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EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova), se kterymi byly nésledné provedeny
difrakéni experimenty. Vyhodnoceni ziskanych difrakénich dat naznacuje, ze doslo k
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analyza anoméalni mapy elektronové hustoty ziskand z krystalu chelovaného pro-
teinu s dodate¢nym pridanim nadbytku niklu ukazuje, 7e na mista ionti zinku je
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tetraacetic acid) were grown and X-ray diffraction experiments were subsequently
performed. Diffraction data analysis shows that zinc ions, natively present in the
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Uvod

V roce 1840 pozoroval F. L. Hiinefeld viibec prvni krystal proteinu - hemoglobinu.
Ackoli 8lo puvodné o §tastnou ndhodu, pfinesla tato udalost nezvratny dikaz o tom,
ze 1 biologické makromolekuly, tedy napiiklad proteiny a nukleové kyseliny, jsou
schopny krystalizace v podobném duchu jako soli a jiné anorganické latky. Uz v
nasledujici dekadé poskytl jiny némecky védec O. Funke popis procesu produkce
krystalii lidského hemoglobinu. Pokroky v dalSich letech pak pfinesly vyznamné
objevy v krystalizaci enzymi, nukleovych kyselin i viri.

Makromolekularni krystalografie se od 50. let 20. stoleti stala vyznamnou védni
disciplinou na pomezi fyziky, chemie a biologie, vyznamné ptispivajici nejen k za-
kladnimu biotechnologickému vyzkumu, ale také napiiklad k vyvoji léciv proti nej-
riznéjsim nemocem. Mimo méfeni samotné difrakce na monokrystalu se zaobiré téz
jak pfipravou podminek pro rist krystali (hledani vhodnych metod, fyzikalnich pa-
rametri a slozeni mate¢nych roztoki), tak i zpracovanim a vyhodnocenim dat a
naslednym sestavenim strukturniho modelu. Pro urceni struktury krystali biologic-
kych latek se nejcastéji vyuziva rentgenové difrakce (viz 1.2.2), aplikované poprvé
otcem a synem Braggovymi v roce 1912 1. V roce 1934 byl pomoci této metody ziskan
vibec prvni difrakéni obraz proteinového krystalu - pepsinu. Studiem rozptyleného
zéreni, které vznika pri interakei vzorku s dopadajicim (primarnim) rentgenovym
zafenim, lze v nejlep$im piipadé urcit absolutni strukturu, tedy nejen typ krysta-
lové mtize, ale i polohy atomi spolu s délkami a thly vazeb mezi nimi. V posledni
dobé probiha dramaticky rozvoj dalsich metod urcovani struktur, jako je napiiklad
kryo-elektronova mikroskopie, nukledrni magneticka rezonance, ve vypocetni oblasti
zacina nachazet uplatnéni umeéla inteligence.

V piirodé existuje skupina makromolekul - proteinti - schopnych katalyzovat che-
mické reakce. Enzymy, jak tyto molekuly nazyvame, se pravé diky schopnosti umoz-
nit energeticky méné naroc¢ny pribéh reakei staly nepostradatelnou soucasti vSech
zivych organismu. Ve skupiné enzymu navic existuji takové, které vazou do svého
aktivnitho mista iont (nebo ionty) kovu, a proto se nazyvaji metaloenzymy. Mezi
metaloproteiny obecné patii napifklad enolasa (obsahujici dva ionty Mg*™ v aktiv-
nim misté), hemoprotein (napf. jiz zminény hemoglobin s iontem Zeleza) nebo pravé
nukleasa S1 se tiemi ionty zinku.

1Za tispésné urceni struktury anorganickych latek byli v r. 1915 vyznamenani Nobelovou cenou
za fyziku.

10



Tato préace se zabyva studiem strukturnich zmén kovového klastru nukleasy S1 z
Aspergillus oryzae, které jsou zptuisobeny chelaci zine¢natych iontu kyselinou ethylen-
diamintetraoctovou, neboli EDTA. Strukturni analyza probéhla za vyuziti zaklad-
nich metod proteinové krystalografie. Postupné byla provedena krystalizace proteinu
za pritomnosti chela¢niho ¢inidla, difrakéni experiment na zdroji rentgenového za-
feni a nasledné zpracovani a vyhodnoceni naméienych dat modernim softwarem.
Ptipadné zmény ve struktuie kovového klastru a metody jejich dosazeni mohou byt
pouzity v néasledném biotechnologickém vyzkumu.
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Kapitola 1

Teoreticka c¢ast

1.1 Krystalizace proteint

Krystaly biologickych molekul maji, obecné vzato, naprosto rozdilné vlastnosti od
svych anorganickych protéjski. Krystaly malych molekul jsou vysoce uspotfadané,
tvrdé, odolné viacéi manipulaci (tzn. i vaéi vystaveni vzduchu), disponuji dobrymi
optickymi i difrakénimi vlastnostmi a prakticky nejsou omezeny v rozmérech, které
mohou dosahovat az nékolika metri. Naproti tomu krystaly biomolekul nartustaji
nejvyse par milimetra (navic ziidka presdhnou velikost 1 mm), jsou kiehké, nachylné
k poskozeni p¥i manipulaci a citlivé na jakékoli zmény podminek (pH, teplota, de-
hydratace, radia¢ni poskozeni). To je dano zejména vysokym obsahem rozpoustédla
v krystalu, coz krystal samotny a jeho vlastnosti omezuje. Neziidka je potieba k zis-
kani kvalitnich dat méfeni z nékolika krystali, avSak diky pokroku v technologiich
(kvalitni detektory, zafeni s vysokou intenzitou aj.) se postupné daii tyto problémy
prekonavat. |1, 2|

1.1.1 Prabéh krystalizace

Proces krystalizace délime do dvou zakladnich krokiu: nukleace a rist krystalu.
V nékteré literatuie se lze setkat i se tfetim krokem; ukonceni ristu.

Proces nukleace je charakteristicky vznikem krystalizacnich jader - nuklei. Do-
chazi ke kontaktu molekul a tvorbé vazeb mezi nimi, diky ¢emuz latka piechazi ze
stavu s chaotickym uspordadanim do stavu lokalné usporddaného. Takto vytvorené
agregaty se za vhodnych podminek stabilizuji a vytvoii jadro. Jelikoz se jedna o
uplny pocatek krystalizace, je tento proces problematicky, velice Spatné piredvida-
telny, a tudiz dosud $patné zdokumentovany.

Po nukleaci pfichazi na fadu rdst. Jde o dynamicky proces, pii kterém dochéazi
ke kontaktu mezi jadry a molekulami proteinu v roztoku. Jsou-li molekuly vhodné
orientované, uspotradaji se na povrchu nuklef a krystal tak roste. Velmi zalezi na rych-
losti ristu - je-li pFili§ vysoka, v krystalu muze dochazet k tvorbé defektu (dislokaci)
nebo se tvoif mnoho malych jader, kterd jsou pro dalsi experimenty nepouzitelna.
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Rist je ukoncen v momenté dosazeni rovnovihy mezi krystalem a roztokem. Cely
proces je vice predvidatelny nez nukleace, je tedy i lépe prozkouman.

Pro oba kroky krystalizace je extrémné diilezité tzv. presyceni (supersaturace);
faze, kdy je v rozpoustédle obsaZeno vice latky, nez pii rovnovazném stavu (jde tedy
o stav nerovnovazny). Tohoto stavu lze dosahnout vicero zpusoby - zvySenim kon-
centrace proteinu, zménou pH ¢i teploty nebo pridavkem precipitantu. Pti pfechodu
k rovnovaze dochazi k vylouc¢eni proteinu, coz za vhodnych podminek vede pravé ke
vzniku nuklef a iniciaci krystalizace.

Nize okomentujeme nékolik moznych situaci, které mohou pii presyceni nastat
(Obr. 1.1).

1. Stabilni oblast. Presyceni je zde prilis nizké a krystalizace viibec neprobihé,
nebo se zastavuje.

2. Metastabilni zéna. V této oblasti, pti nizsim presyceni, nedochézi ke spontanni
tvorbé nuklei, avSak roztok silné podporuje rist. Krystalizace sama od sebe
neprobihé, avSak jsou-li pfitomna jadra, krystal roste.

3. Nuklea¢ni zona. Je charakteristickd vys$Sim stupném piesyceni nez metastabilni
oblast. Dochézi zde zejména k nukleaci, avsak rist krystali je také v omezené
mife mozny. Nékdy se tato oblast nazyva téz labilni.

4. Zoéna precipitace. Pii vysokém presyceni dochazi ke srazeni (precipitaci) pro-
teinu. Nedochézi zde k nukleaci, nebo jen velmi omezené (s rostoucim presy-
cenim klesa pocet vzniklych jader, nakonec dochazi pouze k precipitaci).

presycenl, @——>

zdna precipitace

koncentrace proteinu

stabilni oblast

koncentrace precipitantu

Obréazek 1.1: Stavovy diagram proteinové krystalizace.

Ideélni situace je nasledujici: proces za¢ina pfechodem koncentrace proteinu do zény
nukleace a po utvoteni nékolika mélo jader koncentrace klesne do metastabilni zény,
kde dojde k ristu krystali na vzniklych jadrech. Takto vznikne relativné maly pocet
krystalii vétsich rozméru, které c¢asto mivaji kvalitnéjsi parametry pro rentgenovou
difrakei. |1, 2]
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1.1.2 Faktory ovlivinujici krystalizaci

Existuje mnoho faktoru, které ovliviiuji cely pribéh krystalizace - od pravdeé-
podobnosti vyskytu nuklei pfes tempo riustu az po findlni tvar a kvalitu krystalu.
Mnoho z nich je na sobé vzajemné zavislych, vztahy mezi jednotlivymi faktory jsou
velice ¢asto netrividlni, a tedy tézko odhadnutelné bez predchozich zkuSenosti. Na-
vic je kazdy protein jedinecny, tudiz neexistuje jedind konkrétni ,jista“ podminka
krystalizace. Faktory, které jsou pro krystalizaci obecné zcela zasadni, shrnuje tato
kapitola.

Jednim z nejdulezitejSich parametru je ¢istota a homogenita proteinu. Jsou to
totiz pravé necistoty, které velmi ¢asto komplikuji usporadani proteinu a degraduji
tak vysledny krystal (nebo jeho vzniku zcela zabrani). Proto na poc¢atku experi-
mentu prochézi proteiny purifikaci (¢isténim), p¥i které se odstranuji napiiklad jiné
proteiny, nukleové kyseliny, neznamé ligandy aj.

Koncentrace proteinu je dilezity faktor pro dosazeni pfesyceni (to je totiz li-
nearni funkei koncentrace), nukleaci a nasledny rust krystalu. Na volbé startovni
koncentrace zavisi napiiklad velikost vyslednych krystalu, ktera pak ovliviiuje kva-
litu difrakéniho experimentu. Dodejme jesté, ze rizné krystaliza¢ni metody vyzaduji
rizné koncentrace proteinu.

