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l. Uvod

Ziskanie kvalitnych proteinovych monokrystalov pre rontgenovu difrakénti analyzu je
zdlhavym a ndroénym empirickym procesom, zahriiujicim ¢asovo naroéné optimalizacie
podmienok ¢i vyuzitie roznych technik krystalizacie. Neexistuje ziadna komplexna tedria, ktora
by usmernovala experimentilne pokusy krystalizacie proteinov. Experimenty kryStalizacie
proteinov su Casto sprevadzané s velkym poctom pokusov o optimalizaciu krystalizaénych
podmienok pre ziskanie akostnych krystalov proteinu. Metodiky krystalizacie proteinov su stale
sa vyvijajicim odvetvim, ktoré poskytuje Siroki moznost’ uplatnenia v roznych prirodovednych
odboroch. Ziskanie informdcie o Strukture proteinov vyznamne prispelo k naSmu stc¢asnému

chapaniu mnohych zakladnych mechanizmov, ktoré sa podiel'aji na Zivotnych procesoch.

Prave kokrystalizacia potencialnych lieciv S modelovymi proteinmi je neustale viac
vyuzivanou technikou, ako na poli biologickych, tak na poli chemickych vied, pre lepsie

pochopenie mechanizmu biologickej aktivity, tychto lie¢iv v Zivych systémoch.

Téma prace i jej vystupy Gzko nadvézuji na vyskumné zameranie Oddelenia biologicky
aktivnych komplexov RCPTM, orientovaného na dizajn, pripravu a Stadium biologicky
aktivnych koordina¢nych zlucenin s vyznamnou mierou uplatnitelnosti ako potencidlnych
lie¢iv vaznych Tudskych chorob, predovsetkym vsak nadorovych a metabolickych ochoreni.
V suvislosti s vizbou na uvedené vyskumné aktivity si dovol'uje autor prace pod’akovat’ za
financovanie svojich finanéne naroénych experimentov prostrednictvom prostriedkov

z projektov NPU | LO1305, IGA PiF 2016 _007, IGA PiF 2017 018 a IGA PiF 2018 011.



I1. Ciele prace

Ciel'om bakalarskej prace je vypracovanie literarnej reserSe na tému krystalizacné
metody pre Studium interakcii malych molekul s proteinmi pre Gcely makromolekularnej
rontgenoStruktirnej analyzy (podstata, metody a moznosti ich optimalizacie, kritéria pre

mikroskopické, resp. aj d’alSie dostupné hodnotenia kvality krystalov).

Dalim cielom bola optimalizacia kokrystalizacie vybranych biologicky aktivnych
koordina¢nych zlucenin (zo zbierok Katedry anorganické chémie PiF UP) s vybranymi
modelovymi proteinmi a nasledne kvalitativne zhodnotenie vysledkov, na zaklade

mikroskopickej analyzy, resp. d’al§imi dostupnymi metodami.



I11. Teoreticka cCast’
1. Historicky vyvaoj

Krystalizaciou proteinov sa zacali zaoberat’ vedci od zhruba polovice 19. storocia. Do
objavenia rontgenovej krysStalografie sa vyuzivala predovSetkym na purifikaciu a fyziologicku
charakterizaciu bielkovin. Po prvom objasneni Struktury proteinového krystalu pomocou
rontgenovej difrakénej analyzy, vroku 1934 sa zaCala tvarovat’ nova vedeckd disciplina
nazvana ,,krystalogeneza“, ktorej cielom bolo pochopit’ rast, kvalitu a Struktiru proteinov

[Giegé, 2013].

Historiu krystalizacie proteinov mozno datovat’ od roku 1840, kedy sa v publikacii
Friedricha Ludwiga Hiinefelda objavuje zmienka o ndhodnom objave krystalického materialu
v krvi dazd’oviek, oSipanych a v T'udskej krvi. Tento kryStalicky material nasledne v roku 1864
dostal nazov hemoglobin [Hiinefeld, 1840]. Prva zamerne realizovatelnd a nasledne
reprodukovatel'na krystalizacia hemoglobinu bola vykonana vroku 1851 Otto Funkom
pomocou pomalého odparovania rozpustadla (vody, etanolu a éteru) z proteinového roztoku
[Preyer, 1871]. V roku 1855 bola objavena Theodorom Hartigom d’al$ia skupina krystalov
proteinov v glutén-obsahujticej muke, ¢o viedlo k sérii objavov ,, krystaloidov *“ , ako ich

nazval, v inych extraktoch semien rastlin [Hartigom, 1855].

