádané,
tvrdé, odolné v·£i manipulaci (tzn. i v·£i vystavení vzduchu), disponují dobrými
optickými i difrak£ními vlastnostmi a prakticky nejsou omezeny v rozm¥rech, které
mohou dosahovat aº n¥kolika metr·. Naproti tomu krystaly biomolekul nar·stají
nejvý²e pár milimetr· (navíc z°ídka p°esáhnou velikost 1 mm), jsou k°ehké, náchylné
k po²kození p°i manipulaci a citlivé na jakékoli zm¥ny podmínek (pH, teplota, de-
hydratace, radia£ní po²kození). To je dáno zejména vysokým obsahem rozpou²t¥dla
v krystalu, coº krystal samotný a jeho vlastnosti omezuje. Nez°ídka je pot°eba k zís-
kání kvalitních dat m¥°ení z n¥kolika krystal·, av²ak díky pokroku v technologiích
(kvalitní detektory, zá°ení s vysokou intenzitou aj.) se postupn¥ da°í tyto problémy
p°ekonávat. [1, 2]

1.1.1 Pr·b¥h krystalizace

Proces krystalizace d¥líme do dvou základních krok·: nukleace a r·st krystalu.
V n¥které literatu°e se lze setkat i se t°etím krokem; ukon£ení r·stu.

Proces nukleace je charakteristický vznikem krystaliza£ních jader - nukleí. Do-
chází ke kontaktu molekul a tvorb¥ vazeb mezi nimi, díky £emuº látka p°echází ze
stavu s chaotickým uspo°ádáním do stavu lokáln¥ uspo°ádaného. Takto vytvo°ené
agregáty se za vhodných podmínek stabilizují a vytvo°í jádro. Jelikoº se jedná o
úplný po£átek krystalizace, je tento proces problematický, velice ²patn¥ p°edvída-
telný, a tudíº dosud ²patn¥ zdokumentovaný.

Po nukleaci p°ichází na °adu r·st. Jde o dynamický proces, p°i kterém dochází
ke kontaktu mezi jádry a molekulami proteinu v roztoku. Jsou-li molekuly vhodn¥
orientované, uspo°ádají se na povrchu nukleí a krystal tak roste. Velmi záleºí na rych-
losti r·stu - je-li p°íli² vysoká, v krystalu m·ºe docházet k tvorb¥ defekt· (dislokací)
nebo se tvo°í mnoho malých jader, která jsou pro dal²í experimenty nepouºitelná.
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R·st je ukon£en v moment¥ dosaºení rovnováhy mezi krystalem a roztokem. Celý
proces je více p°edvídatelný neº nukleace, je tedy i lépe prozkoumán.

Pro oba kroky krystalizace je extrémn¥ d·leºité tzv. p°esycení (supersaturace);
fáze, kdy je v rozpou²t¥dle obsaºeno více látky, neº p°i rovnováºném stavu (jde tedy
o stav nerovnováºný). Tohoto stavu lze dosáhnout vícero zp·soby - zvý²ením kon-
centrace proteinu, zm¥nou pH £i teploty nebo p°ídavkem precipitantu. P°i p°echodu
k rovnováze dochází k vylou£ení proteinu, coº za vhodných podmínek vede práv¥ ke
vzniku nukleí a iniciaci krystalizace.

Níºe okomentujeme n¥kolik moºných situací, které mohou p°i p°esycení nastat
(Obr. 1.1).

1. Stabilní oblast. P°esycení je zde p°íli² nízké a krystalizace v·bec neprobíhá,
nebo se zastavuje.

2. Metastabilní zóna. V této oblasti, p°i niº²ím p°esycení, nedochází ke spontánní
tvorb¥ nukleí, av²ak roztok siln¥ podporuje r·st. Krystalizace sama od sebe
neprobíhá, av²ak jsou-li p°ítomna jádra, krystal roste.

3. Nuklea£ní zóna. Je charakteristická vy²²ím stupn¥m p°esycení neº metastabilní
oblast. Dochází zde zejména k nukleaci, av²ak r·st krystal· je také v omezené
mí°e moºný. N¥kdy se tato oblast nazývá téº labilní.

4. Zóna precipitace. P°i vysokém p°esycení dochází ke sráºení (precipitaci) pro-
teinu. Nedochází zde k nukleaci, nebo jen velmi omezen¥ (s rostoucím p°esy-
cením klesá po£et vzniklých jader, nakonec dochází pouze k precipitaci).

Obrázek 1.1: Stavový diagram proteinové krystalizace.

Ideální situace je následující: proces za£íná p°echodem koncentrace proteinu do zóny
nukleace a po utvo°ení n¥kolika málo jader koncentrace klesne do metastabilní zóny,
kde dojde k r·stu krystal· na vzniklých jádrech. Takto vznikne relativn¥ malý po£et
krystal· v¥t²ích rozm¥r·, které £asto mívají kvalitn¥j²í parametry pro rentgenovou
difrakci. [1, 2]
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1.1.2 Faktory ovliv¬ující krystalizaci

Existuje mnoho faktor·, které ovliv¬ují celý pr·b¥h krystalizace - od pravd¥-
podobnosti výskytu nukleí p°es tempo r·stu aº po �nální tvar a kvalitu krystal·.
Mnoho z nich je na sob¥ vzájemn¥ závislých, vztahy mezi jednotlivými faktory jsou
velice £asto netriviální, a tedy t¥ºko odhadnutelné bez p°edchozích zku²eností. Na-
víc je kaºdý protein jedine£ný, tudíº neexistuje jediná konkrétní �jistá� podmínka
krystalizace. Faktory, které jsou pro krystalizaci obecn¥ zcela zásadní, shrnuje tato
kapitola.

Jedním z nejd·leºitej²ích parametr· je £istota a homogenita proteinu. Jsou to
totiº práv¥ ne£istoty, které velmi £asto komplikují uspo°ádání proteinu a degradují
tak výsledný krystal (nebo jeho vzniku zcela zabrání). Proto na po£átku experi-
mentu prochází proteiny puri�kací (£i²t¥ním), p°i které se odstra¬ují nap°íklad jiné
proteiny, nukleové kyseliny, neznámé ligandy aj.

Koncentrace proteinu je d·leºitý faktor pro dosaºení p°esycení (to je totiº li-
neární funkcí koncentrace), nukleaci a následný r·st krystalu. Na volb¥ startovní
koncentrace závisí nap°íklad velikost výsledných krystal·, která pak ovliv¬uje kva-
litu difrak£ního experimentu. Dodejme je²t¥, ºe r·zné krystaliza£ní metody vyºadují
r·zné koncentrace proteinu.

Protoºe zm¥ny pH ovliv¬ují náboj na povrchu molekul proteinu, mají za ná-
sledek také zm¥ny ve zp·sobu interakce jednotlivých molekul. Práv¥ hodnoty pH
jsou £astou prom¥nnou p°i tzv. screeningu, kde hledáme vhodnou krystaliza£ní pod-
mínku. Aby pH z·stalo konstantní, vyuºívá se speciálních roztok· - pufr·. V¥t²ina
protein· preferuje p°ibliºn¥ neutrální pH (tzn. v rozmezí 6 - 8).

Pro docílení stavu p°esycení pouºíváme precipitanty (sráºedla). Ty d¥líme rám-
cov¥ do £ty° skupin: soli (NaCl, (NH4)2SO4), dlouho°et¥zcové polymery (polyethylen
glykoly; PEG 1000, PEG 3350), polymery s krátkým °et¥zcem (PEG 400, ethylen
glykol) a organická rozpou²t¥dla (ethanol, 2-methyl-2,4-pentandiol; MPD). Stále
není p°esn¥ objasn¥n mechanismus ú£inku precipitantu p°i krystalizaci. Víme, ºe
organické precipitanty sniºují dielektrickou konstantu roztoku, £ímº zvy²ují p°itaº-
livé síly mezi molekulami proteinu, speci�cké interakce polymer· m¥ní povrchové
vlastnosti protein· a ºe soli rozru²ují vrstvy vody kolem proteinu (dehydratací se
dosáhne sníºené rozpustnosti).

Teplota je ur£ující parametr pro rozpustnost, stabilitu protein· a pro dynamiku
proces· ve stavu p°esycení. Kv·li termolabilit¥ protein· a slabým vazbám uvnit°
krystalu probíhá krystalizace p°edev²ím v teplotách mezi 0 ◦C a 30 ◦C, mimo tento
interval jen výjime£n¥. Teplota by m¥la být udrºována konstantní, není-li teplotní
gradient p°ímo vyºadován pro regulaci krystalizace.

Mezi dal²í faktory pak jist¥ pat°í také £as (£ím déle probíhá proces v metasta-
bilní zón¥, tím kvalitn¥j²í krystaly obvykle vznikají), aditiva (p°idávají se nap°. pro
zvý²ení stability, pat°í mezi n¥ soli, inhibitory, chela£ní £inidla, sacharidy aj.), um¥lé
modi�kace povrchu proteinu £i p°ítomnost ligandu (ta m·ºe krystalizaci znemoºnit
nebo naopak být její nutnou podmínkou). [1, 2]
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1.1.3 Metody krystalizace

Výb¥r vhodné krystaliza£ní metody je stejn¥ d·leºitý jako ur£ení správné pod-
mínky. A stejn¥ jako samotná podmínka, i volba metody se odvíjí od konkrétního
proteinu. Proto existuje mnoho r·zných metod, které pracují s r·znými fyzikálními
principy a r·znými objemy proteinu a mate°ského roztoku. V této £ásti zmíníme ty
nejroz²í°en¥j²í a nejznám¥j²í - metodu difuze par, dialýzu a krystalizaci pod olejem.

Metoda difuze par je jednozna£n¥ nejroz²í°en¥j²í metodou. Základními znaky
jsou mikrokapka a zásobník s mate°ským roztokem. Mikrokapka obsahuje sm¥s roz-
toku proteinu a mate°ského roztoku ze zásobníku (£asto v nestejném pom¥ru), p°i-
£emº její celkový objem nep°esahuje jednotky mikrolitr·. Naproti tomu zásobník s
mate°ským roztokem má mnohonásobn¥ vy²²í objem (desítky aº stovky mikrolitr·)
a spolu s mikrokapkou tvo°í uzav°ený systém. Jak uº název napovídá, dochází v
tomto systému k difuzi par vody £i jiné t¥kavé látky mezi kapkou a zásobníkem,
£ímº se postupn¥ zvy²uje koncentrace proteinu aº do stavu p°esycení (objem mik-
rokapky p°itom klesá), kdy m·ºe dojít ke krystalizaci. Vyuºívá se t°ech kon�gurací,
p°i£emº v²echny se zakládají na kontaktu mikrokapky s povrchem:

1. Visící kapka (hanging drop) - kapka visí na vnit°ní stran¥ sklí£ka nad zásob-
níkem s mate°ským roztokem.

2. Sedící kapka (sitting drop) - kapka je umíst¥na na m·stku nebo stupínku uvnit°
zásobníku.

3. Kombinace obou p°edchozích (sandwich drop) - kapka je v kontaktu s povr-
chem naho°e i dole

Celý systém je chrán¥n p°ed dehydratací uzav°ením - v p°ípad¥ visící kapky se
vyuºívá vakuového tuku, u sedící kapky nej£ast¥ji lepicí pásky. Kon�gurace visící a
sedící kapky jsou p°ehledn¥ znázorn¥ny na Obr. 1.2.