Protoze zmény pH ovliviiuji ndboj na povrchu molekul proteinu, maji za na-
sledek také zmény ve zpusobu interakce jednotlivych molekul. Pravé hodnoty pH
jsou castou proménnou pfi tzv. screeningu, kde hleddme vhodnou krystaliza¢ni pod-
minku. Aby pH zustalo konstantni, vyuziva se specidlnich roztoku - pufri. Vétsina
proteint preferuje ptiblizné neutralni pH (tzn. v rozmezi 6 - 8).

Pro docileni stavu piesyceni pouzivame precipitanty (srazedla). Ty délime ram-
cové do ¢tyt skupin: soli (NaCl, (NHy)2SOy,), dlouhofetézcové polymery (polyethylen
glykoly; PEG 1000, PEG 3350), polymery s kratkym fetézcem (PEG 400, ethylen
glykol) a organickd rozpoustédla (ethanol, 2-methyl-2,4-pentandiol; MPD). Stale
neni presné objasnén mechanismus tc¢inku precipitantu pii krystalizaci. Vime, zZe
organické precipitanty snizuji dielektrickou konstantu roztoku, ¢imz zvySuji pritaz-
livé sily mezi molekulami proteinu, specifické interakce polymerit méni povrchové
vlastnosti proteint a ze soli rozrusuji vrstvy vody kolem proteinu (dehydrataci se
doséhne snizené rozpustnosti).

Teplota je urcujici parametr pro rozpustnost, stabilitu proteintu a pro dynamiku
procest ve stavu presyceni. Kvili termolabilité proteinti a slabym vazbam uvnitf
krystalu probtha krystalizace predevsim v teplotach mezi 0 °C a 30 °C, mimo tento
interval jen vyjimec¢né. Teplota by méla byt udrzovana konstantni, neni-li teplotni
gradient piimo vyzadovan pro regulaci krystalizace.

Mezi dalsi faktory pak jisté patii také ¢as (¢im déle probiha proces v metasta-
bilni z6né, tim kvalitnéjsi krystaly obvykle vznikaji), aditiva (p¥idavaji se napi. pro
zvyseni stability, patii mezi né soli, inhibitory, chelaéni ¢inidla, sacharidy aj.), umélé
modifikace povrchu proteinu ¢ piitomnost ligandu (ta muaze krystalizaci znemoznit
nebo naopak byt jeji nutnou podminkou). [1, 2]
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1.1.3 Metody krystalizace

Vybér vhodné krystalizacni metody je stejné dulezity jako urceni spravné pod-
minky. A stejné jako samotna podminka, i volba metody se odviji od konkrétniho
proteinu. Proto existuje mnoho riznych metod, které pracuji s riznymi fyzikalnimi
principy a riiznymi objemy proteinu a mateiského roztoku. V této ¢asti zminime ty
nejrozsitenéjsi a nejzndméjsi - metodu difuze par, dialyzu a krystalizaci pod olejem.

Metoda difuze par je jednoznac¢né nejrozsitenéjsi metodou. Zakladnimi znaky
jsou mikrokapka a zasobnik s matetrskym roztokem. Mikrokapka obsahuje smés roz-
toku proteinu a mateiského roztoku ze zasobniku (¢asto v nestejném poméru), pii-
¢emz jeji celkovy objem nepresahuje jednotky mikrolitri. Naproti tomu zasobnik s
matefskym roztokem ma mnohonésobné vyssi objem (desitky az stovky mikrolitri)
a spolu s mikrokapkou tvori uzavieny systém. Jak uz nazev napovida, dochazi v
tomto systému k difuzi par vody ¢i jiné tékavé latky mezi kapkou a zasobnikem,
¢im7 se postupné zvysuje koncentrace proteinu az do stavu presyceni (objem mik-
rokapky pfitom klesd), kdy muze dojit ke krystalizaci. Vyuziva se tfech konfiguraci,
pricemz vSechny se zakladaji na kontaktu mikrokapky s povrchem:

1. Visici kapka (hanging drop) - kapka visi na vnitini strané sklicka nad zéasob-
nikem s matefrskym roztokem.

2. Sedici kapka (sitting drop) - kapka je umisténa na mustku nebo stupinku uvnitf
zasobniku.

3. Kombinace obou piedchozich (sandwich drop) - kapka je v kontaktu s povr-
chem nahote i dole

Cely systém je chranén pred dehydrataci uzavienim - v piipadé visici kapky se
vyuziva vakuového tuku, u sedici kapky nejcastéji lepici pasky. Konfigurace visici a
sedici kapky jsou prehledné znazornény na Obr. 1.2.

Obrézek 1.2: Konfigurace pro metodu difuze par. Vlevo: visici kapka na sklicku nad rezer-
voarem. Vpravo: sedici kapka na mistku nad hladinou rezervoaru. Kapka vznikla smisenim
proteinu a mate¢ného roztoku z rezervoaru (tmavé modie). [3]

Diky malému objemu mikrokapky a tim i nizké spotiebé proteinu se tato me-
toda hojné vyuziva i pro hledani raznych krystaliza¢nich podminek (tzv. screening).
Dalsi vyhodou je snadné skladovani a piehlednost (1ze je jednoduse prohlizet pod
mikroskopem).

Dialyza pracuje na principu oddéleni roztoku proteinu a precipitantu propustnou
membréanou, kterd dovoluje pouze difuzi malych molekul (napf. pufri, rozpouste-
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del) z roztoku precipitantu do roztoku proteinu. Proud ¢astic vytvari potfebny kon-
centracni gradient, dochézi k presyceni a krystalizaci. Vyhodou metody je pomalé
dosazeni rovnovazného stavu a snadné kontrola rychlosti. Na podobném principu
funguje také méné ¢asto vyuZivand metoda volné difuze (free-interface diffusion),
pii které se koncentra¢ni gradient vytvaii na rozhrani dvou roztoki uvnitt tenkych
kapilar. Takto vzniklé lokalni pfesyceni pak podporuje vznik nuklei a krystalizaci.

Krystalizace pod olejem je nejstarsi a nejjednodussi metoda zalozena na pii-
mém smichani roztoku proteinu s koncentrovanym roztokem precipitantu. Jsou-li
zvoleny ostatni podminky (teplota, pH aj.) vhodng&, protein se dostane do stavu
presyceni a néasledné dochazi ke krystalizaci. Vyhodou metody je jednoduchost (po-
zaduje pouze kontejner na uchovani kapaliny) a reprodukovatelnost. Naopak nevy-
hodou je velmi vysoky pracovni objem, kviili némuz se tato technika nevyuziva pro
screening - spotieba proteinu pii neznalosti konkrétnich podminek muze byt obrov-
skd. Nové vyvinuta micro-batch metoda ale pozaduje objem pouze 1 - 6 ul a je tedy
pro screening pomérné vhodna. Nejvice se ale vyuziva pro ziskani vétstho mnozstvi
krystalii pii znalosti konkrétni podminky. [1, 2, 3]

1.2 Makromolekularni krystalografie

1.2.1 Zakladni pojmy krystalografie

Jako krystal ozna¢ujeme pravidelné periodické usporadani atomi ' do prostorové
miize. Tuto miiz nazveme krystalovou a definujeme ji jako soustavu uzlovych bodu,
které reprezentuji rovnovazné polohy atomu. Dilezity je pozadavek na stejné a stejné
usporadané okoli kazdého atomu, v tom piipadé lze hovorit o miizce Bravaisové. Bazi
krystalické miizky nazveme skupinu atomi, jejiz urcity bod se ztotoznuje s bodem
uzlovym. Mize byt tvofena jedinym atomem (typicky u kovil) nebo stovkami atomu
(napf. u biomolekul).

Zakladni bunka je rovnobéznostén, jehoz vrcholy jsou ztotoznény s uzlovymi
body miizky. Lze ji definovat pomoci translac¢nich vektort v hranach tohoto rovno-
béznosténu (ozn. a, b, ¢). Miizkovymi parametry rozumime Sestici obsahujici délky
translacnich vektort a thly, které tyto vektory sviraji. Obsahuje-li zakladni bufka
uzlové body jen ve svych vrcholech, hovofime o tzv. primitivni bunce. Pokud se
dalsi uzly nachazi na prusecicich sténovych, resp. prostorovych thlopticek zakladni
buiiky, dostavame miizky centrované bazalné (ozn. A, B, C), plosné (F), resp. pro-
storové (I). V prostoru rozlidujeme celkem 14 takovych miizek a viechny uvadime v
Obr. 1.3).

K popisu krystalografickych rovin uzivime Millerovy indexy, definované jako reci-
proké hodnoty tseki, které rovina vytina na osach soufadného systému urceného po-
moci zédkladnich vektori, a oznacované pismeny h, k,[. Indexem dané roviny potom
rozumime symbol (hkl). Je-li rovina s néjakym ze zékladnich vektori rovnobézna,
definujeme jeji reciprokou hodnotu jako é =0 (Obr. 1.4). |4, 5, 6]

Imisto atomil lze v celém textu uvazovat také molekuly
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Obrazek 1.3: Prehled vSech 14 Bravaisovych mfizek. [6]

Obrazek 1.4: Uréeni Millerovych indexu: (a) (243), (b) (021). [6]

Symetrie a bodové grupy

V krystalech jsou povolené jen rota¢ni osy s ¢etnosti fadu n = 1,2,3,4 a 6 (tzn.
je potieba danym bodem n-krat otocit o thel ¢ = %, abychom dostali vychozi
polohu). Ostatni hodnoty n jsou zakizané, télesa s takovymi ¢etnostmi nazyvame
kvazikrystaly. Je-1i s operaci rotace kolem osy spjata téz inverze, jde o tzv. nevlastni
rotaci, kterou oznac¢ujeme symbolem 7.

Jedna miizka typicky splituje vice moznych operaci symetrie, které sdruzujeme do
tzv. bodovych grup. Aplikaci operaci symetrie bodové grupy dostaneme ekvivalentni
polohy zvoleného bodu. Celkem rozliSujeme 32 skupin - tzv. krystalovych tiid - které
maji stejnou bodovou grupu. Poznamenejme ale, Ze proteiny krystalizuji jen v 11
tridach, nebot jim chybi operace inverzni symetrie a zrcadleni. Ze stejného divodu
najdeme proteinové krystaly jen v 65 z celkem 230 prostorovych grup. [4, 5|
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Reciprokia mtizka

Pro zjednodusni popisu krystalu je vyhodné zavést pojem abstraktni reciproké
miizky. Reciprokou miizku ziskame tak, 2e k roviné (hkl) puvodni miizky vedeme
kolmici, na kterou naneseme vzdalenost —— " , kde dpi; oznacuje mezirovinnou vzda-
lenost. Tim obdrzime bod reciproké mrlzky reprezentujlcl danou rovinu. Transla¢ni
vektory v reciproké miizce oznac¢ime a*, b*, c*. Matematicky lze reciprokou miizku
vyjadrit napiiklad pomoci skalarniho soucinu ptislusnych dvojic vektort z pfimého
a reciprokého prostoru:

a;-aj =, (1.1)

kde 0;; je tzv. Kroneckerovo delta definované jako

1 pro ¢ = j,
0ij = .,
0 pro i # j.