Medzi prvych, ktori si uvedomili a skimali u¢inok soli na rozpustnost' a stabilitu
proteinov, patril Hofmeister, ktory svoje zavery badania uplatnil pri krystalizacii slepacieho
vaje¢ného albuminu [Hofmeister, 1888]. V roku 1926 sa podarilo Jamesovi B. Sumnersovi
vykrystalizovat’ prvy enzym-ureazu [Sumner, 1926], ¢o viedlo Johna H. Northropa ku
krystalizacii pepsinu a trypsinu. Northrop sa tiez zasluzil o vyvoj lepSich kvantitativnych

nastrojov na ¢istenie, charakterizaciu a krystalizaciu proteinov [Northrop, 1939].

K rozsireniu pouzitelnosti krystalizacie proteinov doslo v roku 1934, kedy John
Desmond Bernal a Dorothy Crowfoot zverejnili prvy difrakény vzor proteinového krystalu, ¢im
zapocal zrod rontgenovej difrakénej analyzy ako metody pre Studium Struktury latok v
Struktarnej biologii [Bernal a Crowfoot, 1934]. Dnes je rontgenova difrakéna analyza jednou
z0 zékladnych metdd, pomocou ktorej bola urcena Struktira uz 124926 z celkového poctu

139555 proteinovych struktir, ¢o je okolo 90% proteinov v databaze PDB (ku ditu 20.04.2018).
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2. Princip kryStalizacie proteinov

Krystalizacia je fenoménom fazového prechodu medzi kvapalinou a pevnou fazou.
Krystaly vznikaju z proteinovych roztokov v stave presytenia (supersaturacie) [Chayen, 2004].
Podstata spociva v pomalom privedeni systému do stavu zniZenej rozpustnosti a dosiahnutia
limitného stupnia presytenia postupnou modifikaciou vlastnosti systému (teplota, pH,

koncentracia jednotlivych komponentov v roztoku, atd’.) [Kuta Smatanova, 2013].

2.1. Proces kryStalizacie

Priebeh tvorby krystalov prechadza troma fazami: a.) nukleaciou, b.) rastom, c.)
terminaciou [Krauss, 2013]. Proces krystalizacie proteinov nastava z presytenych
(supersaturovanych) roztokov, kedy koncentracia proteinu presahuje rozpustnost. Velké
presytenie je potrebné na prekonanie aktivacnej energetickej (nukleacnej) bariéry. Tato energia
reprezentuje volnll energiu potrebnul na vytvorenie malej mikroskopickej skupiny proteinov,
ktort nazyvame nukleac¢né jadro, z ktorého zapocina rast krystalov [Asherie, 2004]. Aby doslo
k samovol'nému rastu nuklea¢ného jadra, musi prekonat’ takzvanu kriticka velkost, ktora je
dana nukleac¢nou (energetickou) bariérou. Kazdé jadro pod touto kritickou vel'kostou bude mat’
tendenciu rozpustit' sa [Garcia-Ruiz, 2003]. Po vytvoreni stabilného nuklea¢ného jadra
nasleduje rast kryStalu diftiziou Castic na povrchu jadier a ich naslednym usporiadanim a
zaclenenim do Struktary . Rast proteinovych krystalov je samovol'ny termodynamicky vyhodny
dej, pri ktorom dochédza k minimalizovaniu volnej energie [Mcpherson, 1990]. Rast krystalu
je ovplyvneny takzvanym depozi¢nym stupfiom. Depozi¢ny stupen reprezentuje rychlost
odc¢erpavania pevnej fazy z roztoku. Pokial’ je depoziény stupen nizky, nedochadza k tvorbe
rastovych centier alebo je rychlost’ rastu pomala a naopak, pokial’ je depozi¢ny stupen vysoky,
vznikd velké mnozstvo drobnych nukleaénych jadier, rychlost’ rastu je vysoka, ¢o moze
zapri¢init' vznik velkého poctu defektov [Kutd Smatanova, 2013]. Cielom systému je
dosiahnut’ stav rovnovahy, s ¢im je spojena terminacia prebiehajuceho deja [Mcpherson, 1990].
PredCasni termindciu rastu proteinovych kryStalov moéze spdsobit’ zmena podmienok