Obrázek 1.2: Kon�gurace pro metodu difuze par. Vlevo: visící kapka na sklí£ku nad rezer-
voárem. Vpravo: sedící kapka na m·stku nad hladinou rezervoáru. Kapka vznikla smísením
proteinu a mate£ného roztoku z rezervoáru (tmav¥ mod°e). [3]

Díky malému objemu mikrokapky a tím i nízké spot°eb¥ proteinu se tato me-
toda hojn¥ vyuºívá i pro hledání r·zných krystaliza£ních podmínek (tzv. screening).
Dal²í výhodou je snadné skladování a p°ehlednost (lze je jednodu²e prohlíºet pod
mikroskopem).

Dialýza pracuje na principu odd¥lení roztok· proteinu a precipitantu propustnou
membránou, která dovoluje pouze difuzi malých molekul (nap°. pufr·, rozpou²t¥-
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del) z roztoku precipitantu do roztoku proteinu. Proud £ástic vytvá°í pot°ebný kon-
centra£ní gradient, dochází k p°esycení a krystalizaci. Výhodou metody je pomalé
dosaºení rovnováºného stavu a snadná kontrola rychlosti. Na podobném principu
funguje také mén¥ £asto vyuºívaná metoda volné difuze (free-interface di�usion),
p°i které se koncentra£ní gradient vytvá°í na rozhraní dvou roztok· uvnit° tenkých
kapilár. Takto vzniklé lokální p°esycení pak podporuje vznik nukleí a krystalizaci.

Krystalizace pod olejem je nejstar²í a nejjednodu²²í metoda zaloºená na p°í-
mém smíchání roztoku proteinu s koncentrovaným roztokem precipitantu. Jsou-li
zvoleny ostatní podmínky (teplota, pH aj.) vhodn¥, protein se dostane do stavu
p°esycení a následn¥ dochází ke krystalizaci. Výhodou metody je jednoduchost (po-
ºaduje pouze kontejner na uchování kapaliny) a reprodukovatelnost. Naopak nevý-
hodou je velmi vysoký pracovní objem, kv·li n¥muº se tato technika nevyuºívá pro
screening - spot°eba proteinu p°i neznalosti konkrétních podmínek m·ºe být obrov-
ská. Nov¥ vyvinutá micro-batch metoda ale poºaduje objem pouze 1 - 6 µl a je tedy
pro screening pom¥rn¥ vhodná. Nejvíce se ale vyuºívá pro získání v¥t²ího mnoºství
krystal· p°i znalosti konkrétní podmínky. [1, 2, 3]

1.2 Makromolekulární krystalogra�e

1.2.1 Základní pojmy krystalogra�e

Jako krystal ozna£ujeme pravidelné periodické uspo°ádání atom· 1 do prostorové
m°íºe. Tuto m°íº nazveme krystalovou a de�nujeme ji jako soustavu uzlových bod·,
které reprezentují rovnováºné polohy atom·. D·leºitý je poºadavek na stejné a stejn¥
uspo°ádané okolí kaºdého atomu, v tom p°ípad¥ lze hovo°it o m°íºce Bravaisov¥. Bazí
krystalické m°íºky nazveme skupinu atom·, jejíº ur£itý bod se ztotoº¬uje s bodem
uzlovým. M·ºe být tvo°ena jediným atomem (typicky u kov·) nebo stovkami atom·
(nap°. u biomolekul).

Základní bu¬ka je rovnob¥ºnost¥n, jehoº vrcholy jsou ztotoºn¥ny s uzlovými
body m°íºky. Lze ji de�novat pomocí transla£ních vektor· v hranách tohoto rovno-
b¥ºnost¥nu (ozn. a, b, c). M°íºkovými parametry rozumíme ²estici obsahující délky
transla£ních vektor· a úhly, které tyto vektory svírají. Obsahuje-li základní bu¬ka
uzlové body jen ve svých vrcholech, hovo°íme o tzv. primitivní bu¬ce. Pokud se
dal²í uzly nachází na pr·se£ících st¥nových, resp. prostorových úhlop°í£ek základní
bu¬ky, dostáváme m°íºky centrované bazáln¥ (ozn. A, B, C), plo²n¥ (F), resp. pro-
storov¥ (I). V prostoru rozli²ujeme celkem 14 takových m°íºek a v²echny uvádíme v
Obr. 1.3).

K popisu krystalogra�ckých rovin uºíváme Millerovy indexy, de�nované jako reci-
proké hodnoty úsek·, které rovina vytíná na osách sou°adného systému ur£eného po-
mocí základních vektor·, a ozna£ované písmeny h, k, l. Indexem dané roviny potom
rozumíme symbol (hkl). Je-li rovina s n¥jakým ze základních vektor· rovnob¥ºná,
de�nujeme její reciprokou hodnotu jako 1

∞ ≡ 0 (Obr. 1.4). [4, 5, 6]

1místo atom· lze v celém textu uvaºovat také molekuly
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Obrázek 1.3: P°ehled v²ech 14 Bravaisových m°íºek. [6]

Obrázek 1.4: Ur£ení Millerových index·: (a) (243), (b) (021). [6]

Symetrie a bodové grupy

V krystalech jsou povolené jen rota£ní osy s £etností °ádu n = 1, 2, 3, 4 a 6 (tzn.
je pot°eba daným bodem n-krát oto£it o úhel ϕ = 360◦

n
, abychom dostali výchozí

polohu). Ostatní hodnoty n jsou zakázané, t¥lesa s takovými £etnostmi nazýváme
kvazikrystaly. Je-li s operací rotace kolem osy spjata téº inverze, jde o tzv. nevlastní
rotaci, kterou ozna£ujeme symbolem n̄.

Jedna m°íºka typicky spl¬uje více moºných operací symetrie, které sdruºujeme do
tzv. bodových grup. Aplikací operací symetrie bodové grupy dostaneme ekvivalentní
polohy zvoleného bodu. Celkem rozli²ujeme 32 skupin - tzv. krystalových t°íd - které
mají stejnou bodovou grupu. Poznamenejme ale, ºe proteiny krystalizují jen v 11
t°ídách, nebo´ jim chybí operace inverzní symetrie a zrcadlení. Ze stejného d·vodu
najdeme proteinové krystaly jen v 65 z celkem 230 prostorových grup. [4, 5]
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Reciproká m°íºka

Pro zjednodu²ní popisu krystal· je výhodné zavést pojem abstraktní reciproké
m°íºky. Reciprokou m°íºku získáme tak, ºe k rovin¥ (hkl) p·vodní m°íºky vedeme
kolmici, na kterou naneseme vzdálenost 1

dhkl
, kde dhkl ozna£uje mezirovinnou vzdá-

lenost. Tím obdrºíme bod reciproké m°íºky reprezentující danou rovinu. Transla£ní
vektory v reciproké m°íºce ozna£íme a?, b?, c?. Matematicky lze reciprokou m°íºku
vyjád°it nap°íklad pomocí skalárního sou£inu p°íslu²ných dvojic vektor· z p°ímého
a reciprokého prostoru:

ai · a?
j = δij, (1.1)

kde δij je tzv. Kroneckerovo delta de�nované jako

δij =

{
1 pro i = j,

0 pro i 6= j.

[5]

1.2.2 Difrakce

Fotony rentgenového zá°ení interagují s látkou v zásad¥ dv¥ma moºnými zp·soby:
absorpcí, p°i níº je foton absorbován atomy ter£íku (m·ºe docházet nap°íklad k
fotoelektrickému jevu), nebo rozptylem. Absorpci foton· v této práci nebudeme
dále rozebírat, rozptyl je v²ak zásadní pro studium materiálu pomocí rentgenové
difrakce.

Jako Compton·v rozptyl ozna£ujeme situaci, p°i níº foton (resp. fotonový svazek)
interaguje s elektronem tak, ºe mu p°edává £ást své energie, coº má za následek ex-
citaci elektronu a zm¥nu vlnové délky fotonu. Zá°ení, které p°i Comptonov¥ rozptylu
vzniká posunem vlnové délky fotonu, je nekoherentní, nelze tedy ur£it vztah mezi
fázemi dopadajícího a rozptýleného zá°ení, a nepodílí se na interferen£ních jevech.
Naopak má za následek stále p°ítomné pozadí difrak£ního obrazce.

K tzv. Thompsonovu rozptylu dochází, pokud svazek foton· interaguje s atomem
(odchyluje se ze své p·vodní dráhy) bez ztrát energie. Protoºe je tento rozptyl kohe-
rentní, podílí se na interferenci a je p°í£inou vzniku difrak£ních maxim. P°i interakci
dochází k oscilaci elektronu vlivem síly ~F = e ~E, kde ~E je intenzita elektrického
pole fotonu. Takto oscilující elektron se sám stává zdrojem sekundárního sférického
elektromagnetického zá°ení. Intenzitu nepolarizovaného koherentního zá°ení, které
se rozptyluje na elektronu s hmotností me a nábojem e, vyjad°uje tzv. Thompson·v
vztah:

Ie = I0
e4

m2
ec

2r2
1 + cos2(2θ)

2
, (1.2)

kde I0 je intenzita dopadajícího zá°ení, r vzdálenost od rozptylujícího objektu a θ je
úhel mezi svazkem dopadajícího zá°ení a rovinou krystalu. �len 1+cos2(2θ)

2
se nazývá

polariza£ní faktor. [4, 7]
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Interference

Nech´ O,O′ jsou dv¥ bodová rozptylová centra vzdálená o m°íºkový vektor r, na
která ve stejném okamºiku dopadne rovinná elektromagnetická vlna. Oba body se
stanou zdroji sekundárních vln, které spolu mohou dále interferovat. Ozna£íme-li po
°ad¥ s0, s vektory ve sm¥ru dopadajícího a rozptýleného paprsku (resp. normály k
dopadajícím vlnám), m·ºeme jejich fázový rozdíl psát ve tvaru

δ =
2π

λ
(s− s0)r = 2πr? · r. (1.3)

Pokud v rovnici (1.3) nastane, ºe λ� |r|, fázový rozdíl δ bude zanedbatelný a inter-
ferenci nebudeme pozorovat. Proto se ke studiu krystal· pouºívá práv¥ rentgenového
zá°ení, nebo´ jeho vlnová délka je srovnatelná s meziatomovou vzdáleností (v °ádu
jednotek Å)2.