[5]

1.2.2 Difrakce

Fotony rentgenového zareni interaguji s latkou v zdsadé dvéma moznymi zpisoby:
absorpci, pfi niz je foton absorbovan atomy terc¢iku (muze dochazet napiiklad k
fotoelektrickému jevu), nebo rozptylem. Absorpci fotonit v této praci nebudeme
dale rozebirat, rozptyl je vSak zésadni pro studium materidlu pomoci rentgenové
difrakce.

Jako Comptoniv rozptyl oznacujeme situaci, pii niz foton (resp. fotonovy svazek)
interaguje s elektronem tak, Ze mu predava ¢ast své energie, coz ma za nasledek ex-
citaci elektronu a zménu vinové délky fotonu. Zareni, které pii Comptonové rozptylu
vznikd posunem vlnové délky fotonu, je nekoherentni, nelze tedy urcit vztah mezi
fazemi dopadajiciho a rozptyleného zafeni, a nepodili se na interferenc¢nich jevech.
Naopak ma za néasledek stéle pritomné pozadi difrakéniho obrazce.

K tzv. Thompsonovu rozptylu dochazi, pokud svazek fotontu interaguje s atomem
(odchyluje se ze své puvodni drahy) bez ztrat energie. Protoze je tento rozptyl kohe-
rentni, podili se na interferenci a je pricinou Vzmku dlfrakcmch maxim. Pfi interakci
dochazi k oscilaci elektronu vlivem sily F = eE kde E je intenzita elektrického
pole fotonu. Takto oscilujici elektron se sam stava zdrojem sekundarniho sférického
elektromagnetického zareni. Intenzitu nepolarizovaného koherentniho zéareni, které
se rozptyluje na elektronu s hmotnosti m, a ndbojem e, vyjadiuje tzv. Thompsonuv
vztah:

et 1+ cos?(20)
m2cr? 2

Ie - [0 y (12)

kde [y je intenzita dopadajiciho zatfeni, r vzdalenost od rozptylujictho objektu a 6 je
~ 2
tthel mezi svazkem dopadajiciho zafeni a rovinou krystalu. Clen H%(%)

polariza¢ni faktor. [4, 7|

se nazyva
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Interference

Necht O, O’ jsou dvé bodova rozptylova centra vzdalena o miizkovy vektor 7, na
ktera ve stejném okamziku dopadne rovinna elektromagneticka vlna. Oba body se
stanou zdroji sekundarnich vin, které spolu mohou déale interferovat. Oznacime-li po
fadé s, s vektory ve sméru dopadajiciho a rozptyleného paprsku (resp. normaly k
dopadajicim vlnam), muzeme jejich fazovy rozdil psat ve tvaru

d= 2%(3 — So)r = 27r* - T (1.3)
Pokud v rovnici (1.3) nastane, ze A > |r|, fazovy rozdil 6 bude zanedbatelny a inter-
ferenci nebudeme pozorovat. Proto se ke studiu krystalti pouziva pravé rentgenového
zéreni, nebot jeho vinova délka je srovnatelna s meziatomovou vzdalenosti (v fadu
jednotek A)2.

Necht je v bufice umisténo N rozptylovych center (napf. atomi) tak, ze m-té
centrum zaujimé polohu r,,. Pak vysledna vlna bude ddna vztahem

F(r*) = Z Ay exp 2mir* - ry,) , (1.4)

m=1

kde A,, je amplituda vlny rozptylené na m-tém rozptylovém centru. Zavedeme-li
navic tzv. rozptylovy faktor (scattering factor) f? = I/, jako pomér intenzit zé¥eni
rozptyleného na jednom centru a na volném elektronu (z rovnice (1.2)), lze vyraz
(1.4) prepsat do tvaru

F(r*) =" fnexp (2mir* - ) | (1.5)

ktery nazyvame strukturnim faktorem. Je-li navic splnéna Laueho podminka difrakce
(viz dale sada rovnic (1.9)), lze strukturni faktor pro rovinu (hkl) upravit na

N

m=1

Jisté jde o komplexni ¢islo, tedy plati
Furt = |Fruale™, (1.7)

kde « je fazovy thel, jehoz experimentalni urceni je pomérné naro¢né - fesenim se
zabyva tzv. fazovy problém. Primo méfime intenzitu dopadajicitho zéareni, ktera je
mérna kvadratu amplitudy strukturntho faktoru: g ~ |EFhu?.

Pokud N diskrétnich center nahradime spojitym rozptylujicim prostiedim, na-
bude rovnice (1.5) tvaru

F(r*) = /Vp(r) exp (2mir* - ) dr = F [p(r)], (1.8)

21 A = 1071° m ; Angstrom je jednotka vzdalenosti, kterd se v krystalografii b&zné pouziva
k vyjadieni meziatomovych vzdalenosti, vlnovych délek atp., neni vSak soucésti soustavy SI. Je
pojmenovéna po §védském fyzikovi A. J. Angstromovi.
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kde p(r) je elektronova hustota a F oznacuje operaci Fourierovy transformace. Am-
plituda rozptylenych vin je tedy rovna Fourierové transformaci elektronové husototy
a naopak inverzni Fourierovou transformaci lze ze strukturniho faktoru ziskat roz-
lozeni elektronové hustoty. To je velice diilezity poznatek pro mapovani struktury
krystalu z difrakéniho experimentu. [4, 6, 7|

Laueho a Braggova rovnice, Ewaldova sféra

Zékladnim piedpokladem této sekce je platnost tzv. kinematické teorie difrakce.
Rozptyl povazujeme za elasticky, koherentni a slaby (tj. zanedbavame sekundarni
vlny - prvni Bornova aproximace) a predpokladame, Ze vSechny atomy byly ozéafeny
stejnou intenzitou. Tato teorie dobie odpovida difrakci neutront a rentgenového
zateni, pro elektrony mé jen omezenou platnost.

Necht je dana miizka s vektory a, b, c a monochromaticka rovinné vina rentge-
nového zareni o vinové délce A. Necht tato vlna dopadd na miizku ze sméru ng a
rozptyluje se do sméru n (obecné ny # n). Ke konstruktivni difrakei dochazi, je-li
splnéna tzv. Laueho podminka difrakce dana sadou tii rovnic:

a-(n—mng) = h\,
b-(n—mny) =k, (1.9)
c-(n—mny) =I\

které jednoznacné definuji smér difraktovaného zareni n. Definujeme-li navic vlnovy
vektor k = 7/ (analogicky také ko) a tzv. difrakéni vektor Ak = k — ko (Obr 1.5b),
daji se Laueho podminky pfepsat do tvaru

a Ak=h , b-Ak=Fk , c-Ak=1L (1.10)

Pokud nyni za vektor Ak dosadime specialné vektor reciproké mfize gni,; = ha* +
kb* + lc*, bude Laueho podminka identicky splnéna. Difrakce tedy nastava praveé
tehdy, kdyz je difrak¢éni vektor shodny s vektorem reciproké miize. Jinak feceno,
difrakéni obrazec je zobrazeni reciproké miizky.

dopadajici rovinna vina 12

NOTIOIOX

Ar =10
(@) (b)

Obrazek 1.5: (a) Difrakce jako vysledek konstruktivni interference, (b) Odvozeni Laueho
podminky. [6]
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Obrazek 1.7: Odvozeni Braggova zakona pomoci Ewaldovy konstrukce. [6]

K odvozeni Braggova zakona lze dojit vicero zptlisoby, v této praci pouzijeme s
vyhodou grafickou konstrukei tzv. Ewaldovy sféry, respektive pro zjednoduseni jeji
2D varianty (Obr. 1.6). Jde o kruznici s polomérem 1/, v jejimZ stiedu je umis-
tén krystal. Bod O lezici na kruznici v Obr. 1.7 definuje pocatek reciproké miizky.
K difrakci dojde pouze tehdy, natoc¢ime-li krystal tak, aby se néktery z uzli gpu
(reprezentovany bodem P) nachézel piesné na Ewaldové sféfe. Z Thaletovy véty je
ziejmé, ze trojuhelnik AOPQ je pravouhly, navic z podobnosti trojihelniki je thel
£LOQP stejny jako thel 6 (polovina ahlu mezi vektory k, kg), takze plati

‘th ’

inf = . 1.11
sin 2 (1.11)
Dosadime-li za |gnr| = ﬁ, dostaneme Braggovu rovnici (Bragguv zékon) pro
difrakei 1. radu:
thkl sinf = )\, (112)
nebo obecné pro n-ty fad plati
2dhkl sinf = nA , ne N. (113)
Rovnice (1.12) ur¢uje také vztah pro velikost difrakéniho vektoru
2sin 6
Ak| = |gni| = ——. (1.14)
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ktery dava jasné omezeni na rozptylovy vektor k. Braggova rovnice (1.13) navic
urcuje mnozinu vSech moznych, tzv. Braggovych, dhla.

Ewaldova sféra zdivodinuje podobu experimentalnich difrakénich dat, ktera pred-
stavuji mnoziny bodovych reflexi. Nasledujici ¢ast blize pfedstavi samotny difrakéni
experiment, vybaveni a metody zpracovavani dat. |5, 6, 7|

»

1.2.3 Zdroje rentgenového zareni

Konvenéni, nebo také klasické, zdroje rentgenového zéareni vyuzivaji principu
emise fotonu pii kolizi elektronového svazku s kovovym ter¢em. Zakladem vsech
téchto zdroju je vakuova komora s katodou, z niz se termoemisi uvolnuji elektrony.
Ty jsou nasledné urychlovany vysokym napétim (v fadu jednotek az stovek kV) a
fokusovany ke kovové anodé. Pri interakci s atomy kovu na anodé dochazi k silnému
zpomalovani elektront a vzniku rentgenového zareni. Elektrony svou energii ztraceji
postupné (spise nez o jedinou jde postupné o vice srazek), diky ¢emuz je vysledné
spektrum rentgenového zareni spojité. Navic, maji-li dopadajici elektrony dostatec-
nou energii, mize dojit k vyrazeni elektronu z vnitinich slupek elektronového obalu
atomu kovu. Toto prazdné misto mize zaujmout atom z vyssi energetické hladiny se
soucasnym vyzairenim fotonu o frekvenci, ktera je pro kazdy kov jedine¢né - v tom
piipadé hovofime o tzv. charakteristickém rentgenovém zafeni. Jednotlivé ostré (a
presné definované) piky v charakteristickém spektru se znaci pismeny K, L, M.

Klasické zdroje se vzajemné odlisuji mj. typem pouzité anody. U standardni rent-
genky je anoda staticka, zdroje s rota¢ni anodou vyuzivaji anodu otacejici se vysokou
tthlovou rychlosti (tisice ot./min). Vyhodou této technologie je snazsi chlazeni (elek-
tronovy svazek nedopada pouze do jednoho bodu), a tedy moznost pouzit vyssi
vykon.

Zdroje s tekutou anodou vyuzivaji proudu tekutého kovu (napt. slitiny Ga/In).
Tato technologie jesté vyraznéji zlepsuje chlazeni, lze tedy uzit vyssi vykon a ziskat
tak zafeni o vyssi intenzité (v porovnani s klasickymi zdroji). Protoze ma navic ga-
lium a indium podobné charakteristicka zareni jako kovy béznych ,,pevnych® anod
(méd, resp. stiibro), je zdroj s tekutou anodou vybornou alternativou. Jednim tako-
vym zdrojem, na kterém probéhlo i nékolik méteni v ramci této prace, je Excillum
MetalJet na difraktometru Bruker D8 Venture v Biotechnologickém tstavu AV CR
ve Vestci u Prahy. [4, 7]

Synchrotrony

Zdroje synchrotronového zafeni pracuji na principu, se kterym jsme se jiz set-
kali v ¢asti 1.2.2. Urychleny elektron (nebo obecné nabita ¢astice) se stava zdrojem
elektromagnetického zareni, jehoz energie zavisi na rychlosti dané ¢astice. V synchro-
tronech se elektron pohybuje rychlosti blizkou rychlosti svétla, coz vede pfi ohybu
jeho trajektorie v magnetickém poli k emisi tzv. synchrotronového zafeni (energie
elektronu pfitom dosahuje az jednotek GeV). Diky relativistickym efektim je za-
feni nejen velmi malo divergentni (emituje se jen do tzkého kuzele tangencialné k
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pavodni trajektorii elektronu), ale zejména disponuje vlnovou délkou odpovidajici
rentgenovyému zateni.

Synchrotronovy komplex se sklada z nékolika ¢asti. Prvni je urychlovaé (Casto
typu LinAc), ktery elektronu udéli poc¢ateéni rychlost a energii v fadu jednotek
MeV. Nasleduje tzv. booster, kde dochézi k dalsimu urychlovéni (pfed opusténim
boosteru méa ¢astice svou finalni energii v fadu jednotek GeV). Booster je mimo jiné
jediny synchrotron ve fyzikalnim slova smyslu, ackoli se timto terminem ¢asto (i v
této praci) oznacuji celé komplexy a vSechny jejich ¢asti (Obr. 1.8)

Obrézek 1.8: Synchrotron Bessy II (vlevo schématicky nakres, vpravo letecky pohled). [8]

Elektrony urychlené boosterem jsou nasledné injektovany do nejvétsi ¢ésti kom-
plexu - akumula¢niho prstence (angl. storage ring), kde mohou obihat nékolik hodin
po pfiblizné kruhové trajektorii o poloméru stovek metri, na které jsou udrzovany
pomoci ohybovych magnetii umisténych podél prstence (jejich trajektorie je tva-
rem podobné spiSe mnohothleniku, nebot mezi jednotlivymi segmenty magnetu se
elektrony pohybuji pfimo). V mistech, kde se draha elektronu staci vlivem vnéjsiho
magnetického pole, dochazi k emisi synchrotronového zareni, jehoz vinovou délku lze
navic ménit (zménami zakiiveni trajektorie elektronu v mag. poli). Souc¢asti storage
ringu jsou i radiofrekvenc¢ni systémy, které elektronim dodavaji energii ztracenou
emisi zareni.

7 akumulacniho prstence vystupuji v mistech ohybovych magneti v tangencil-
nim sméru tzv. beamlines - zafizeni s optikou pro rentgenové zareni. Nachazeji se zde
kolimatory, filtry, monochromatory, zrcadla (za ucelem ¢isténi a fokusace rentgeno-
vého svazku) a na jejim konci pak experimentalni vybaveni (tzn. samotny vzorek a
detektory méfici vyslednou difrakei a rozptyl sekundarniho za¥eni). Méfeni v ramci
této prace probihala na synchrotronu Bessy II, Helmholtz Zentrum Berlin. [4, 7, 9|

1.2.4 Detektory

Existuje mnoho ruznych, vice ¢i méné pouzivanych, typu detektoru. Pro analyzu
krystalii malych molekul se vyuzivaji napiiklad scintila¢ni detektory: foton rentge-
nového zareni se absorbuje fluorescenénim krystalem (scintilatorem), ktery nésledné
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emituje viditelné svétlo, jehoz intenzita se déle zesiluje fotonésobicem a detekuje.
Pro analyzu makromolekul je vSak takovy detektor nevhodny, nebot v jeden ¢as
dokaze mérit jen intenzitu jedné reflexe.

V proteinové krystalografii se ¢asté&ji pouzivaji detektory typu CCD (Charge-
Coupled Device), které jsou dostatecné citlivé a maji kvalitni rozliSeni. Pied sa-
motny CCD ¢ip je postavena fluorescenéni deska, jez pfevadi rentgenovské zafeni na
fotony viditelného svétla, které jsou dale odvadény optickymi vldkny k detektoru.
Pti dopadu na ¢ip dochézi k fotoelektrickému jevu, vysledny elektricky proud je pak
de facto analogovym signalem, ktery se dale zpracovava (digitalizuje, vyhodnocuje).

Detektory typu CMOS funguji na podobném principu jako CCD, avsak zpra-
covani signalu zde probihd paralelné, nebot kazdy pixel predstavuje samostatny
miniaturni integrovany obvod s polovodicem a zesilovacem. To umoziuje navysit
pocet snimku v ¢ase a potlacit vysledny Ssum na snimku, detektory tohoto typu tedy
postupné nahrazuji CCD. |7, 10]

1.2.5 Metody méreni

Krystaly proteini maji v porovnani s krystaly malych molekul mnohonésobné
veétsi bazi. Miizkové parametry elementarni buiky jsou tedy nutné mnohem vétsi,
coz mé za nasledek husté obsazenou reciprokou mfizku (velky pocet reflexi, viz napft.
Obr. P7). Pouziti klasickych metod méteni reflexi neni vhodné, nebot by dochézelo
k prekryvu sousednich reflexi, navic by méfeni trvalo pomérné dlouho (a obecné
kiehky vzorek by tak utrpél vétsi radiacni poskozeni). Proteinové krystaly tedy
méiime pomoci oscila¢nich ¢ rota¢nich metod, které ptiblizime v nasledujici ¢asti.

Obé metody se zakladaji na otoceni krystalu o maly thel A¢ (bud rotaci, nebo os-
cilaci) kolmo k dopadajicimu rentgenovému svazku. Husté obsazena reciproké miizka
znamena, 7e v jedné poloze krystalu nalezneme prakticky jisté hned nékolik uzlo-
vych bodu na povrchu Ewaldovy sféry, a tedy je pro né splnéna Braggova podminka.
VS8echny tyto body se nachazeji uvniti tzv. lunet. Protoze uzly maji nenulovy objem
a uhel A¢ je relativné maly, pomérné velka ¢ast bodi prochazi Ewaldovou sférou
jen Castetné. Reflexe téchto uzlovych bodi nazyvame ¢asteéné zméfené (partially
recorded).

Z difrak¢niho méteni ziskdme obvykle nékolik tisic snimku. Jejich vyhodnoco-
vani sestava z nékolika ¢asti: indexace reflexi, urceni parametri zakladni bunky a
jeji symetrie (a nasledné i Laueho grupuy), integrace intenzit jednotlivych reflexi,
seskalovani, vypocet vyslednych intenzit (spolu s odhadem chyby urceni intenzit) a
nakonec urceni prostorové grupy. VSechny tyto kroky jsou automatizovany, vyuziva
se riznych pocitacovych programi, napi. XDS nebo iMosflm. [4, 7, 11|

1.2.6 Hodnoceni kvality difrakénich dat

Dilezitou soucésti prace s difrakénimi daty je pouziti kritérii pro ovéreni sprav-
nosti, nebo lépe feceno presnosti (kvality), naseho strukturniho modelu. Toto hod-
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noceni se provadi jak pii zpracovani difrakénich dat (rovnou z intenzit reflexi), tak
pii finalni rafinaci. Naméfené intenzity jsou zdkladem pro hodnoceni R-faktory:

thl Zihki |[m hkl = m‘
Zh k.l Z hkl m,hkl 7

(1.15)

Rmerge =

Zh,k,l N]:,:lel 1 ENW ’[m hkl — %|
Rineas = T : (1.16)
Eh k,l E m,hkl

po zprumérovani zmétfenych dat lze zavést navic jesté

N,
Dohit A NoT ome Lot — T
Rpim = L : (1.17)
>kt omet T

kde ve v8ech suméach znac¢i Ny pocet pozorovanych reflexi rovin (hkl) a Iy pramér
vSech namérenych intenzit I, pp.

Dalsi dulezity ukazatel kvality je odhad poméru intenzit k jejich smérodatnym
odchylkam /s definovany ptredpisem

1 T
Vo= > : (1.18)

bkl o (Inia)

kde N je pocet vSech pozorovanych reflexi a o([yy) statisticky rozptyl intenzity
reflexe na roviné (hkl).

Korelacni koeficient CCy, je definovan jako

S (L = 1) — )
m , (1.19)
VSN (L =12 /SN (T — TP

kde N je opét pocet namétenych reflexi a I, J oznacuji dvé nahodné vybrané poloviny
naméfenych dat. Tento ukazatel vyjadiuje shodu uvniti datasetu. [4, 7]

OCyy, =

1.2.7 Molekulidrni nahrazeni

Pro ziskani strukturniho modelu lze vyuzit naptiklad metodu tzv. molekular-
niho nahrazeni. Ta, jak jiz nazev vypovida, umistuje znamou strukturu (nebo jeji
fragment) do dané krystalovée miize. K tomu staci najit trojici rota¢nich a tro-
jici transla¢nich proménnych (na zac¢atku je tedy celkem 6 neznamych), p¥icemz v
praxi se kvuli dimenzi celého problému a vypocetni narocnosti hleda nejdiive ro-
ta¢ni transformace a az nasledné transla¢ni. Metoda vyuziva Pattersonovych map
krystalovych struktur (tj. mapy meziatomovych vektori) a hodi se mimo jiné pravé
pro feseni struktur, u nichz je predpoklad, Ze jsou jen malo odlisné od néjaké zndmé
a jiz objasnéné. Molekularni nahrazeni bylo vyuZito pii feSeni vSech struktur v rdmci
této prace. [4]
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1.2.8 Shoda modelu s experimentem

Po sestaveni strukturniho modelu, k ¢emuz lze vyuzit pravé molekularni nahra-
zeni z kap. 1.2.7 ¢i metodu experimentalniho fazovéani, 1ze kvalitu dat pri upfesiovani
struktury hodnotit jesté R-faktorem, ktery vyjadiuje shodu mezi naméfenymi (ozn.
Fo(r*)) a teoreticky vypoctenymi (ozn. F(r*)) strukturnimi faktory (proto se né-
kdy nazyva také shodnostnim faktorem):

2 [[Fo(r*)| = K [Fo ()]
2 [Fo(r))] ’

kde K je skalovaci koeficient a F'(r*) jsme definovali dfive v rovnici (1.5).