Nech´ je v bu¬ce umíst¥no N rozptylových center (nap°. atom·) tak, ºe m-té
centrum zaujímá polohu rm. Pak výsledná vlna bude dána vztahem

F (r?) =
N∑
m=1

Am exp (2πir? · rm) , (1.4)

kde Am je amplituda vlny rozptýlené na m-tém rozptylovém centru. Zavedeme-li
navíc tzv. rozptylový faktor (scattering factor) f 2 = I/Ie jako pom¥r intenzit zá°ení
rozptýleného na jednom centru a na volném elektronu (z rovnice (1.2)), lze výraz
(1.4) p°epsat do tvaru

F (r?) =
N∑
m=1

fm exp (2πir? · rm) , (1.5)

který nazýváme strukturním faktorem. Je-li navíc spln¥na Laueho podmínka difrakce
(viz dále sada rovnic (1.9)), lze strukturní faktor pro rovinu (hkl) upravit na

Fhkl =
N∑
m=1

fm exp (2πi (hxm + kym + lzm)) (1.6)

Jist¥ jde o komplexní £íslo, tedy platí

Fhkl = |Fhkl|eiα, (1.7)

kde α je fázový úhel, jehoº experimentální ur£ení je pom¥rn¥ náro£né - °e²ením se
zabývá tzv. fázový problém. P°ímo m¥°íme intenzitu dopadajícího zá°ení, která je
úm¥rná kvadrátu amplitudy strukturního faktoru: Ihkl ∼ |Fhkl|2.

Pokud N diskrétních center nahradíme spojitým rozptylujícím prost°edím, na-
bude rovnice (1.5) tvaru

F (r?) =

∫
V

ρ(r) exp (2πir? · r) dr = F [ρ(r)] , (1.8)

21 Å = 10−10 m ; Ångström je jednotka vzdálenosti, která se v krystalogra�i b¥ºn¥ pouºívá
k vyjád°ení meziatomových vzdáleností, vlnových délek atp., není v²ak sou£ástí soustavy SI. Je
pojmenována po ²védském fyzikovi A. J. Ångströmovi.
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kde ρ(r) je elektronová hustota a F ozna£uje operaci Fourierovy transformace. Am-
plituda rozptýlených vln je tedy rovna Fourierov¥ transformaci elektronové husototy
a naopak inverzní Fourierovou transformací lze ze strukturního faktoru získat roz-
loºení elektronové hustoty. To je velice d·leºitý poznatek pro mapování struktury
krystal· z difrak£ního experimentu. [4, 6, 7]

Laueho a Braggova rovnice, Ewaldova sféra

Základním p°edpokladem této sekce je platnost tzv. kinematické teorie difrakce.
Rozptyl povaºujeme za elastický, koherentní a slabý (tj. zanedbáváme sekundární
vlny - první Bornova aproximace) a p°edpokládáme, ºe v²echny atomy byly ozá°eny
stejnou intenzitou. Tato teorie dob°e odpovídá difrakci neutron· a rentgenového
zá°ení, pro elektrony má jen omezenou platnost.

Nech´ je dána m°íºka s vektory a, b, c a monochromatická rovinná vlna rentge-
nového zá°ení o vlnové délce λ. Nech´ tato vlna dopadá na m°íºku ze sm¥ru n0 a
rozptyluje se do sm¥ru n (obecn¥ n0 6= n). Ke konstruktivní difrakci dochází, je-li
spln¥na tzv. Laueho podmínka difrakce daná sadou t°í rovnic:

a · (n− n0) = hλ,

b · (n− n0) = kλ,

c · (n− n0) = lλ,

(1.9)

které jednozna£n¥ de�nují sm¥r difraktovaného zá°ení n. De�nujeme-li navíc vlnový
vektor k = n/λ (analogicky také k0) a tzv. difrak£ní vektor ∆k = k−k0 (Obr 1.5b),
dají se Laueho podmínky p°epsat do tvaru

a ·∆k = h , b ·∆k = k , c ·∆k = l. (1.10)

Pokud nyní za vektor ∆k dosadíme speciáln¥ vektor reciproké m°íºe ghkl = ha? +
kb? + lc?, bude Laueho podmínka identicky spln¥na. Difrakce tedy nastává práv¥
tehdy, kdyº je difrak£ní vektor shodný s vektorem reciproké m°íºe. Jinak °e£eno,
difrak£ní obrazec je zobrazení reciproké m°íºky.

Obrázek 1.5: (a) Difrakce jako výsledek konstruktivní interference, (b) Odvození Laueho
podmínky. [6]
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Obrázek 1.6: Ewaldova konstrukce. [6]

Obrázek 1.7: Odvození Braggova zákona pomocí Ewaldovy konstrukce. [6]

K odvození Braggova zákona lze dojít vícero zp·soby, v této práci pouºijeme s
výhodou gra�ckou konstrukci tzv. Ewaldovy sféry, respektive pro zjednodu²ení její
2D varianty (Obr. 1.6). Jde o kruºnici s polom¥rem 1/λ, v jejímº st°edu je umís-
t¥n krystal. Bod O leºící na kruºnici v Obr. 1.7 de�nuje po£átek reciproké m°íºky.
K difrakci dojde pouze tehdy, nato£íme-li krystal tak, aby se n¥který z uzl· ghkl
(reprezentovaný bodem P ) nacházel p°esn¥ na Ewaldov¥ sfé°e. Z Thaletovy v¥ty je
z°ejmé, ºe trojúhelník 4OPQ je pravoúhlý, navíc z podobnosti trojúhelník· je úhel
]OQP stejný jako úhel θ (polovina úhlu mezi vektory k,k0), takºe platí

sin θ =
|ghkl|
2/λ

. (1.11)

Dosadíme-li za |ghkl| = 1
dhkl

, dostaneme Braggovu rovnici (Bragg·v zákon) pro
difrakci 1. °ádu:

2dhkl sin θ = λ, (1.12)

nebo obecn¥ pro n-tý °ád platí

2dhkl sin θ = nλ , n ∈ N. (1.13)

Rovnice (1.12) ur£uje také vztah pro velikost difrak£ního vektoru

|∆k| = |ghkl| =
2 sin θ

λ
, (1.14)
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který dává jasné omezení na rozptylový vektor k. Braggova rovnice (1.13) navíc
ur£uje mnoºinu v²ech moºných, tzv. Braggových, úhl·.

Ewaldova sféra zd·vod¬uje podobu experimentálních difrak£ních dat, která p°ed-
stavují mnoºiny bodových re�exí. Následující £ást blíºe p°edstaví samotný difrak£ní
experiment, vybavení a metody zpracovávání dat. [5, 6, 7]

1.2.3 Zdroje rentgenového zá°ení

Konven£ní, nebo také klasické, zdroje rentgenového zá°ení vyuºívají principu
emise foton· p°i kolizi elektronového svazku s kovovým ter£em. Základem v²ech
t¥chto zdroj· je vakuová komora s katodou, z níº se termoemisí uvol¬ují elektrony.
Ty jsou následn¥ urychlovány vysokým nap¥tím (v °ádu jednotek aº stovek kV) a
fokusovány ke kovové anod¥. P°i interakci s atomy kovu na anod¥ dochází k silnému
zpomalování elektron· a vzniku rentgenového zá°ení. Elektrony svou energii ztrácejí
postupn¥ (spí²e neº o jedinou jde postupn¥ o více sráºek), díky £emuº je výsledné
spektrum rentgenového zá°ení spojité. Navíc, mají-li dopadající elektrony dostate£-
nou energii, m·ºe dojít k vyraºení elektronu z vnit°ních slupek elektronového obalu
atomu kovu. Toto prázdné místo m·ºe zaujmout atom z vy²²í energetické hladiny se
sou£asným vyzá°ením fotonu o frekvenci, která je pro kaºdý kov jedine£ná - v tom
p°ípad¥ hovo°íme o tzv. charakteristickém rentgenovém zá°ení. Jednotlivé ostré (a
p°esn¥ de�nované) píky v charakteristickém spektru se zna£í písmeny K, L, M.

Klasické zdroje se vzájemn¥ odli²ují mj. typem pouºité anody. U standardní rent-
genky je anoda statická, zdroje s rota£ní anodou vyuºívají anodu otá£ející se vysokou
úhlovou rychlostí (tisíce ot./min). Výhodou této technologie je snaz²í chlazení (elek-
tronový svazek nedopadá pouze do jednoho bodu), a tedy moºnost pouºít vy²²í
výkon.

Zdroje s tekutou anodou vyuºívají proudu tekutého kovu (nap°. slitiny Ga/In).
Tato technologie je²t¥ výrazn¥ji zlep²uje chlazení, lze tedy uºít vy²²í výkon a získat
tak zá°ení o vy²²í intenzit¥ (v porovnání s klasickými zdroji). Protoºe má navíc ga-
lium a indium podobná charakteristická zá°ení jako kovy b¥ºných �pevných� anod
(m¥¤, resp. st°íbro), je zdroj s tekutou anodou výbornou alternativou. Jedním tako-
vým zdrojem, na kterém prob¥hlo i n¥kolik m¥°ení v rámci této práce, je Excillum
MetalJet na difraktometru Bruker D8 Venture v Biotechnologickém ústavu AV �R
ve Vestci u Prahy. [4, 7]

Synchrotrony

Zdroje synchrotronového zá°ení pracují na principu, se kterým jsme se jiº set-
kali v £ásti 1.2.2. Urychlený elektron (nebo obecn¥ nabitá £ástice) se stává zdrojem
elektromagnetického zá°ení, jehoº energie závisí na rychlosti dané £ástice. V synchro-
tronech se elektron pohybuje rychlostí blízkou rychlosti sv¥tla, coº vede p°i ohybu
jeho trajektorie v magnetickém poli k emisi tzv. synchrotronového zá°ení (energie
elektronu p°itom dosahuje aº jednotek GeV). Díky relativistickým efekt·m je zá-
°ení nejen velmi málo divergentní (emituje se jen do úzkého kuºele tangenciáln¥ k
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p·vodní trajektorii elektronu), ale zejména disponuje vlnovou délkou odpovídající
rentgenovýému zá°ení.

Synchrotronový komplex se skládá z n¥kolika £ástí. První je urychlova£ (£asto
typu LinAc), který elektronu ud¥lí po£áte£ní rychlost a energii v °ádu jednotek
MeV. Následuje tzv. booster, kde dochází k dal²ímu urychlování (p°ed opu²t¥ním
boosteru má £ástice svou �nální energii v °ádu jednotek GeV). Booster je mimo jiné
jediný synchrotron ve fyzikálním slova smyslu, a£koli se tímto termínem £asto (i v
této práci) ozna£ují celé komplexy a v²echny jejich £ásti (Obr. 1.8)

Obrázek 1.8: Synchrotron Bessy II (vlevo schématický nákres, vpravo letecký pohled). [8]

Elektrony urychlené boosterem jsou následn¥ injektovány do nejv¥t²í £ásti kom-
plexu - akumula£ního prstence (angl. storage ring), kde mohou obíhat n¥kolik hodin
po p°ibliºn¥ kruhové trajektorii o polom¥ru stovek metr·, na které jsou udrºovány
pomocí ohybových magnet· umíst¥ných podél prstence (jejich trajektorie je tva-
rem podobná spí²e mnohoúhleníku, nebo´ mezi jednotlivými segmenty magnet· se
elektrony pohybují p°ímo). V místech, kde se dráha elektron· stá£í vlivem vn¥j²ího
magnetického pole, dochází k emisi synchrotronového zá°ení, jehoº vlnovou délku lze
navíc m¥nit (zm¥nami zak°ivení trajektorie elektronu v mag. poli). Sou£ástí storage
ringu jsou i radiofrekven£ní systémy, které elektron·m dodávají energii ztracenou
emisí zá°ení.