R= (1.20)

Ziskana data se navic déli do dvou mnozin - pracovni (ozn. W) a testovaci (ozn.
T). Upfeshovani se provadi pouze s daty z pracovni mnoziny W, ktera obsahuje
okolo 95 % vSech reflexi. Z nich se ur¢uje parametr Ry na zakladé rovnice (1.20):

~ Dwew [ For| — [Fogll

Ryork = : 1.21
e ZkzeW |F0k| ( )
zatimco z mnohem mensi testovaci mnoziny 7' se vypocCitava Ry, jako
For| — |Feou
Roe — 2er [1Foxl — [Fell (1.22)

ZkeT |FO,k|

Protoze bylo dokazéno, Ze Ry.e je silné korelovan s presnosti fazi, slouzi tento postup
k ovéfeni spravnosti upfesiiovani, nebot by nemélo dochézet ke snizovani Ry bez
soucasného poklesu hodnot Rpee.

Nizsf hodnoty v8ech R-faktorii a vy$si hodnoty /o, CCy/, by mély znamenat kva-
litnéjsi, lépe zpracovana data a spravné vyfeSenou strukturu. Nazory na interpretaci
a vyuzitelnost téchto kritérii se vSak Casto rozchézeji, objevuji se také zcela nové
techniky hodnoceni kvality ziskanych dat. |4, 7|

1.3 S1 nukleasa

1.3.1 Uvod o nukleasach

Nukleasy jsou enzymy schopné hydrolyticky Stépit fosfodiesterovou vazbu (resp.
katalyzovat jeji stépeni) v nukleovych kyselinach. Pro jakykoli organismus jsou tyto
enzymy nezbytné, nebot se podileji na celé fadé fyziologickych procesit v bufice.
Maji vliv na transkripci a translaci RNA, u DNA jsou sou¢asti opravnych procesi,
restrikéni endonukleasy zase hraji roli pfi obrané buniky (3tépi cizorodé nukleové
kyseliny, ¢imZ chrani genom napadeného organismu) a tak dale.

Samotné tiidéni nukleas je velmi obtizné, nebot moznych kritérii mizeme nalézt
celou fadu. Lze je délit podle preference k DNA, resp. RNA na DNasy, resp. RNasy
(existuji i nukleasy nespecifické, které $tépi obé nukleové kyseliny) a dale podle
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preference k raznym typum DNA a RNA (nékteré $tépi vSechny, jiné napiiklad
pouze jednofetézcové nebo dvoutetézcové apod.). Déle lze nukleasy odlisovat podle
mista, ve kterém $tépeni nukleovych kyselin probiha, na exonukleasy (pozaduji volny
konec), endonukleasy (volny konec nepozaduji, mohou §tépit napt. i kruhovou DNA)
a endo-exo nukleasy. Nakonec zminme jesté déleni podle aktivity v zavislosti na
pritomnosti kovii: mohou byt na kovech nezavislé, zavislé na pritomnosti jednoho
kovu ¢i vice kovu (takové nukleasy se Fadi mezi metaloenzymy, patii sem napiiklad
i rodina S1-P1). [1, 12]

1.3.2 S1-P1 nukleasy

S1-P1 je Siroka rodina nukleas, které se vyskytuji v houbéach, bakteriich, prvo-
cich & rostlinach. Z celé fady jejich ¢lent jmenujme, kromé S1 nukleasy z Aspergillus
oryzae, jez je tématem této prace a podrobnéji se ji vénujeme v kapitole 1.3.3, napii-
klad nukleasu P1 z Penicillium citrinum, AtBFN2 z Arabidopsis thaliana a TBN1 (z
angl. tomato bifunctional nuclease) z rostliny Solanum lycopersicum, rajéete jedlého.
Vsechny tyto nukleasy maji, spolu s S1, jiz znadmou strukturu a jsou tak vzacnymi
vyjimkami v rodiné S1-P1.

S1-P1 nukleasy jsou obvykle zavislé na zine¢natych iontech Zn*', méné casto
na iontech Ca?* nebo Mg?*. Jejich pH optimum je v&tSinou kyselé aZ neutralni,
hmotnost mivaji mezi 25 a 45 kDa a jsou pomérné termostabilni (piiblizné do 60

°Q).

A7 50% sekundarni struktury téchto nukleas je tvoFeno a-sroubovicemi spojenymi
disulfidickymi mustky. Aktivni misto - kapsa pobliz povrchu nukleasy - obsahuje 3
katalyticky aktivni kationty Zn?*; dva na dné kapsy a jeden bliZe povrchu nukleasy.
Nedaleko tohoto mista se nachazi jesté NBS1 (Nucleoside binding site 1), kde se
vazou sacharidové ¢asti substratu a baze.

Potencial téchto nukleas neni jesté zcela objasnén. Jedno z moznych vyuziti (na-
piiklad u nukleasy TBN1) miiZze spo¢ivat v 1é¢bé nadorovych onemocnéni za vyuZiti
inhibice ristu nadoru, vyzkum na toto téma vsSak stale pokracuje. Jejich prirozena
role se lisi v zavislosti na daném organismu a taktéz jesté neni plné znama. V bakteri-
ich se ziejmé tucastni interakce s hostitelem, v rostlinach ovliviuji naptiklad procesy
kli¢eni a bunééné smrti, zatimco v plisnich se u¢astni §tépeni zivin. |1, 12]

1.3.3 S1 nukleasa z Aspergillus oryzae

S1 nukleasa z rodiny S1-P1 je puvodem z plisné Aspergillus oryzae, ktera se,
kromeé biotechnologického vyzkumu, ¢asto vyuziva v asijském potravinarském pri-
myslu (v Japonsku slouZi k vyrobé saké, fermentaci sojovych bobii ¢ p¥ipravé ryzo-
vého octa).

Nukleasu S1 fadime mezi endonukleasy, které dokazi stépit vazby uvniti nukle-
ovych kyselin (v¢etné kruhové DNA). Navic preferuje jednotetézcové nukleové ky-
seliny, patii tedy mezi tzv. single-strand specifické nukleasy. Aktivita na ssDNA je
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az 75 000x vys$si nez na nativni DNA. Nevyhodou této nukleasy je vSak hodnota
optimalniho pH pro katalyzu, které se pohybuje v kyselé oblasti mezi hodnotami pH
4 a4,5.

S1 je metaloenzym s hmotnosti kolem 35 kDa zavisly na piitomnosti tfech zi-
necnatych kationtd v aktivnim misté. Jak bylo zminéno vySe, tvar aktivniho mista
piipomina kapsu, pfi¢em? dva ze tif iontd Zn?" jsou umistény na dné kapsy (Zn 1,
Zn 2), tieti (Zn 3) blize povrchu. Morfologie nukleasy spolu s detailem aktivntho
mista jsou prezentovany na Obr. 1.9. [13, 14, 15|

His 145 Trp 21

Asp 172

His 168

(b)

Obrazek 1.9: Stavba nukelasy S1 s ionty Zn?t zobrazenymi tyrkysoveé.

(1.9a) Pohled na cely protein v reprezentaci sekundarni struktury. Zelené a-groubovice,
zluté B-listy, fialové smycky.

(1.9b) Detail kovového klastru a okolnich aminokyselin do vzdéalenosti 4 A. Zelené je zob-
razen uhlik, modfe dusik, ¢ervené kyslik. Vytvofeno pomoci programu PyMOL, [SW1].
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Vazebni mista

Misto NBS1, které se nechazi vedle kapsy se zinky, dokaze vazat nukleové baze ve
dvou moznych konfiguracich, pro které zde uzijeme jejich anglické oznaceni ,,shallow*
a ,deep* (v prekladu mélké a hluboké). Odlisuji se zptisobem zapojeni molekuly
vody, kterd je v aktivnim misté standardné piitomna. NBS1 ma navic schopnost
rozsahlé strukturni remodelace, diky niz je pak nukleasa S1 schopna vazat pomérné
Sirokou Skalu nukleotidi nebo nukleosidii.

Mimo mista NBS1 méa S1 nukleasa jesté dalsi vazebné misto, tzv. ,,Half-Tyr site®,
vzdalené od NBS1 priblizné 13 A. Toto misto je analog k tyrosinovému mistu (Tyr-
site, odtud pochazi dané pojmenovani), které nalezneme u piibuzné P1 nukleasy. [15]

Priprava S1 nukleasy je relativné snadné, diky ¢emuz ma Siroké uplatnéni v bio-
technologickém vyzkumu. Lze ji vyuzit k analyze heteroduplexni DNA, detekci mezer
ve Sroubovicové DNA & k analyze tzv. superhelix DNA (superhelix je struktura, v
niz je Sroubovice sama stoc¢ena do Sroubovice).

S1 je inhibovana napriiklad produkty Stépeni RNA, fosfaty a fosfatovymi ionty.
Uz 50 uM ATP inhibuje nukleasu ¢astecné a koncentrace 1 mM ATP prakticky
uplné, zatimco ligand 5’-dCMP (2’-deoxycytidin - 5’-monofosfat) nukleasu vyrazné
inhibuje p#i koncentraci 30 mM. |12, 14, 16|
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Kapitola 2

Cile

e Krystalizace S1 nukleasy z Aspergillus oryzae za pritomnosti chela¢niho ¢inidla
EDTA.

e Provedeni difrakéniho experimentu, zpracovani a vyhodnoceni ziskanych struk-
turnich dat.

e Interpretace vysledku strukturnich studii.
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Kapitola 3

Vysledky

3.1 Krystalizace

3.1.1 Teplotni stabilita

Pted samotnou krystalizaci je vhodné zjistit, jak se méni teplotni stabilita pro-
teinu pii pridani chela¢niho ¢inidla, popfipadé dalsich kovii.

Chela¢ni ¢inidlo, v naSem piipadé kyselina ethylendiamintetraoctova (dale jen
EDTA), méa za kol navazat a odstranit z S1 zineénaté ionty, na jejichz misto se pak

mohou vazat ionty jinych kovi. Proces vyvazani kovovych ionti chela¢nim ¢inidlem
se nazyva chelace.

Teplotni stabilitu takto vzniklého modifikovaného proteinu (vzhledem k ,referen-
¢ni“ teplotni stabilité nativniho proteinu) méfime pomoci metody nano-diferené¢ni
skenovaci fluorimetrie, zkracené nanoDSF. Ta vyuziva fluorescenci aminokyselin ty-
rosinu a tryptophanu ke sledovani vyvoje rozbalovani proteinu, k némuz pfirozené
dochazi pii zvysujici se teploté. Intenzita i maxima fluorescence téchto aminoky-
selin (pfi nanoDSF sledujeme dvé vlnové délky 330, resp. 350 nm) silné zavisi na
jejich blizkém okoli, diky ¢emuz miizeme monitorovat strukturni zmeény v teplotnim
gradientu. Samotna teplotni stabilita je pak ur¢ena teplotou t,, (,melting point“),
pii které je rozbaleno pravé 50% proteinu, coz odpovida prechodu mezi sbalenym a
rozbalenym proteinem.