Z akumula£ního prstence vystupují v místech ohybových magnet· v tangenciál-
ním sm¥ru tzv. beamlines - za°ízení s optikou pro rentgenové zá°ení. Nacházejí se zde
kolimátory, �ltry, monochromátory, zrcadla (za ú£elem £i²t¥ní a fokusace rentgeno-
vého svazku) a na jejím konci pak experimentální vybavení (tzn. samotný vzorek a
detektory m¥°ící výslednou difrakci a rozptyl sekundárního zá°ení). M¥°ení v rámci
této práce probíhala na synchrotronu Bessy II, Helmholtz Zentrum Berlin. [4, 7, 9]

1.2.4 Detektory

Existuje mnoho r·zných, více £i mén¥ pouºívaných, typ· detektor·. Pro analýzu
krystal· malých molekul se vyuºívají nap°íklad scintila£ní detektory: foton rentge-
nového zá°ení se absorbuje �uorescen£ním krystalem (scintilátorem), který následn¥

23



emituje viditelné sv¥tlo, jehoº intenzita se dále zesiluje fotonásobi£em a detekuje.
Pro analýzu makromolekul je v²ak takový detektor nevhodný, nebo´ v jeden £as
dokáºe m¥°it jen intenzitu jedné re�exe.

V proteinové krystalogra�i se £ast¥ji pouºívají detektory typu CCD (Charge-
Coupled Device), které jsou dostate£n¥ citlivé a mají kvalitní rozli²ení. P°ed sa-
motný CCD £ip je postavena �uorescen£ní deska, jeº p°evádí rentgenovské zá°ení na
fotony viditelného sv¥tla, které jsou dále odvád¥ny optickými vlákny k detektoru.
P°i dopadu na £ip dochází k fotoelektrickému jevu, výsledný elektrický proud je pak
de facto analogovým signálem, který se dále zpracovává (digitalizuje, vyhodnocuje).

Detektory typu CMOS fungují na podobném principu jako CCD, av²ak zpra-
cování signálu zde probíhá paraleln¥, nebo´ kaºdý pixel p°edstavuje samostatný
miniaturní integrovaný obvod s polovodi£em a zesilova£em. To umoº¬uje navý²it
po£et snímk· v £ase a potla£it výsledný ²um na snímku, detektory tohoto typu tedy
postupn¥ nahrazují CCD. [7, 10]

1.2.5 Metody m¥°ení

Krystaly protein· mají v porovnání s krystaly malých molekul mnohonásobn¥
v¥t²í bázi. M°íºkové parametry elementární bu¬ky jsou tedy nutn¥ mnohem v¥t²í,
coº má za následek hust¥ obsazenou reciprokou m°íºku (velký po£et re�exí, viz nap°.
Obr. P7). Pouºití klasických metod m¥°ení re�exí není vhodné, nebo´ by docházelo
k p°ekryvu sousedních re�exí, navíc by m¥°ení trvalo pom¥rn¥ dlouho (a obecn¥
k°ehký vzorek by tak utrp¥l v¥t²í radia£ní po²kození). Proteinové krystaly tedy
m¥°íme pomocí oscila£ních £i rota£ních metod, které p°iblíºíme v následující £ásti.

Ob¥ metody se zakládají na oto£ení krystalu o malý úhel ∆φ (bu¤ rotací, nebo os-
cilací) kolmo k dopadajícímu rentgenovému svazku. Hust¥ obsazená reciproká m°íºka
znamená, ºe v jedné poloze krystalu nalezneme prakticky jist¥ hned n¥kolik uzlo-
vých bod· na povrchu Ewaldovy sféry, a tedy je pro n¥ spln¥na Braggova podmínka.
V²echny tyto body se nacházejí uvnit° tzv. lunet. Protoºe uzly mají nenulový objem
a úhel ∆φ je relativn¥ malý, pom¥rn¥ velká £ást bod· prochází Ewaldovou sférou
jen £áste£n¥. Re�exe t¥chto uzlových bod· nazýváme £áste£n¥ zm¥°ené (partially
recorded).

Z difrak£ního m¥°ení získáme obvykle n¥kolik tisíc snímk·. Jejich vyhodnoco-
vání sestává z n¥kolika £ástí: indexace re�exí, ur£ení parametr· základní bu¬ky a
její symetrie (a následn¥ i Laueho grupuy), integrace intenzit jednotlivých re�exí,
se²kálování, výpo£et výsledných intenzit (spolu s odhadem chyby ur£ení intenzit) a
nakonec ur£ení prostorové grupy. V²echny tyto kroky jsou automatizovány, vyuºívá
se r·zných po£íta£ových program·, nap°. XDS nebo iMos�m. [4, 7, 11]

1.2.6 Hodnocení kvality difrak£ních dat

D·leºitou sou£ástí práce s difrak£ními daty je pouºití kritérií pro ov¥°ení správ-
nosti, nebo lépe °e£eno p°esnosti (kvality), na²eho strukturního modelu. Toto hod-
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nocení se provádí jak p°i zpracování difrak£ních dat (rovnou z intenzit re�exí), tak
p°i �nální ra�naci. Nam¥°ené intenzity jsou základem pro hodnocení R-faktory:

Rmerge =

∑
h,k,l

∑Nhkl

m=1

∣∣Im,hkl − Ihkl∣∣∑
h,k,l

∑Nhkl

m=1 Im,hkl
, (1.15)

Rmeas =

∑
h,k,l

√
Nhkl

Nhkl−1
∑Nhkl

m=1

∣∣Im,hkl − Ihkl∣∣∑
h,k,l

∑Nhkl

m=1 Im,hkl
, (1.16)

po zpr·m¥rování zm¥°ených dat lze zavést navíc je²t¥

Rp.i.m. =

∑
h,k,l

√
1

Nhkl−1
∑Nhkl

m=1

∣∣Im,hkl − Ihkl∣∣∑
h,k,l

∑Nhkl

m=1 Im,hkl
, (1.17)

kde ve v²ech sumách zna£í Nhkl po£et pozorovaných re�exí rovin (hkl) a Ihkl pr·m¥r
v²ech nam¥°ených intenzit Im,hkl.

Dal²í d·leºitý ukazatel kvality je odhad pom¥ru intenzit k jejich sm¥rodatným
odchylkám I/σ de�novaný p°edpisem

I/σ =
1

N

∑
h,k,l

Ihkl
σ(Ihkl)

, (1.18)

kde N je po£et v²ech pozorovaných re�exí a σ(Ihkl) statistický rozptyl intenzity
re�exe na rovin¥ (hkl).

Korela£ní koe�cient CC1/2 je de�nován jako

CC1/2 =

∑N/2
m=1(Im − I)(Jm − J)√∑N/2

m=1(Im − I)2
√∑N/2

m=1(Jm − J)2
, (1.19)

kdeN je op¥t po£et nam¥°ených re�exí a I, J ozna£ují dv¥ náhodn¥ vybrané poloviny
nam¥°ených dat. Tento ukazatel vyjad°uje shodu uvnit° datasetu. [4, 7]

1.2.7 Molekulární nahrazení

Pro získání strukturního modelu lze vyuºít nap°íklad metodu tzv. molekulár-
ního nahrazení. Ta, jak jiº název vypovídá, umis´uje známou strukturu (nebo její
fragment) do dané krystalové m°íºe. K tomu sta£í najít trojici rota£ních a tro-
jici transla£ních prom¥nných (na za£átku je tedy celkem 6 neznámých), p°i£emº v
praxi se kv·li dimenzi celého problému a výpo£etní náro£nosti hledá nejd°íve ro-
ta£ní transformace a aº následn¥ transla£ní. Metoda vyuºívá Pattersonových map
krystalových struktur (tj. mapy meziatomových vektor·) a hodí se mimo jiné práv¥
pro °e²ení struktur, u nichº je p°edpoklad, ºe jsou jen málo odli²né od n¥jaké známé
a jiº objasn¥né. Molekulární nahrazení bylo vyuºito p°i °e²ení v²ech struktur v rámci
této práce. [4]
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1.2.8 Shoda modelu s experimentem

Po sestavení strukturního modelu, k £emuº lze vyuºít práv¥ molekulární nahra-
zení z kap. 1.2.7 £i metodu experimentálního fázování, lze kvalitu dat p°i up°es¬ování
struktury hodnotit je²t¥ R-faktorem, který vyjad°uje shodu mezi nam¥°enými (ozn.
FO(r?)) a teoreticky vypo£tenými (ozn. FC(r?)) strukturními faktory (proto se n¥-
kdy nazývá také shodnostním faktorem):

R =

∑
r? ||FO(r?)| −K |FC(r?)||∑

r? |FO(r?)|
, (1.20)

kde K je ²kálovací koe�cient a F (r?) jsme de�novali d°íve v rovnici (1.5).

Získaná data se navíc d¥lí do dvou mnoºin - pracovní (ozn. W ) a testovací (ozn.
T ). Up°es¬ování se provádí pouze s daty z pracovní mnoºiny W , která obsahuje
okolo 95 % v²ech re�exí. Z nich se ur£uje parametr Rwork na základ¥ rovnice (1.20):

Rwork =

∑
k∈W ||FO,k| − |FC,k||∑

k∈W |FO,k|
, (1.21)

zatímco z mnohem men²í testovací mnoºiny T se vypo£ítává Rfree jako

Rfree =

∑
k∈T ||FO,k| − |FC,k||∑

k∈T |FO,k|
. (1.22)

Protoºe bylo dokázáno, ºe Rfree je siln¥ korelován s p°esností fází, slouºí tento postup
k ov¥°ení správnosti up°es¬ování, nebo´ by nem¥lo docházet ke sniºování Rwork bez
sou£asného poklesu hodnot Rfree.

Niº²í hodnoty v²ech R-faktor· a vy²²í hodnoty I/σ, CC1/2 by m¥ly znamenat kva-
litn¥j²í, lépe zpracovaná data a správn¥ vy°e²enou strukturu. Názory na interpretaci
a vyuºitelnost t¥chto kritérií se v²ak £asto rozcházejí, objevují se také zcela nové
techniky hodnocení kvality získaných dat. [4, 7]

1.3 S1 nukleasa

1.3.1 Úvod o nukleasách

Nukleasy jsou enzymy schopné hydrolyticky ²t¥pit fosfodiesterovou vazbu (resp.
katalyzovat její ²t¥pení) v nukleových kyselinách. Pro jakýkoli organismus jsou tyto
enzymy nezbytné, nebo´ se podílejí na celé °ad¥ fyziologických proces· v bu¬ce.
Mají vliv na transkripci a translaci RNA, u DNA jsou sou£ástí opravných proces·,
restrik£ní endonukleasy zase hrají roli p°i obran¥ bu¬ky (²t¥pí cizorodé nukleové
kyseliny, £ímº chrání genom napadeného organismu) a tak dále.

Samotné t°íd¥ní nukleas je velmi obtíºné, nebo´ moºných kritérií m·ºeme nalézt
celou °adu. Lze je d¥lit podle preference k DNA, resp. RNA na DNasy, resp. RNasy
(existují i nukleasy nespeci�cké, které ²t¥pí ob¥ nukleové kyseliny) a dále podle
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preference k r·zným typ·m DNA a RNA (n¥které ²t¥pí v²echny, jiné nap°íklad
pouze jedno°et¥zcové nebo dvou°et¥zcové apod.). Dále lze nukleasy odli²ovat podle
místa, ve kterém ²t¥pení nukleových kyselin probíhá, na exonukleasy (poºadují volný
konec), endonukleasy (volný konec nepoºadují, mohou ²t¥pit nap°. i kruhovou DNA)
a endo-exo nukleasy. Nakonec zmi¬me je²t¥ d¥lení podle aktivity v závislosti na
p°ítomnosti kov·: mohou být na kovech nezávislé, závislé na p°ítomnosti jednoho
kovu £i více kov· (takové nukleasy se °adí mezi metaloenzymy, pat°í sem nap°íklad
i rodina S1-P1). [1, 12]

1.3.2 S1-P1 nukleasy

S1-P1 je ²iroká rodina nukleas, které se vyskytují v houbách, bakteriích, prvo-
cích £i rostlinách. Z celé °ady jejích £len· jmenujme, krom¥ S1 nukleasy z Aspergillus
oryzae, jeº je tématem této práce a podrobn¥ji se jí v¥nujeme v kapitole 1.3.3, nap°í-
klad nukleasu P1 z Penicillium citrinum, AtBFN2 z Arabidopsis thaliana a TBN1 (z
angl. tomato bifunctional nuclease) z rostliny Solanum lycopersicum, raj£ete jedlého.
V²echny tyto nukleasy mají, spolu s S1, jiº známou strukturu a jsou tak vzácnými
výjimkami v rodin¥ S1-P1.

S1-P1 nukleasy jsou obvykle závislé na zine£natých iontech Zn2+, mén¥ £asto
na iontech Ca2+ nebo Mg2+. Jejich pH optimum je v¥t²inou kyselé aº neutrální,
hmotnost mívají mezi 25 a 45 kDa a jsou pom¥rn¥ termostabilní (p°ibliºn¥ do 60
◦C).

Aº 50% sekundární struktury t¥chto nukleas je tvo°eno α-²roubovicemi spojenými
disul�dickými m·stky. Aktivní místo - kapsa poblíº povrchu nukleasy - obsahuje 3
katalyticky aktivní kationty Zn2+; dva na dn¥ kapsy a jeden blíºe povrchu nukleasy.
Nedaleko tohoto místa se nachází je²t¥ NBS1 (Nucleoside binding site 1), kde se
váºou sacharidové £ásti substrátu a báze.

Potenciál t¥chto nukleas není je²t¥ zcela objasn¥n. Jedno z moºných vyuºití (na-
p°íklad u nukleasy TBN1) m·ºe spo£ívat v lé£b¥ nádorových onemocn¥ní za vyuºití
inhibice r·stu nádoru, výzkum na toto téma v²ak stále pokra£uje. Jejich p°irozená
role se li²í v závislosti na daném organismu a taktéº je²t¥ není pln¥ známa. V bakteri-
ích se z°ejm¥ ú£astní interakce s hostitelem, v rostlinách ovliv¬ují nap°íklad procesy
klí£ení a bun¥£né smrti, zatímco v plísních se ú£astní ²t¥pení ºivin. [1, 12]

1.3.3 S1 nukleasa z Aspergillus oryzae

S1 nukleasa z rodiny S1-P1 je p·vodem z plísn¥ Aspergillus oryzae, která se,
krom¥ biotechnologického výzkumu, £asto vyuºívá v asijském potraviná°ském pr·-
myslu (v Japonsku slouºí k výrob¥ saké, fermentaci sojových bob· £i p°íprav¥ rýºo-
vého octa).

Nukleasu S1 °adíme mezi endonukleasy, které dokáºí ²t¥pit vazby uvnit° nukle-
ových kyselin (v£etn¥ kruhové DNA). Navíc preferuje jedno°et¥zcové nukleové ky-
seliny, pat°í tedy mezi tzv. single-strand speci�cké nukleasy. Aktivita na ssDNA je
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aº 75 000x vy²²í neº na nativní DNA. Nevýhodou této nukleasy je v²ak hodnota
optimálního pH pro katalýzu, které se pohybuje v kyselé oblasti mezi hodnotami pH
4 a 4,5.

S1 je metaloenzym s hmotností kolem 35 kDa závislý na p°ítomnosti t°ech zi-
ne£natých kationt· v aktivním míst¥. Jak bylo zmín¥no vý²e, tvar aktivního místa
p°ipomíná kapsu, p°i£emº dva ze t°í iont· Zn2+ jsou umíst¥ny na dn¥ kapsy (Zn 1,
Zn 2), t°etí (Zn 3) blíºe povrchu. Morfologie nukleasy spolu s detailem aktivního
místa jsou prezentovány na Obr. 1.9. [13, 14, 15]

(a)
(b)

Obrázek 1.9: Stavba nukelasy S1 s ionty Zn2+ zobrazenými tyrkysov¥.
(1.9a) Pohled na celý protein v reprezentaci sekundární struktury. Zelen¥ α-²roubovice,
ºlut¥ β-listy, �alov¥ smy£ky.
(1.9b) Detail kovového klastru a okolních aminokyselin do vzdálenosti 4 Å. Zelen¥ je zob-
razen uhlík, mod°e dusík, £erven¥ kyslík. Vytvo°eno pomocí programu PyMOL, [SW1].
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Vazebná místa

Místo NBS1, které se nechází vedle kapsy se zinky, dokáºe vázat nukleové báze ve
dvou moºných kon�guracích, pro které zde uºijeme jejich anglické ozna£ení �shallow�
a �deep� (v p°ekladu m¥lké a hluboké). Odli²ují se zp·sobem zapojení molekuly
vody, která je v aktivním míst¥ standardn¥ p°ítomna. NBS1 má navíc schopnost
rozsáhlé strukturní remodelace, díky níº je pak nukleasa S1 schopna vázat pom¥rn¥
²irokou ²kálu nukleotid· nebo nukleosid·.

Mimo místa NBS1 má S1 nukleasa je²t¥ dal²í vazebné místo, tzv. �Half-Tyr site� ,
vzdálené od NBS1 p°ibliºn¥ 13 Å. Toto místo je analog k tyrosinovému místu (Tyr-
site, odtud pochází dané pojmenování), které nalezneme u p°íbuzné P1 nukleasy. [15]

P°íprava S1 nukleasy je relativn¥ snadná, díky £emuº má ²iroké uplatn¥ní v bio-
technologickém výzkumu. Lze ji vyuºít k analýze heteroduplexní DNA, detekci mezer
ve ²roubovicové DNA £i k analýze tzv. superhelix DNA (superhelix je struktura, v
níº je ²roubovice sama sto£ena do ²roubovice).

S1 je inhibována nap°íklad produkty ²t¥pení RNA, fosfáty a fosfátovými ionty.
Uº 50 µM ATP inhibuje nukleasu £áste£n¥ a koncentrace 1 mM ATP prakticky
úpln¥, zatímco ligand 5'-dCMP (2'-deoxycytidin - 5'-monofosfát) nukleasu výrazn¥
inhibuje p°i koncentraci 30 mM. [12, 14, 16]

29



Kapitola 2

Cíle

• Krystalizace S1 nukleasy z Aspergillus oryzae za p°ítomnosti chela£ního £inidla
EDTA.

• Provedení difrak£ního experimentu, zpracování a vyhodnocení získaných struk-
turních dat.

• Interpretace výsledk· strukturních studií.
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Kapitola 3

Výsledky

3.1 Krystalizace

3.1.1 Teplotní stabilita

P°ed samotnou krystalizací je vhodné zjistit, jak se m¥ní teplotní stabilita pro-
teinu p°i p°idání chela£ního £inidla, pop°ípad¥ dal²ích kov·.

Chela£ní £inidlo, v na²em p°ípad¥ kyselina ethylendiamintetraoctová (dále jen
EDTA), má za úkol navázat a odstranit z S1 zine£naté ionty, na jejichº místo se pak
mohou vázat ionty jiných kov·. Proces vyvázání kovových iont· chela£ním £inidlem
se nazývá chelace.

Teplotní stabilitu takto vzniklého modi�kovaného proteinu (vzhledem k �referen-
£ní� teplotní stabilit¥ nativního proteinu) m¥°íme pomocí metody nano-diferen£ní
skenovací �uorimetrie, zkrácen¥ nanoDSF. Ta vyuºívá �uorescenci aminokyselin ty-
rosinu a tryptophanu ke sledování vývoje rozbalování proteinu, k n¥muº p°irozen¥
dochází p°i zvy²ující se teplot¥. Intenzita i maxima �uorescence t¥chto aminoky-
selin (p°i nanoDSF sledujeme dv¥ vlnové délky 330, resp. 350 nm) siln¥ závisí na
jejich blízkém okolí, díky £emuº m·ºeme monitorovat strukturní zm¥ny v teplotním
gradientu. Samotná teplotní stabilita je pak ur£ena teplotou tm (�melting point�),
p°i které je rozbaleno práv¥ 50% proteinu, coº odpovídá p°echodu mezi sbaleným a
rozbaleným proteinem.

O samotné teplotní stabilit¥ vypovídá nejlépe vºdy spodní z dvojice graf· na
obrázcích P1 - P4 v sekci P°ílohy. Byly provedeny 4 základní m¥°ení teplotní stability,
vºdy s proteinem o koncentraci 12 mg·ml−1:

• S1 + EDTA v r·zných molárních pom¥rech

• S1 + EDTA + kovy v molárním pom¥ru 1:1:5, respektive 1:3:5

• S1 + EDTA + NiCl2 v r·zných molárních pom¥rech

P°i kaºdém m¥°ení byla p°ítomna i kapilára s nativní S1 jako referen£ní prvek.
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Nukleasa S1, s níº bylo v celé této práci experimentováno, pocházela od dánské
biotechnologické spole£nosti Novozymes A/S (dodávka S1-U7GUV). P°i dvou p°í-
leºitostech (Obr. P3, P4) byla m¥°ena i schopnost op¥tovného sbalení proteinu p°i
sniºování teploty (refolding phase), ta v²ak kv·li p°íli² vysoké koncové teplot¥ (80
◦C) nep°inesla ºádné výsledky.

Na první pohled je z°ejmé, ºe r·st koncentrace EDTA v roztoku výrazn¥ zhor²uje
teplotní stabilitu - teplota tm se posouvá z p·vodních cca 75 ◦C aº k 50 ◦C (Obr. P1).
P°i pom¥rech 1:1:5 s r·znými kovy se teplotní stabilita více £i mén¥ obnovuje (Obr.
P3), pro vy²²í koncentraci EDTA (pom¥r 1:3:5, Obr. P4) uº to ale neplatí a rozdíly
jsou pom¥rn¥ markantní. Jedinou výjimkou je p°idání niklu, který, zdá se, dokáºe
protein termáln¥ stabilizovat mnohem lépe. Práv¥ proto byla sm¥s obsahující nikl
podrobn¥ji studována a z výsledk· m¥°ení (Obr. P2) bylo vybráno n¥kolik slibných
koncentra£ních pom¥r· pro následnou krystalizaci a difrak£ní experiment.