O samotné teplotni stabilité vypovida nejlépe vzdy spodni z dvojice grafii na
obrazcich P1 - P4 v sekci Ptilohy. Byly provedeny 4 zédkladni méfeni teplotni stability,
vZdy s proteinem o koncentraci 12 mg-ml—!:

e S1 + EDTA v ruznych molarnich pomérech
e S1 + EDTA + kovy v molarnim poméru 1:1:5, respektive 1:3:5

e S1 + EDTA + NiCly v riznych molarnich pomérech
Pii kazdém méfeni byla pfitomna i kapilara s nativni S1 jako referen¢ni prvek.
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Nukleasa S1, s niz bylo v celé této praci experimentovano, pochézela od danské
biotechnologické spole¢nosti Novozymes A/S (dodavka S1-U7GUV). Pfi dvou pii-
lezitostech (Obr. P3, P4) byla méfena i schopnost opétovného shaleni proteinu pii
snizovani teploty (refolding phase), ta v8ak kvili pfilis vysoké koncové teploté (80
°C) neptinesla zadné vysledky.

Na prvni pohled je ziejmé, Ze rust koncentrace EDTA v roztoku vyrazné zhorsuje
teplotni stabilitu - teplota t,, se posouva z ptuvodnich cca 75 °C az k 50 °C (Obr. P1).
P¥i pomérech 1:1:5 s riznymi kovy se teplotni stabilita vice ¢i méné obnovuje (Obr.
P3), pro vyssi koncentraci EDTA (pomeér 1:3:5, Obr. P4) uZ to ale neplati a rozdily
jsou pomérné markantni. Jedinou vyjimkou je pridani niklu, ktery, zd4 se, dokaze
protein termalné stabilizovat mnohem lépe. Pravé proto byla smés obsahujici nikl
podrobnéji studovana a z vysledkd méteni (Obr. P2) bylo vybrano nékolik slibnych
koncentrac¢nich poméru pro néaslednou krystalizaci a difrakéni experiment.

3.1.2 Krystaliza¢ni pokusy

Pro experimenty s krystalizaci bylo vybrano vice rtiznych kombinaci v zavis-
losti na predchozich vysledcich méieni teplotni stability. Krystalizace probihala v
naprosté vétsiné pripadu za pouziti metody visici kapky v teploté 18 °C a s krysta-
liza¢ni podminkou PEG 3350 (20% - 28% (w/v), nejcastéji 25%), 200 mM NaCl, 50
mM CaCl,, 100 mM Bis-Tris pH 5,5. Dopliikové byla nasazena i krystalizace meto-
dou sedici kapky (v teplotach 10 a 18 °C), ta vSak zadné nové vysledky nepfinesla.
V nékolika piipadech bylo pouZito i citratové podminky (PEG 3350 25 % (w/v),
100 mM Citric acid pH 3,5), ze které v8ak zadné krystaly nevyrostly, a proto od ni
bylo brzy upusténo. V pritbéhu préace bylo experimentovano také s pouzitim riiznych
olejii pro zpomaleni difuze (ve snaze minimalizovat defekty vzniklé p¥ili§ rychlym
rastem).

Na pohled zcela bezdefektni krystaly prinesla poprvé az aplikace metody ocko-
vani (tzv. seedingu), kdy se do kapky pomoci vlasu ¢ chlupu zanesou krystaliza¢ni
zrna vznikla napf. rozbitim jiného (defektniho) krystalu. Problémy ve fazi nukleace
se diky tomu vyfesily a vysledkem byly bezdefektni bipyramidy (Obr. P6 v sekci
Piilohy). Bez ockovani vznikaly v naprosté vétsiné piipada krystaly defektni, viz
napiiklad Obr. P5a nebo Pbb, ¢ast méla podobu desek (P5c¢).

Doba ristu krystali se pohybovala okolo jednoho tydne, nékteré vsak vyrostly
az po nékolika mésicich od nasazeni. Krystalizovalo se nékolik zakladnich variant:
samotny nativni protein S1 (tyto krystaly nakonec nebyly vyuzity), dale S1 ve smési
s EDTA a nakonec roztok S1 s EDTA, do kterého byl piiblizné po 30 minutach
inkubace p¥idan kov (resp. halogenid kovu, napt. CoCly, NiCly, FeCls apod.). Tato
manipulace probihala pfi pokojové teploté. Nejcastéji bylo vyuzivano koncentra¢nich
poméri 1:1:5 (v porfadi SI:EDTA:kov), které bylo nejsnazsi vypéstovat a odezva
teploty tani t,, nukleasy S1 na nizké koncentrace EDTA naznacovala ndhradu kovu
v aktivnim misté. Pozdéji byly tedy nasazeny také poméry 1:3:5 a 1:5:10, které mély
nahradu atomu zinku za jiné kovy ve struktuie S1 jeSté zvyraznit.

Vétsina krystalu s pridanymi kovy obsahovala kobalt a nikl, nebot tyto kovy
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vykazovaly nejslibnéjsi vysledky teplotni stability, viz kap. 3.1.1. Kobalt byl pfida-
van do smési s pomérem 1:1:5 (S1:EDTA:kov), nikl byl vyuZivan zejména pro vyssi
koncentrace EDTA. Doplikové bylo experimentovano i s hoi¢ikem a Zelezem, tyto
krystaly v8ak nakonec nebyly vyuzity pro difrakci a dalsi vyhodnoceni struktury.
Vysledky krystalizace byly pribézné fotografovany ptes opticky mikroskop a jejich
vybér je k dispozici v sekci Piilohy.

3.2 Difrakéni experimenty a zpracovani dat

3.2.1 Parametry experimentu

Krystaly uréené k difrakénimu méfeni na synchrotronu (konkrétné na obrazcich
3.1 a 3.2, dale oznacené jako X3.1, resp. X3.2) byly vyloveny z kapek a v teku-
tém dusiku prevezeny na synchrotron BESSY II, Helmholtz Zentrum Berlin. Kvili
nepiiznivé situaci kolem pandemie nemoci Covid-19 probé&hlo samotné méfeni (listo-
pad 2020) metodou ,remote-control®, tzn. difrakéni experiment byl uskute¢nén na
dalku online v redlném case za spoluprace s némeckymi kolegy. V pripadé méfeni
na domécim zdroji Bruker D8 Venture v BTU byl krystal X3.3 (Obr. 3.3) po vylo-
veni z kapky pfesunut rovnou na goniometr a méreni bylo zahajeno okamzité. Jako
kryoprotektant byl u vSech méfenych krystali pouzit perfluoropolyether (PFPE).

Na synchrotronu byla pouzita vinova délka rentgenového zafeni o hodnoté 0,918
A, vzdalenost detektoru Pilatus 6M od krystalu ¢inila 150 mm. U krystalu X3.1 bylo
navic kvuli vy$si multiplicité u prostorové grupy P1 vyuzito dvou riznych hodnot
ihlu k = 0° a 100°. Domaéci zdroj operoval s fixni vinovou délkou 1,342 A, vzdélenost
detektoru Bruker byla nastavena na 90 mm.

Vystupem ze viech méreni byla sada difrakénich snimk, pficem? jeden z nich (od
krystalu X3.1) je na obrazku P7 v sekci Ptilohy. Jde evidentné o difrakci proteinového
krystalu, nebot vysoka hustota bodu (difrakénich maxim) znaci velké vzdalenosti
rovin v krystalu, coz je pro makromolekuly typické. Bilé oblasti nezaznamenévaji
zadnou intenzitu - m¥iz je zpusobena sestavou detektoru (ten je slozen z vicero dil¢ich
senzoril), od centra obrazce doleva je pak misto tzv. lapa¢e priméarniho svazku. Cerné
soustfedné kruhy s vysokou intenzitou vznikaji v disledku difrakce rentgenového
zateni na ledu na povrchu krystalu.

3.2.2 Zpracovani dat

Pted kazdym mérenim byly vSechny krystaly nejprve otestovany. Naméreno bylo
nékolik zkusebnich snimki, ze kterych bylo mozno ihned poznat, zda skutec¢né jde
o dobfte difraktujici proteinovy krystal. V nékolika ptfipadech totiz krystal nedifrak-
toval, zcela chybél nebo se jednalo o krystal soli (takovy difrakeéni obrazec je pak
od proteinového snadno odligitelny). Snimky byly okamZité zpracovany programem
iMosflm a na zakladé vysledku tohoto zpracovani pak byla navrzena strategie pro
méreni kompletnich dataseti.
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Ke zpracovani kompletnich dat byl vyuzit program XDS. Namétfena data se pro
kazdy krystal vyhodnocovala oddélené - zpracovavaly se tedy dva datasety dohro-
mady od krystalu X3.1, jeden od X3.2 a pozdéji jesté jeden od X3.3. Néasledné
byla data seskdlovana a zprumérovana pomoci programu AIMLESS z balicku CCP4.
Krystal X3.1 byl zpracovan az do atomarniho rozligeni 1,1 A, X3.2 do velmi vyso-
kého rozligeni 1,5 A, méfeni na domacim zdroji piineslo uspokojivé vysledky do
rozligeni 1,9 A (X3.3). Vysledky zpracovani dat pro tyto krystaly jsou uvedeny v
tabulkach 3.1, 3.2, 3.3. Difrakéni limit u jednotlivych krystali byl uvazlivé volen
podle hodnot I /0, Ruyerge @ kompletnosti dat s ptihlédnutim k jejich dalsimu vyu-
ziti. [SW2, SW3, SW4|

3.3 Analyza vyskytu kovi

V piipadé v8ech métrenych krystalii byla po zpracovani dat vyuzita metoda mo-
lekularniho nahrazeni (viz kap. 1.2.7), nebot zde byl pfedpoklad, ze ptidand EDTA
by méla ptisobit strukturni zmény nanejvys v oblasti aktivniho mista obsahujiciho
zinecnaté ionty. Jako zndma struktura byla pro provedeni molekularniho nahrazeni
vyuzita nukleasa S1 z [15], PDB ID 5FBB.

Struktura vypoctena na zakladé modelu po molekuldrnim nahrazeni byla zpfes-
néna pomoci 50 cykli programu Refmach. Vysledky tohoto zptesiiovani jsou pro
data ze v8ech ti{ krystalti uvedeny v Tab. 3.4. Je nutno poznamenat, ze se nejednéa o
kompletni vyfesenou strukturu, nebot cilem bylo pouze ziskani diferen¢nich a ano-
malnich map, jejichZ maxima v nésobcich o ! jsou uvedena v Tab. 3.5. [SW4]

Ani jedno z méfeni na synchrotronu nebylo optimalizovano na ziskani anomalnich
signalt od jednotlivych tézkych kovovych iontli. Pii analyze vysledkii chelace byly
pouzity pouze diferen¢ni (rozdilové Fp — F¢) mapy elektronové hustoty ziskané
molekularnim nahrazenim strukturou, ktera chelaci neprosla. Tyto mapy zobrazené
na hladiné 100 jsou na obrézcich 3.4 a 3.5.