3.1.2 Krystaliza£ní pokusy

Pro experimenty s krystalizací bylo vybráno více r·zných kombinací v závis-
losti na p°edchozích výsledcích m¥°ení teplotní stability. Krystalizace probíhala v
naprosté v¥t²in¥ p°ípad· za pouºití metody visící kapky v teplot¥ 18 ◦C a s krysta-
liza£ní podmínkou PEG 3350 (20% - 28% (w/v), nej£ast¥ji 25%), 200 mM NaCl, 50
mM CaCl2, 100 mM Bis-Tris pH 5,5. Dopl¬kov¥ byla nasazena i krystalizace meto-
dou sedící kapky (v teplotách 10 a 18 ◦C), ta v²ak ºádné nové výsledky nep°inesla.
V n¥kolika p°ípadech bylo pouºito i citrátové podmínky (PEG 3350 25 % (w/v),
100 mM Citric acid pH 3,5), ze které v²ak ºádné krystaly nevyrostly, a proto od ní
bylo brzy upu²t¥no. V pr·b¥hu práce bylo experimentováno také s pouºitím r·zných
olej· pro zpomalení difuze (ve snaze minimalizovat defekty vzniklé p°íli² rychlým
r·stem).

Na pohled zcela bezdefektní krystaly p°inesla poprvé aº aplikace metody o£ko-
vání (tzv. seedingu), kdy se do kapky pomocí vlasu £i chlupu zanesou krystaliza£ní
zrna vzniklá nap°. rozbitím jiného (defektního) krystalu. Problémy ve fázi nukleace
se díky tomu vy°e²ily a výsledkem byly bezdefektní bipyramidy (Obr. P6 v sekci
P°ílohy). Bez o£kování vznikaly v naprosté v¥t²in¥ p°ípad· krystaly defektní, viz
nap°íklad Obr. P5a nebo P5b, £ást m¥la podobu desek (P5c).

Doba r·stu krystal· se pohybovala okolo jednoho týdne, n¥které v²ak vyrostly
aº po n¥kolika m¥sících od nasazení. Krystalizovalo se n¥kolik základních variant:
samotný nativní protein S1 (tyto krystaly nakonec nebyly vyuºity), dále S1 ve sm¥si
s EDTA a nakonec roztok S1 s EDTA, do kterého byl p°ibliºn¥ po 30 minutách
inkubace p°idán kov (resp. halogenid kovu, nap°. CoCl2, NiCl2, FeCl3 apod.). Tato
manipulace probíhala p°i pokojové teplot¥. Nej£ast¥ji bylo vyuºíváno koncentra£ních
pom¥r· 1:1:5 (v po°adí S1:EDTA:kov), které bylo nejsnaz²í vyp¥stovat a odezva
teploty tání tm nukleasy S1 na nízké koncentrace EDTA nazna£ovala náhradu kovu
v aktivním míst¥. Pozd¥ji byly tedy nasazeny také pom¥ry 1:3:5 a 1:5:10, které m¥ly
náhradu atom· zinku za jiné kovy ve struktu°e S1 je²t¥ zvýraznit.

V¥t²ina krystal· s p°idanými kovy obsahovala kobalt a nikl, nebo´ tyto kovy
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vykazovaly nejslibn¥j²í výsledky teplotní stability, viz kap. 3.1.1. Kobalt byl p°idá-
ván do sm¥sí s pom¥rem 1:1:5 (S1:EDTA:kov), nikl byl vyuºíván zejména pro vy²²í
koncentrace EDTA. Dopl¬kov¥ bylo experimentováno i s ho°£íkem a ºelezem, tyto
krystaly v²ak nakonec nebyly vyuºity pro difrakci a dal²í vyhodnocení struktury.
Výsledky krystalizace byly pr·b¥ºn¥ fotografovány p°es optický mikroskop a jejich
výb¥r je k dispozici v sekci P°ílohy.

3.2 Difrak£ní experimenty a zpracování dat

3.2.1 Parametry experimentu

Krystaly ur£ené k difrak£nímu m¥°ení na synchrotronu (konkrétn¥ na obrázcích
3.1 a 3.2, dále ozna£ené jako X3.1, resp. X3.2) byly vyloveny z kapek a v teku-
tém dusíku p°evezeny na synchrotron BESSY II, Helmholtz Zentrum Berlin. Kv·li
nep°íznivé situaci kolem pandemie nemoci Covid-19 prob¥hlo samotné m¥°ení (listo-
pad 2020) metodou �remote-control� , tzn. difrak£ní experiment byl uskute£n¥n na
dálku online v reálném £ase za spolupráce s n¥meckými kolegy. V p°ípad¥ m¥°ení
na domácím zdroji Bruker D8 Venture v BTÚ byl krystal X3.3 (Obr. 3.3) po vylo-
vení z kapky p°esunut rovnou na goniometr a m¥°ení bylo zahájeno okamºit¥. Jako
kryoprotektant byl u v²ech m¥°ených krystal· pouºit per�uoropolyether (PFPE).

Na synchrotronu byla pouºita vlnová délka rentgenového zá°ení o hodnot¥ 0,918
Å, vzdálenost detektoru Pilatus 6M od krystalu £inila 150 mm. U krystalu X3.1 bylo
navíc kv·li vy²²í multiplicit¥ u prostorové grupy P1 vyuºito dvou r·zných hodnot
úhlu κ = 0◦ a 100◦. Domácí zdroj operoval s �xní vlnovou délkou 1,342 Å, vzdálenost
detektoru Bruker byla nastavena na 90 mm.

Výstupem ze v²ech m¥°ení byla sada difrak£ních snímk·, p°i£emº jeden z nich (od
krystalu X3.1) je na obrázku P7 v sekci P°ílohy. Jde evidentn¥ o difrakci proteinového
krystalu, nebo´ vysoká hustota bod· (difrak£ních maxim) zna£í velké vzdálenosti
rovin v krystalu, coº je pro makromolekuly typické. Bílé oblasti nezaznamenávají
ºádnou intenzitu - m°íº je zp·sobena sestavou detektoru (ten je sloºen z vícero díl£ích
senzor·), od centra obrazce doleva je pak místo tzv. lapa£e primárního svazku. �erné
soust°edné kruhy s vysokou intenzitou vznikají v d·sledku difrakce rentgenového
zá°ení na ledu na povrchu krystalu.

3.2.2 Zpracování dat

P°ed kaºdým m¥°ením byly v²echny krystaly nejprve otestovány. Nam¥°eno bylo
n¥kolik zku²ebních snímk·, ze kterých bylo moºno ihned poznat, zda skute£n¥ jde
o dob°e difraktující proteinový krystal. V n¥kolika p°ípadech totiº krystal nedifrak-
toval, zcela chyb¥l nebo se jednalo o krystal soli (takový difrak£ní obrazec je pak
od proteinového snadno odli²itelný). Snímky byly okamºit¥ zpracovány programem
iMos�m a na základ¥ výsledk· tohoto zpracování pak byla navrºena strategie pro
m¥°ení kompletních dataset·.
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Ke zpracování kompletních dat byl vyuºit program XDS. Nam¥°ená data se pro
kaºdý krystal vyhodnocovala odd¥len¥ - zpracovávaly se tedy dva datasety dohro-
mady od krystalu X3.1, jeden od X3.2 a pozd¥ji je²t¥ jeden od X3.3. Následn¥
byla data se²kálována a zpr·m¥rována pomocí programu AIMLESS z balí£ku CCP4.
Krystal X3.1 byl zpracován aº do atomárního rozli²ení 1,1 Å, X3.2 do velmi vyso-
kého rozli²ení 1,5 Å, m¥°ení na domácím zdroji p°ineslo uspokojivé výsledky do
rozli²ení 1,9 Å (X3.3). Výsledky zpracování dat pro tyto krystaly jsou uvedeny v
tabulkách 3.1, 3.2, 3.3. Difrak£ní limit u jednotlivých krystal· byl uváºliv¥ volen
podle hodnot I/σ, Rmerge a kompletnosti dat s p°ihlédnutím k jejich dal²ímu vyu-
ºití. [SW2, SW3, SW4]

3.3 Analýza výskytu kov·

V p°ípad¥ v²ech m¥°ených krystal· byla po zpracování dat vyuºita metoda mo-
lekulárního nahrazení (viz kap. 1.2.7), nebo´ zde byl p°edpoklad, ºe p°idaná EDTA
by m¥la p·sobit strukturní zm¥ny nanejvý² v oblasti aktivního místa obsahujícího
zine£naté ionty. Jako známá struktura byla pro provedení molekulárního nahrazení
vyuºita nukleasa S1 z [15], PDB ID 5FBB.

Struktura vypo£tená na základ¥ modelu po molekulárním nahrazení byla zp°es-
n¥na pomocí 50 cykl· programu Refmac5. Výsledky tohoto zp°es¬ování jsou pro
data ze v²ech t°í krystal· uvedeny v Tab. 3.4. Je nutno poznamenat, ºe se nejedná o
kompletní vy°e²enou strukturu, nebo´ cílem bylo pouze získání diferen£ních a ano-
málních map, jejichº maxima v násobcích σ 1 jsou uvedena v Tab. 3.5. [SW4]

Ani jedno z m¥°ení na synchrotronu nebylo optimalizováno na získání anomálních
signál· od jednotlivých t¥ºkých kovových iont·. P°i analýze výsledk· chelace byly
pouºity pouze diferen£ní (rozdílové FO − FC) mapy elektronové hustoty získané
molekulárním nahrazením strukturou, která chelací nepro²la. Tyto mapy zobrazené
na hladin¥ 10σ jsou na obrázcích 3.4 a 3.5.

Anomální signál byl získán aº z m¥°ení difrakce krystalu X3.3 na domácím zdroji
Bruker D8 Venture v Centru molekulární struktury (BTÚ, AV �R). Mimo rozdí-
lovou FO − FC mapu elektronové hustoty (Obr. 3.6) byla tedy vypo£tena i mapa
anomální, viz Obr. 3.7 (mod°e). Anomálního rozptylu se v proteinové krystalogra�i
vyuºívá zejména p°i práci s t¥ºkými atomy, typicky kovy (podrobn¥j²í výklad této
problematiky je k dispozici v [4]). Rozdílová anomální mapa na Obr. 3.7, zobrazená
na hladin¥ 3σ, ukazuje z°etelná maxima na pozicích, kde by se ve struktu°e klastru
m¥ly nacházet t¥ºké anomáln¥ rozptylující kovové atomy.

1σ je sm¥rodatná odchylka elektronové hustoty vypo£tené Fourierovou transformací, viz 1.2.2.
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Tabulka 3.1: Výsledky zpracování dat krystalu X3.1 (1:1 S1:EDTA) pomocí programu
AIMLESS z balí£ku CCP4 [SW4]. St°edníky v horní £ásti tabulky odd¥lují parametry
m¥°ení pro κ = 0◦ a 100◦. Nam¥°eno na synchrotronu Bessy II, HZB.

vlnová délka λ [Å] 0, 918

celkový úhel φ [◦] 360 ; 360
oscila£ní úhel ∆φ [◦] 0, 1 ; 0, 1

κ [◦] 0 ; 100
expozi£ní £as [s/snímek] 0, 1 ; 0, 1

difrak£ní limit [Å] 44, 77− 1, 10 (44, 77− 6, 02) {1, 12− 1, 10}
celkový po£et re�exí 1 220 694 (8 982) {62246}
po£et nezávislých re�exí 193 512 (1 211) {9668}
kompletnost dat [%] 96, 9 (99, 8) {97, 6}
multiplicita 6, 3 (7, 4) {6, 4}
prostorová grupa P1

parametry elementární bu¬ky
délka hran [Å]
velikosti úhl· [◦]

a = 43, 31; b = 48, 92; c = 65, 43

α = 72, 8; β = 89, 9; γ = 74, 1

CC1/2 0, 995 (0, 997) {0, 835}
〈I/σ〉 10, 5 (22, 3) {2, 6}
Rmerge 0, 110 (0, 069) {0, 933}
Rmeas 0, 119 (0, 074) {1, 015}
Rpim 0, 046 (0, 027) {0, 392}
Wilson B [Å2] 9

Obrázek 3.1: Krystal X3.1 nukleasy S1 (12 mg·ml−1) s chela£ním £inidlem EDTA p¥stovaný
metodou visící kapky p°i teplot¥ 18◦C v podmínce PEG 3350 25% (w/v), 200 mM NaCl, 50
mM CaCl2, 100 mM Bis-Tris pH 5,5. Difrak£ní experiment byl proveden na synchrotronu
Bessy II, HZB.
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Tabulka 3.2: Výsledky zpracování dat krystalu X3.2 (1:1 S1:EDTA) pomocí programu
AIMLESS z balí£ku CCP4. [SW4] Nam¥°eno na synchrotronu Bessy II, HZB.

vlnová délka λ [Å] 0, 918

celkový úhel φ [◦] 360
oscila£ní úhel ∆φ [◦] 0, 1

κ [◦] 0
expozi£ní £as [s/snímek] 0, 1

difrak£ní limit [Å] 44, 53− 1, 50 (44, 53− 8, 22) {1, 53− 1, 50}
celkový po£et re�exí 1 018 943 (6 075) {48333}
po£et nezávislých re�exí 40 350 (323) {1905}
kompletnost dat [%] 99, 9 (99, 5) {99, 4}
multiplicita 25, 3 (18, 8) {25, 4}
prostorová grupa P43212

parametry elementární bu¬ky
délka hran [Å]
velikosti úhl· [◦]

a = 62, 97; b = 62, 97; c = 122, 59

α = 90, 0; β = 90, 0; γ = 90, 0

CC1/2 0, 999 (0, 999) {0, 183}
〈I/σ〉 11, 2 (53, 9) {0, 5}
Rmerge 0, 242 (0, 051) {9, 068}
Rmeas 0, 247 (0, 052) {9, 249}
Rpim 0, 049 (0, 011) {1, 801}
Wilson B [Å2] 18

Obrázek 3.2: Srostlice krystal· X3.2 nukleasy S1 (12 mg·ml−1) s chela£ním £inidlem EDTA
v molárním pom¥ru 1:1 p¥stovaná metodou visící kapky p°i 18◦C v podmínce PEG 3350
25% (w/v), 200 mM NaCl, 50 mM CaCl2, 100 mM Bis-Tris pH 5,5. P°ed difrak£ním
experimentem na synchrotronu Bessy II, HZB byla srostlice ²t¥pena na t°etiny, z nichº
jedna byla m¥°ena.
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Tabulka 3.3: Výsledky zpracování dat krystalu X3.3 (1:5:10 S1:EDTA:NiCl2) pomocí pro-
gramu AIMLESS z balí£ku CCP4. [SW4] Nam¥°eno na difraktometru Bruker D8 Venture
v BTÚ AV �R.

vlnová délka λ [Å] 1, 342

celkový úhel φ [◦] 360
oscila£ní úhel ∆φ [◦] 0, 2

κ [◦] 0
expozi£ní £as [s/snímek] 15
difrak£ní limit [Å] 43, 37− 1, 90 (43, 37− 9, 11) {1, 94− 1, 90}
celkový po£et re�exí 183 063 (2 140) {5670}
po£et nezávislých re�exí 17 302 (210) {1081}
kompletnost dat [%] 99, 9 (99, 6) {99, 5}
multiplicita 10, 6 (10, 2) {5, 2}
prostorová grupa P43212

parametry elementární bu¬ky
délka hran [Å]
velikosti úhl· [◦]

a = 61, 69; b = 61, 58; c = 110, 77

α = 90, 0; β = 90, 0; γ = 90, 0

CC1/2 0, 991 (0, 996) {0, 659}
〈I/σ〉 10, 8 (24, 3) {1, 8}
Rmerge 0, 184 (0, 109) {0, 937}
Rmeas 0, 193 (0, 114) {1, 038}
Rpim 0, 057 (0, 032) {0, 435}
Wilson B [Å2] 5

Obrázek 3.3: Krystal X3.3 (v krouºku) nukleasy S1 (12 mg·ml−1) s chela£ním £inidlem
EDTA a NiCl2 v molárním pom¥ru 1:5:10 p¥stovaný metodou visící kapky p°i 18◦C v
podmínce PEG 3350 25% (w/v), 200 mM NaCl, 50 mM CaCl2, 100 mM Bis-Tris pH 5,5,
m¥°ený na difraktometru Bruker Venture D8, BTÚ AV �R.
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Tabulka 3.4: Výsledky up°es¬ování struktur po molekulárním nahrazení (data z krystal·
X3.1, X3.2, X3.3) pomocí 50 cykl· programu Refmac5 [SW4].

data X3.1 X3.2 X3.3

rozli²ení [Å] 36, 01− 1, 10 43, 96− 1, 50 43, 40− 1, 90

po£et re�exí (celkové) 193 503 40 268 17 250
po£et re�exí (free) 3 867 829 849
Rwork 0, 288 0, 283 0, 256

Rfree 0, 307 0, 300 0, 307

st°ední odchylky (r.m.s.d.)
délky vazeb [Å]
velikosti úhl· [◦]

0, 012

1, 775

0, 011

1, 702

0, 010

1, 721

Tabulka 3.5: Porovnání maxim diferen£ních (rozdílových FO − FC) map a anomální mapy
ze získaných dataset· od krystal· X3.1, X3.2, X3.3.

maxima diferen£ních map [σ] maxima anom. mapy [σ]
pozice X3.1 X3.2 X3.3 X3.3

Zn 1 64, 16 28, 06 23, 63 3, 93

Zn 2 60, 98 28, 30 22, 90 5, 01

Zn 3 48, 51 24, 42 22, 04 6, 16
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Obrázek 3.4: Rozdílová FO − FC mapa (oranºov¥) elektronové hustoty kovového klastru
krystalu X3.1 (protein S1 s chela£ním £inidlem EDTA v molárním pom¥ru 1:1) na hladin¥
10σ. Zobrazení pomocí kuli£kového a ty£inkového modelu: zelen¥ uhlík, £erven¥ kyslík,
mod°e dusík, vodíkové atomy nejsou zobrazeny. Data byla gra�cky zpracována v programu
Coot [SW4].

Obrázek 3.5: Rozdílová FO − FC mapa (oranºov¥) elektronové hustoty kovového klastru
krystalu X3.2 (protein S1 s chela£ním £inidlem EDTA v molárním pom¥ru 1:1) na hladin¥
10σ. Zobrazení pomocí kuli£kového a ty£inkového modelu: zelen¥ uhlík, £erven¥ kyslík,
mod°e dusík, vodíkové atomy nejsou zobrazeny. Data byla gra�cky zpracována v programu
Coot [SW4].
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Obrázek 3.6: Rozdílová FO − FC mapa (oranºov¥) elektronové hustoty kovového klastru
krystalu X3.3 (protein S1 s chela£ním £inidlem EDTA a NiCl2 v molárním pom¥ru 1:5:10)
na hladin¥ 10σ. Zobrazení pomocí kuli£kového a ty£inkového modelu: zelen¥ uhlík, £erven¥
kyslík, mod°e dusík, vodíkové atomy nejsou zobrazeny. Data byla gra�cky zpracována v
programu Coot [SW4].

Obrázek 3.7: Anomální diferen£ní mapa (mod°e) na hladin¥ 3σ v kovovém klastru krystalu
X3.3 (protein S1 s chela£ním £inidlem EDTA a NiCl2 v molárním pom¥ru 1:5:10). Zobra-
zení pomocí kuli£kového a ty£inkového modelu: zelen¥ uhlík, £erven¥ kyslík, mod°e dusík,
vodíkové atomy nejsou zobrazeny. Data byla gra�cky zpracována v programu Coot [SW4].
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Kapitola 4

Diskuze

Kovové ionty jsou pro aktivitu metaloenzym· zcela st¥ºejní. D·leºitost zine£na-
tých iont· pro strukturní stabilitu nukleasy S1, která je p°irozen¥ obsahuje, byla
studována v této práci. Nukleasa byla ovlivn¥na chela£ním £inidlem EDTA, p°i£emº
výsledkem chelace m¥lo být vyvázání iont· Zn2+ z její struktury. Takto modi�kovaný
protein byl krystalizován a následn¥ podroben difrak£nímu experimentu.

P°ed zahájením krystalizace byla m¥°ena teplotní stabilita nukleasy S1 ve sm¥-
sích s chela£ním £inidlem EDTA, pop°ípad¥ i chloridy r·zných kov·. Výsledky t¥chto
m¥°ení slouºily jako základ pro výb¥r molárních pom¥r· vhodných pro krystalizaci.
Nasazeny byly °ádov¥ dv¥ stovky kapek, krystaly vyrostly p°ibliºn¥ ve t°etin¥ z
nich. Získané krystaly byly v²ak v naprosté v¥t²in¥ p°ípad· defektní. Sníºená re-
produkovatelnost a kvalita krystal· m·ºe být vysv¥tlena práv¥ p°idáním chela£ního
£inidla. EDTA totiº m·ºe strukturu rozru²it natolik, ºe zp·sobí omezení výt¥ºnosti
krystalizace a �nální kvality. Tyto zm¥ny se ale velmi pravd¥podobn¥ nijak zásadn¥
neprojevují na teplotní stabilit¥ proteinu.

Difrak£ní m¥°ení získaných krystal· se uskute£nila jak na synchrotronu (s vlnovou
délkou 0,918 Å), tak i na zdroji s tekutou anodou (�xní vlnová délka 1,342 Å). Data
byla zpracována do pom¥rn¥ vysokých rozli²ení pod 2 Å, v p°ípad¥ krystalu X3.1
dokonce aº na atomární rozli²ení 1,1 Å. Vedle prostorové grupy P1 rostly krystaly
také v grup¥ P43212, coº zatím nebylo u S1 nukleasy pozorováno, alespo¬ dle dosud
publikovaných struktur v databázi PDB. V²echny datasety mají dobrou kompletnost
i multiplicitu. Hodnoty ur£itých parametr· mají potenciál k dal²ímu zlep²ení, av²ak
za cenu sníºení rozli²ení. Pro ú£ely této práce jsou v²ak data dostate£né kvality.