Anomalni signal byl ziskan az z méreni difrakce krystalu X3.3 na domécim zdroji
Bruker D8 Venture v Centru molekuldrni struktury (BTU, AV CR). Mimo rozdi-
lovou Fp — F mapu elektronové hustoty (Obr. 3.6) byla tedy vypoc¢tena i mapa
anomalni, viz Obr. 3.7 (modfe). Anomalniho rozptylu se v proteinové krystalografii
vyuZiva zejména pii praci s tézkymi atomy, typicky kovy (podrobné&jsi vyklad této
problematiky je k dispozici v [4]). Rozdilova anoméalni mapa na Obr. 3.7, zobrazena
na hladiné 30, ukazuje zfetelnd maxima na pozicich, kde by se ve struktuie klastru
mély nachazet tézké anomalné rozptylujici kovové atomy.

Lo je smérodatna odchylka elektronové hustoty vypoctené Fourierovou transformaci, viz 1.2.2.
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Tabulka 3.1: Vysledky zpracovani dat krystalu X3.1 (1:1 S1:EDTA) pomoci programu
AIMLESS 7z balicku CCP4 [SW4]. St¥edniky v horni ¢asti tabulky oddéluji parametry

méfeni pro x = 0° a 100°. Naméfeno na synchrotronu Bessy 11, HZB.

vlnova délka A [A] 0,918

celkovy thel ¢ |°] 360 ; 360

oscila¢ni thel Ag |°| 0,1;0,1

K [°] 0; 100

expozi¢ni ¢as [s/snimek] 0,1:0,1

difrakénd limit [A] 44,77 — 1,10 (44,77 —6,02) {1,12—1,10}
celkovy pocet reflexi 1220 694 (8 982) {62246}
pocet nezavislych reflexi 193 512 (1 211) {9668}
kompletnost dat |%)] 96,9 (99,8) {97,6}
multiplicita 6,3 (7,4) {6,4}
prostorova grupa P1

parametry elementarni bunky

délka hran [A]
velikosti uhla [°]

a=43,31; b=48,92; ¢ =65,43
a=172,8 =899 ~v="74,1

CCij 0,995 (0,997) {0,835}
(I)o) 10,5 (22,3) {2,6}
Rinerge 0,110 (0,069) {0,933}
Rieas 0,119 (0,074) {1,015}
Ryim 0,046 (0,027) {0,392}
Wilson B [A?] 9

Obrézek 3.1: Krystal X3.1 nukleasy S1 (12 mg-ml~!) s chela¢nim ¢inidlem EDTA péstovany
metodou visici kapky pfi teploté 18°C v podmince PEG 3350 25% (w/v), 200 mM NaCl, 50
mM CaCly, 100 mM Bis-Tris pH 5,5. Difrakéni experiment byl proveden na synchrotronu
Bessy II, HZB.
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Tabulka 3.2: Vysledky zpracovani dat krystalu X3.2 (1:1 S1:EDTA) pomoci programu
AIMLESS z balitku CCP4. [SW4| Naméfeno na synchrotronu Bessy 11, HZB.

vlnova délka A [A] 0,918

celkovy thel ¢ |° 360

oscila¢ni thel Ag |°| 0,1

K |°] 0

expozi¢ni ¢as [s/snimek] 0,1

difrakent limit [A] 44,53 — 1,50 (44,53 —8,22) {1,53 — 1,50}
celkovy pocet reflexi 1018943 (6 075) {48333}
pocet nezavislych reflexi 40 350 (323) {1905}
kompletnost dat |%)] 99,9 (99,5) {99,4}
multiplicita 25,3 (18,8) {25,4}
prostorova grupa P432,2

parametry elementarni bunky

délka hran [A] a=62,97; b=62,97; ¢ =122,59
velikosti uhla [°] a=90,0; 5=290,0; v=90,0
CCy, 0,999 (0,999) {0,183}
(I)o) 11,2 (53,9) {0,5}
Runerge 0,242 (0,051) {9,068}
Rineas 0,247 (0,052) {9,249}
Rpim 0,049 (0,011) {1,801}
Wilson B [A?] 18

Obrazek 3.2: Srostlice krystaltt X3.2 nukleasy S1 (12 mg-ml~!) s chela¢nim ¢inidlem EDTA
v molarnim poméru 1:1 péstovani metodou visici kapky pii 18°C v podmince PEG 3350
25% (w/v), 200 mM NaCl, 50 mM CaCly, 100 mM Bis-Tris pH 5,5. Pfed difrakénim
experimentem na synchrotronu Bessy 11, HZB byla srostlice §tépena na tfetiny, z nichz
jedna byla méfena.
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Tabulka 3.3: Vysledky zpracovéani dat krystalu X3.3 (1:5:10 S1:EDTA:NiCly) pomoci pro-
gramu AIMLESS z balicku CCP4. [SW4] Namé&Feno na difraktometru Bruker D8 Venture
v BTU AV CR.

vinova délka A [A] 1,342

celkovy thel ¢ |° 360

oscila¢ni thel Ag |°| 0,2

K |°] 0

expozi¢ni ¢as [s/snimek] 15

difrakend limit [A] 43,37 —1,90 (43,37 —9,11) {1,94 — 1,90}
celkovy pocet reflexi 183 063 (2 140) {5670}
pocet nezavislych reflexi 17 302 (210) {1081}
kompletnost dat [%] 99,9 (99,6) {99,5}
multiplicita 10,6 (10,2) {5,2}
prostorova grupa P432,2

parametry elementarni bunky

délka hran [A] a=61,69; b=061,58; ¢c= 110,77
velikosti uhla [° a=90,0; 5=290,0; v=90,0
CCyypy 0,991 (0,996) {0,659}
(I/o) 10,8 (24,3) {1,8}
Runerge 0,184 (0,109) {0,937}
Rieas 0,193 (0,114) {1,038}
Ryim 0,057 (0,032) {0,435}
Wilson B [A?] 5

Obrazek 3.3: Krystal X3.3 (v krouzku) nukleasy S1 (12 mg-ml~!) s chela¢nim ¢inidlem
EDTA a NiCly v molarnim poméru 1:5:10 péstovany metodou visici kapky pi¥i 18°C v
podmince PEG 3350 25% (w/v), 200 mM NaCl, 50 mM CaCly, 100 mM Bis-Tris pH 5,5,
méfeny na difraktometru Bruker Venture D8, BTU AV CR.
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Tabulka 3.4: Vysledky upfesiiovani struktur po molekuldrnim nahrazeni (data z krystali
X3.1, X3.2, X3.3) pomoci 50 cykli programu Refmac5 [SW4|.

data X3.1 X3.2 X3.3
rozliSeni [A] 36,01 — 1,10 43,96 — 1,50 43,40 —1,90
pocet reflexi (celkové) 193 503 40 268 17 250
pocet reflexi (free) 3 867 829 849
Ryork 0,288 0,283 0,256
Riree 0,307 0,300 0,307
stiedni odchylky (r.m.s.d.)

delky vazeb [A] 0,012 0,011 0,010
velikosti @hlit [°] 1,775 1,702 1,721

Tabulka 3.5: Porovnani maxim diferen¢nich (rozdilovych Fp — F¢) map a anomalni mapy
ze ziskanych dataseti od krystali X3.1, X3.2, X3.3.

maxima diferen¢nich map |o] maxima anom. mapy |o]
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 9,01
Zn 3 48,51 24,42 22,04 6,16
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Zn1

Obrazek 3.4: Rozdilovd Fp — F¢ mapa (oranzové) elektronové hustoty kovového klastru
krystalu X3.1 (protein S1 s chela¢nim ¢inidlem EDTA v molarnim poméru 1:1) na hladiné
100. Zobrazeni pomoci kulickového a ty¢inkového modelu: zelené uhlik, Cervené kyslik,
modfe dusik, vodikové atomy nejsou zobrazeny. Data byla graficky zpracovana v programu
Coot [SW4].

Zn1

Ty N
——

l ¥
-

Obrézek 3.5: Rozdilova Fp — Fo mapa (oranzove) elektronové hustoty kovového klastru
krystalu X3.2 (protein S1 s chela¢nim ¢inidlem EDTA v molarnim poméru 1:1) na hladiné
100. Zobrazeni pomoci kulickového a ty¢inkového modelu: zelené uhlik, ¢ervené kyslik,
modfe dusik, vodikové atomy nejsou zobrazeny. Data byla graficky zpracovana v programu
Coot [SW4].
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Obrazek 3.6: Rozdilova Fp — F¢ mapa (oranzové) elektronové hustoty kovového klastru
krystalu X3.3 (protein S1 s chela¢nim ¢inidlem EDTA a NiCly v molarnim poméru 1:5:10)
na hladiné 100. Zobrazeni pomoci kulickového a ty¢inkového modelu: zelené uhlik, ¢ervené
kyslik, modfe dusik, vodikové atomy nejsou zobrazeny. Data byla graficky zpracovana v
programu Coot [SWA4].

P_——

Obrazek 3.7: Anomalni diferen¢ni mapa (modfe) na hladiné 3o v kovovém klastru krystalu
X3.3 (protein S1 s chela¢nim ¢inidlem EDTA a NiCly v molarnim poméru 1:5:10). Zobra-
zeni pomoci kulickového a tycinkového modelu: zelené uhlik, ¢ervené kyslik, modie dusik,
vodikové atomy nejsou zobrazeny. Data byla graficky zpracovina v programu Coot [SW4].
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Kapitola 4

Diskuze

Kovové ionty jsou pro aktivitu metaloenzymi zcela stézejni. Dilezitost zine¢na-
tych iontu pro strukturni stabilitu nukleasy S1, kterd je pfirozené obsahuje, byla
studovana v této praci. Nukleasa byla ovlivnéna chela¢nim ¢inidlem EDTA, pricemz
vysledkem chelace mélo byt vyvazani ionti Zn?* z jeji struktury. Takto modifikovany
protein byl krystalizovan a nasledné podroben difrakénimu experimentu.

Pted zahajenim krystalizace byla méfena teplotni stabilita nukleasy S1 ve smé-
sich s chela¢nim ¢inidlem EDTA, poptipadé i chloridy riznych kovi. Vysledky téchto
méieni slouzily jako zadklad pro vybér molarnich poméria vhodnych pro krystalizaci.
Nasazeny byly fadové dvé stovky kapek, krystaly vyrostly ptiblizné ve tretiné z
nich. Ziskané krystaly byly vSak v naprosté vét§iné piipadu defektni. SniZena re-
produkovatelnost a kvalita krystali miize byt vysvétlena pravé pridanim chela¢niho
¢inidla. EDTA totiz muze strukturu rozru$it natolik, Ze zptisobi omezeni vytéznosti
krystalizace a finalni kvality. Tyto zmény se ale velmi pravdépodobné nijak zdsadné
neprojevuji na teplotni stabilité proteinu.