Analýza diferen£ních map elektronové hustoty ukazuje na sníºenou okupanci
atom· zinku v p°ípad¥ krystal· X3.1 a X3.2. Tento jev je nejvíce patrný vºdy na
pozici zinku £íslo 3, který se nachází nejblíºe povrchu. Niº²í okupance znamená
vyvázání zinku ze struktury klastru, které v²ak neprob¥hlo u v²ech molekul v krys-
talu. Toto je pravd¥podobn¥ zp·sobeno pouºitím nedostate£ného mnoºství (resp.
koncentrace) chela£ního £inidla.

V p°ípad¥ krystalu X3.3, který mimo S1 a EDTA obsahoval je²t¥ p°idaný nikl,
jsou zajímavé p°edev²ím výsledky z anomální mapy. Pokud by k vým¥n¥ kov· nedo-
²lo, byl by zde anomální signál slabý (ne-li ºádný). Nicmén¥ anomální mapa vykazuje
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t°i z°etelná maxima, která se navíc nachází prakticky p°esn¥ na pozicích p·vodních
zine£natých iont·. Z analýzy anomální mapy elektronové hustoty plyne, ºe u v¥t²í
£ásti molekul pravd¥podobn¥ do²lo k vyvázání atom· zinku a následn¥ i k navá-
zání atom· niklu na stejné pozice. K tomuto procesu byla nejvíce náchylná, dle
p°edpokladu, pozice Zn 3 nejblíºe povrchu nukleasy (viz mapa na Obr. 3.7).

(a)

(b)

Obrázek 4.1: Anomální signál zinku (4.1a) a niklu (4.1b) v závislosti na vlnové délce, resp.
energii rentgenového zá°ení. Zelenými £arami jsou znázorn¥ny vlnové délky vhodné pro
m¥°ení anomálního signálu p°ed a za hranou. Dostupné z [SW5].

Pomocí rentgenového zá°ení o vlnových délkách, jaké byly pouºity v provede-
ných experimentech, nelze spolehliv¥ odli²it zine£naté a nikelnaté ionty v aktivním
míst¥. M¥°ení, která by p°ítomnost iont· Ni2+ v proteinu mohla prakticky s ur£itostí
potvrdit, by se m¥la zaobírat studiem charakteristik anomálního signálu. Jeden z
moºných, a z°ejm¥ nejlépe proveditelných, postup· je m¥°ení anomálního rozptylu
p°i r·zných vlnových délkách v blízkém okolí tzv. absorp£ních hran (podobn¥, jak
je zelenými £arami nazna£eno v grafech na obrázku 4.1), coº jsou pro kaºdý prvek
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speci�cké vlnové délky, p°i kterých dochází ke zvý²ené absorpci dopadajícího zá°ení
(de facto dochází k rezonan£ním jev·m v elektronovém obalu). Takový experiment
jde nejsnáze uskute£nit se synchrotronovým zá°ením, jehoº vlnovou délku lze, v
porovnání s klasickými rentgenkami, pom¥rn¥ snadno m¥nit.

Zbývá také zodpov¥d¥t otázky, jeº se p°irozen¥ okamºit¥ nabízí. Jaká koncentrace
EDTA (respektive jaký molární pom¥r k S1) dokáºe vyvázat v²echny zinky? A je
tato koncentrace únosná pro op¥tovné navázání jiných kov·? Jak jiº bylo °e£eno,
pom¥r S1:EDTA 1:1 k výrazným zm¥nám nesta£í, zatímco pom¥r 1:5 uº vykazuje
mnohem nad¥jn¥j²í výsledky. Je v²ak moºné, ºe chelace v²ech t°ech iont· zinku bude
nevyhnuteln¥ spjata s nevratnou degradací proteinu. Podobn¥ bude pravd¥podobn¥
existovat i jisté nadlimitní mnoºství EDTA, které taktéº zp·sobí znehodnocení pro-
teinu (toto mnoºství p°itom stále nemusí být dostate£né k chelaci v²ech zink·). Ta-
kové experimenty z·stávají moºnou náplní budoucího výzkumu, nap°íklad v rámci
Výzkumného úkolu.

Pozornost by se m¥la v¥novat taktéº optimalizaci krystalizace, nebo´ získané krys-
taly byly v naprosté v¥t²in¥ p°ípad· defektní, a tedy ne zcela vhodné pro difrak£ní
experiment. Slibné °e²ení tohoto problému nabízí metoda o£kování, z níº vznikaly
krystaly by´ malých rozm¥r·, av²ak na pohled prakticky výlu£n¥ bezdefektní. Tyto
v²ak dále nebyly pouºity k ºádnému m¥°ení, jejich difrak£ní vlastnosti tedy z·stávají
prozatím neznámé. Dodejme v²ak, ºe ani intenzivní optimalizace nezaru£uje jistotu
kvalitních a velkých krystal·, nebo´ protein podrobený chelaci takové v·bec nemusí
vytvo°it.

Dal²í výzkum by se mohl zam¥°it na studium aktivity modi�kovaného proteinu.
Z·stává totiº stále neznámé, zda je protein po vým¥n¥ kov· v aktivním míst¥ (na-
p°íklad práv¥ za nikl) v·bec aktivní £i aktivní p°i stejných podmínkách. Nap°íklad
posun v optimálním pH pro katalýzu by mohl být základem nových a odli²ných
biotechnologickcýh aplikací. Podobn¥ se m·ºe modi�kací pozm¥nit i preference nuk-
leasy. Takové experimenty v²ak p°esahují rozsah bakalá°ské práce.
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Záv¥r

V rámci této práce byly provedeny krystaliza£ní experimenty s proteinem S1 z
Aspergillus oryzae, který byl ovlivn¥n chelata£ním £inidlem EDTA. Krystaly byly
následn¥ podrobeny difrak£ním experiment·m na zdrojích rentgenového zá°ení na
synchrotronu Bessy II (Helmholtz Zentrum Berlin) a domácím zdroji Bruker D8
Venture (BTÚ AV �R).

Získaná data byla zpracována do pom¥rn¥ vysokých rozli²ení, konkrétn¥ do 1,1 Å,
resp. 1,5Å v p°ípad¥ krystal· m¥°ených na synchrotronu a 1,9 Å u difrakce krystalu
na domácím zdroji, která v²ak byla optimalizována p°edev²ím na získání anomálního
signálu. Krom¥ prostorové grupy P1 byla u tohoto proteinu v·bec poprvé (alespo¬
dle dosavadních záznam· PDB) pozorována také grupa P43212.

Na základ¥ analýzy diferen£ních map elektronové hustoty lze usoudit, ºe v p°ípad¥
krystal· X3.1 a X3.2 nedo²lo ke kompletní chelaci zine£natých iont·, pouze ke sníºení
okupance. Struktura kovového klastru nebyla nijak výrazn¥ zm¥n¥na. V p°ípad¥
krystalu X3.3, který byl m¥°en p°edev²ím s cílem získat anomální signál a skládal
se z nukleasy S1, EDTA a NiCl2 v molárním pom¥ru 1:5:10, do²lo k £áste£né chelaci
p·vodních iont· Zn2+ a náhrad¥ za ionty Ni2+. Nazna£uje to získaná anomální mapa,
která rovn¥º ukazuje, ºe náhrada prob¥hla v nejv¥t²í mí°e na pozici Zn 3 nejblíºe
povrchu nukleasy.
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P°ílohy

Teplotní stabilita

Obrázek P1: Teplotní stabilita nukleasy S1 (koncentrace 12 mg·ml−1) v roztoku s EDTA v
r·zných molárních pom¥rech. Oproti nativní S1 (tmav¥ mod°e) lze vid¥t z°etelné zhor²ení
teplotní stability po ovlivn¥ní chela£ním £inidlem. M¥°eno metodou nanoDSF.

Obrázek P2: Teplotní stabilita sm¥si nukleasy S1 (koncentrace 12 mg·ml−1), EDTA a NiCl2
v r·zných molárních pom¥rech. P°idání niklu k chelovanému proteinu dokáºe £áste£n¥
obnovit teplotní stabilitu (v porovnání s Obr. P1). M¥°eno metodou nanoDSF.
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Obrázek P3: Teplotní stabilita sm¥sí S1 (koncentrace 12 mg·ml−1), EDTA a chlorid· r·z-
ných kov· v molárním pom¥ru 1:1:5. Po chelaci a p°idání kov· se teplota tm p°ibliºn¥ vrací
na hodnoty nativní S1 (zelen¥). M¥°eno metodou nanoDSF.

Obrázek P4: Teplotní stabilita sm¥sí S1 (koncentrace 12 mg·ml−1), EDTA a chlorid· r·z-
ných kov· v molárním pom¥ru 1:3:5. Vy²²í koncentrace EDTA p·sobí, navzdory násled-
nému dodání kov·, zhor²ení teplotní stability proti nativnímu proteinu (zelen¥). Výjimkou
je p°idání niklu, který teplotní stabilitu obnovuje. Tento jev byl dále studován, viz Obr.
P2. M¥°eno metodou nanoDSF.
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Krystalizace

(a) (b)

(c) (d)

Obrázek P5: R·zné tvary krystal· p¥stovaných v podmínce PEG 3350, 200 mM NaCl, 50
mM CaCl2, 100 mM Bis-Tris pH 5,5 metodou visící kapky p°i teplot¥ 18 ◦C. Pokaºdé byla
pouºita S1 o koncentraci 12 mg·ml−1.
(P5a) Defektní srostlice S1:EDTA:NiCl2 v molárním pom¥ru 1:3:5, PEG 3350 25%.
(P5b) Defektní bipyramida S1:EDTA:CoCl2 v molárním pom¥ru 1:1:5, PEG 3350 25%.
(P5c) Deskový krystal S1:EDTA:CoCl2 v molárním pom¥ru 1:1:5, PEG 3350 19%.
(P5d) Krystal S1:EDTA:CoCl2 v molárním pom¥ru 1:1:5, PEG 3350 25%.

(a) (b)

Obrázek P6: Bipyramidové krystaly sm¥si S1:EDTA:CoCl2 v molárním pom¥ru 1:1:5 zís-
kané za vyuºití metody o£kování zrny z krystalu stejného druhu. P¥stováno ve visící kapce
p°i teplot¥ 18 ◦C v podmínce PEG 3350 23% (P6a), 24% (P6b) (w/v), 200 mM NaCl, 50
mM CaCl2, 100 mM Bis-Tris pH 5,5. Byla pouºita koncentrace S1 12 mg·ml−1.
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Difrak£ní experiment

Obrázek P7: Difrak£ní obrazec krystalu nukleasy S1 (12 mg·ml−1) s chela£ním £inidlem
EDTA v molárním pom¥ru 1:1, vyp¥stovaného v podmínce PEG 3350 25% (w/v), 200
mM NaCl, 50 mM CaCl2, 100 mM Bis-Tris pH 5,5 (visící kapka, 18 ◦C), nam¥°ený na
synchtrotronu Bessy II, HZB.
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