Difrakéni méfeni ziskanych krystala se uskutecnila jak na synchrotronu (s vinovou
délkou 0,918 A), tak i na zdroji s tekutou anodou (fixni vinova délka 1,342 A). Data
byla zpracovana do pomérné vysokych rozligeni pod 2 A, v pripadé krystalu X3.1
dokonce az na atomérni rozliseni 1,1 A. Vedle prostorové grupy P1 rostly krystaly
také v grupé P432,2, coz zatim nebylo u S1 nukleasy pozorovano, alespon dle dosud
publikovanych struktur v databazi PDB. VSechny datasety maji dobrou kompletnost
i multiplicitu. Hodnoty urc¢itych parametrii maji potencidl k dalsimu zlepSeni, avsak
za cenu snizeni rozliSeni. Pro tcely této prace jsou vSak data dostatecné kvality.

Analyza diferenc¢nich map elektronové hustoty ukazuje na sniZzenou okupanci
atomu zinku v pripadé krystali X3.1 a X3.2. Tento jev je nejvice patrny vzdy na
pozici zinku c¢islo 3, ktery se nachazi nejblize povrchu. Nizsi okupance znameng
vyvazani zinku ze struktury klastru, které vsak neprobéhlo u vsech molekul v krys-
talu. Toto je pravdépodobné zptisobeno pouzitim nedostateéného mnozstvi (resp.
koncentrace) chela¢niho ¢inidla.

V piipadé krystalu X3.3, ktery mimo S1 a EDTA obsahoval jesté pridany nikl,
jsou zajimavé predevsim vysledky z anomalni mapy. Pokud by k vyméné kovi nedo-
slo, byl by zde anomalni signal slaby (ne-li zadny). Nicméné anomalni mapa vykazuje
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tfi zfetelnd maxima, ktera se navic nachazi prakticky pfesné na pozicich ptivodnich
zinecnatych ionti. 7Z analyzy anomalni mapy elektronové hustoty plyne, ze u vétsi
¢asti molekul pravdépodobné doslo k vyvazani atomu zinku a nasledné i k nava-
zani atomu niklu na stejné pozice. K tomuto procesu byla nejvice nachylné, dle
predpokladu, pozice Zn 3 nejblize povrchu nukleasy (viz mapa na Obr. 3.7).

vlnova délka rentgenového zafeni [A]
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Obrazek 4.1: Anomaélni signal zinku (4.1a) a niklu (4.1b) v zavislosti na vlnové délce, resp.
energii rentgenového zafeni. Zelenymi ¢arami jsou znézornény vlnové délky vhodné pro
méfeni anomalniho signélu pred a za hranou. Dostupné z [SW5].

Pomoci rentgenového zareni o vlnovych délkach, jaké byly pouzity v provede-
nych experimentech, nelze spolehlivé odlisit zine¢naté a nikelnaté ionty v aktivnim
misté. Mé&Feni, ktera by piftomnost ionti Ni%* v proteinu mohla prakticky s uréitosti
potvrdit, by se méla zaobirat studiem charakteristik anomélniho signalu. Jeden z
moznych, a ziejmé nejlépe proveditelnych, postupi je méieni anomalniho rozptylu
pii riaznych vinovych délkach v blizkém okoli tzv. absorpénich hran (podobné, jak
je zelenymi ¢arami naznaceno v grafech na obrazku 4.1), coz jsou pro kazdy prvek
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specifické vlnové délky, pii kterych dochéazi ke zvySené absorpci dopadajiciho zafeni
(de facto dochézi k rezonanénim jevaim v elektronovém obalu). Takovy experiment
jde nejsnaze uskutecnit se synchrotronovym zéafenim, jehoz vlnovou délku lze, v
porovnani s klasickymi rentgenkami, pomérné snadno ménit.

Zbyva také zodpoveédét otazky, jez se prirozené okamzité nabizi. Jaka koncentrace
EDTA (respektive jaky molarni pomér k S1) dokaze vyvazat vSechny zinky? A je
tato koncentrace tinosna pro opétovné navazani jinych kovu? Jak jiz bylo feceno,
pomér SI:EDTA 1:1 k vyraznym zméndm nestaci, zatimco pomér 1:5 uz vykazuje
nevyhnutelné spjata s nevratnou degradaci proteinu. Podobné bude pravdépodobné
existovat i jisté nadlimitni mnozstvi EDTA| které taktéz zpiisobi znehodnoceni pro-
teinu (toto mnozstvi pritom stile nemusi byt dostatecné k chelaci v8ech zinku). Ta-
kové experimenty ziistavaji moznou néplni budouciho vyzkumu, napriklad v rdmci
Vyzkumného tkolu.

Pozornost by se méla vénovat taktéz optimalizaci krystalizace, nebot ziskané krys-
taly byly v naprosté vétsiné piipada defektni, a tedy ne zcela vhodné pro difrakéni
experiment. Slibné feSeni tohoto problému nabizi metoda ockovani, z niz vznikaly
krystaly byt malych rozméri, avSak na pohled prakticky vyluéné bezdefektni. Tyto
vSak dale nebyly pouzity k Zzadnému méfeni, jejich difrakéni vliastnosti tedy zustavaji
prozatim neznamé. Dodejme vSak, Ze ani intenzivni optimalizace nezarucuje jistotu
kvalitnich a velkych krystalt, nebot protein podrobeny chelaci takové viibec nemusi
vytvorit.

Dalsi vyzkum by se mohl zamérit na studium aktivity modifikovaného proteinu.
Zustava totiz stale neznamé, zda je protein po vyméné kovi v aktivnim misté (na-
priklad pravé za nikl) viibec aktivni & aktivni pii stejnych podminkéach. Napiiklad
posun v optimalnim pH pro katalyzu by mohl byt zakladem novych a odlisnych
biotechnologickcyh aplikaci. Podobné se muze modifikaci pozménit i preference nuk-
leasy. Takové experimenty vSak presahuji rozsah bakalarské prace.
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Zaveér

V ramci této prace byly provedeny krystaliza¢ni experimenty s proteinem S1 z
Aspergillus oryzae, ktery byl ovlivnén chelata¢nim c¢inidlem EDTA. Krystaly byly
nasledné podrobeny difrakénim experimentim na zdrojich rentgenového zafeni na
synchrotronu Bessy 1T (Helmholtz Zentrum Berlin) a domécim zdroji Bruker D8
Venture (BTU AV CR).

Ziskana data byla zpracovana do pomérné vysokych rozliseni, konkrétné do 1,1 A,
resp. 1,5A v pripads krystalii méfenych na synchrotronu a 1,9 A u difrakee krystalu
na doméacim zdroji, ktera vSak byla optimalizovana predevsim na ziskdni anomalniho
signalu. Kromé prostorové grupy P1 byla u tohoto proteinu vibec poprvé (alespoii
dle dosavadnich zaznami PDB) pozorovana také grupa P432;2.

Na zékladé analyzy diferen¢nich map elektronové hustoty lze usoudit, ze v piipadé
krystalii X3.1 a X3.2 nedoslo ke kompletni chelaci zine¢natych ionti, pouze ke snizeni
okupance. Struktura kovového klastru nebyla nijak vyrazné zménéna. V piipadé
krystalu X3.3, ktery byl méfen predevsim s cilem ziskat anomalni signal a skladal
se z nukleasy S1, EDTA a NiCly v molarnim poméru 1:5:10, doslo k ¢aste¢né chelaci
pivodnich iontii Zn?* a nahradé za ionty Ni?*. Naznacuje to ziskana anomalni mapa,
ktera rovnéz ukazuje, ze ndhrada probéhla v nejvétsi mife na pozici Zn 3 nejblize
povrchu nukleasy.
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P¥ilohy

Teplotni stabilita
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Obrazek P1: Teplotni stabilita nukleasy S1 (koncentrace 12 mg-ml~!) v roztoku s EDTA v
riznych molarnich pomérech. Oproti nativni S1 (tmavé modie) lze vidét z¥etelné zhorSeni
teplotni stability po ovlivnéni chela¢nim ¢inidlem. Mé&Feno metodou nanoDSF.
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Obrézek P2: Teplotni stabilita smési nukleasy S1 (koncentrace 12 mg-ml~!), EDTA a NiCly
v ruznych molarnich pomérech. Pfidani niklu k chelovanému proteinu dokaZe ¢astecné
obnovit teplotni stabilitu (v porovnani s Obr. P1). Mé&feno metodou nanoDSF.
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Obrazek P3: Teplotni stabilita smési S1 (koncentrace 12 mg-ml~!), EDTA a chloridi riiz-
nych kovli v molarnim poméru 1:1:5. Po chelaci a pfidani kovi se teplota t,, priblizné vraci
na hodnoty nativni S1 (zelené). Méfeno metodou nanoDSF.
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Obrazek P4: Teplotni stabilita smési S1 (koncentrace 12 mg-ml~—!), EDTA a chloridi riiz-
nych kovil v moldrnim poméru 1:3:5. Vyssi koncentrace EDTA ptisobi, navzdory nésled-
nému dodani kovii, zhorSeni teplotni stability proti nativnimu proteinu (zeleng). Vyjimkou
je pridani niklu, ktery teplotni stabilitu obnovuje. Tento jev byl dale studovan, viz Obr.

P2. Mé&feno metodou nanoDSF.
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Krystalizace

() (d)

Obrézek P5: Rizné tvary krystali péstovanych v podmince PEG 3350, 200 mM NaCl, 50
mM CaCls, 100 mM Bis-Tris pH 5,5 metodou visici kapky pfi teploté 18 °C. Pokazdé byla
pouzita S1 o koncentraci 12 mg-ml~1.

(P5a) Defektni srostlice SL:EDTA:NiCly v molarnim poméru 1:3:5, PEG 3350 25%.
(P5b) Defektni bipyramida S1:EDTA:CoCly v molarnim poméru 1:1:5, PEG 3350 25%.
(P5c) Deskovy krystal ST:EDTA:CoCly v molarnim poméru 1:1:5, PEG 3350 19%.

(P5d) Krystal ST:EDTA:CoCl, v molarnim poméru 1:1:5, PEG 3350 25%.

(a) (b)

Obrazek P6: Bipyramidové krystaly smési ST:EDTA:CoCly v molarnim poméru 1:1:5 zis-
kané za vyuziti metody ockovan{ zrny z krystalu stejného druhu. Péstovano ve visici kapce
pii teploté 18 °C v podmince PEG 3350 23% (P6a), 24% (P6b) (w/v), 200 mM NaCl, 50
mM CaCly, 100 mM Bis-Tris pH 5,5. Byla pouzita koncentrace S1 12 mg-ml~?.
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Difrakéni experiment

Obrazek P7: Difrakéni obrazec krystalu nukleasy S1 (12 mg:ml™!) s chela¢nim ¢inidlem
EDTA v molarnim poméru 1:1, vypéstovaného v podmince PEG 3350 25% (w/v), 200
mM NaCl, 50 mM CaCly, 100 mM Bis-Tris pH 5,5 (visici kapka, 18 °C), naméfeny na
synchtrotronu Bessy 11, HZB.
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