krystalizacie alebo pritomnost’ necistot v systéme [Durbin a Feher, 1996].
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Uroveli presytenia proteinovych roztokov sa deli na tri zény: vysoké presytenie
(precipitacna zoéna), stredné presytenie (labilnd zoéna), nizke presytenie (metastabilnd zona)
[Krauss, 2013]. Precipita¢na zéna (vysoké presytenie) je miesto, kde sa prebytok molekul
proteinu oddeli od roztoku za vzniku velkého poctu amorfnych agregatov. Labilna zona
(stredné presytenie) je miesto, kde prebytok molekul proteinu agreguje v krystalickej forme.
Umiestnenie  presytenia roztoku v labilnej oblasti zodpovedd za pocet vzniknutych
nuklea¢nych jadier. Metastabilna zéna (nizke presytenie) je miestom, kde nemusi dochadzat’
k tvorbe nuklea¢nych jadier, pokial’ na systém nepoOsobi vonkajsia sila, a teda systém nie je
,mechanicky Sokovany®. Idedlny priebeh tvorby dobre usporiadanych a dostatoc¢ne velkych
krystalov proteinu by optimalne mal za¢inat’ v labilnej oblasti s takym presytenim, aby doslo
Kk tvorbe jediného nuklea¢ného jadra a prechodu roztoku do metastabilnej oblasti v dosledku
znizenia koncentracie. Rychlost’ rastu jadra by s jeho narastajucou velkostou klesala, ¢im sa
zabrani tvorbe defektov systému. Cely proces sa ukonci dosiahnutim rovnovahy medzi
vzniknutym krystalom a jeho roztokom [Chirgadze, 2001]. Proces krystalizacie proteinov
popisuje fazovy diagram (obrdzok 1), ¢o je 2D graf zndzorfiujuci zavislost’ koncentracie
proteinu na uréitom parametri roztoku, najéastejSie na koncentracii roztoku [Mcpherson -

Gavira, 2014].

Pracipitaing 16na

Labilna zéna

Stabilnd zéna

koncentracia proteinu

koncentréacia zraZadla o

Obr. 1: Fazovy diagram popisujuci krystalizaciu proteinov. Zobrazuje zavislost koncentracie

proteinu na koncentrdacii zrazadla v roztoku. Prekreslené z Mcpherson -Gavira 2014
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2.2. Faktory ovplyviiujuce kryStalizaciu

Existuje velky pocet fyzikalnych, chemickych a biologickych premennych, ktoré mozu
vo vicsej ¢i mensej miere ovplyviovat’ zisk kvalitnych krystalov proteinov [Mcpherson, 1990].
Vsetky tieto termodynamické a dynamické procesy mozu byt pouzité na riadenie presytenia
systému, a teda aj rychlosti tvorby nuklea¢nych jadier a rastu krystalov proteinu. Zakladom
uspesnej krystalizacie je tiez nutnost’ vysokej chemickej a biologickej ¢istoty, ako proteinovej
vzorky, tak Cistoty ostatnych zloziek systému, ktoré mézu vyrazne ovplyvnit’ celkovy priebeh
krystalizacie [Krauss, 2013].

2.2.1. Teplota

Zavislost’ krystalizacie proteinov na teplote je pre jednotlivé proteiny charakteristicka,
pricom celkovy proces moze ovplyvnit’ viacej ¢i menej. Niektoré proteiny vykazuji vyssiu
rozpustnost’ so zvySujuicou sa teplotou, zatial’ ¢o iné vykazuju znizenu rozpustnost’ [Mcpherson,
1990]. Samotné proteiny mézu pri réznych teplotach vykazovat krystalickii polymorfiu
[Abdalla, 2016]. Funkcia rozpustnosti na teplote nie je zavisla iba od samotného proteinu, ale
predovsetkym od konkrétneho zlozenia systému obsahujticeho protein v roztoku. V laboratoriu
sa najCastejSie vykonavaju krystalizacie proteinov pri teplote 4 °C, kvdli hustotnému paradoxu
vody a inhibicii biologickej kontaminacie, a pri teplote 20 °C, teda pri laboratornej teplote
[Krauss, 2013].

2.3.2. Uprava pH

Podobne ako teplota, méze na rozpustnost’ proteinov vplyvat’ pH. Rézne proteiny su
rozpustné pri r6znych hodnotach pH. Hodnoty pH roztoku vyrazne ovplyviiuji protonizacny
stav nabitych aminokyselin postrannych retazcov proteinu, ¢o vplyva na tvorbu nevidzbovych
interakcii, ktoré vyrazne zodpovedaju za tvorbu kryStalov proteinu. Pri zmene hodnét pH
roztoku musime taktiez brat’ do uUvahy koncentraciu soli, ktord vyrazne ovplyviluje
elektrostatické interakcie medzi molekulami proteinu. [Dumetz, 2008]. Znizenie rozpustnosti
proteinov a s tym spojend agregécia Ci zrdZanie, zvy€ajne nastava v tych pripadoch, ked’ sa
izoelektricky bod molekuly bielkoviny priblizne rovna pH roztoku. Tento fakt vyrazne

ovplyviuje vyber timivého roztoku pre krystalizaciu daného proteinu [Abdalla, 2016].

2.4.3. Typ zrdZadla
Medzi zékladné typy precipitantov, ktoré sa navzijom lisia predovSetkym sposobom

posobenia, patria a.) soli (napr. (NH4)2SOa4, NaCl, MgCly), b.) organické rozpustadla (napr.
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metanol, etanol, aceton, 2-methyl-pentan-2,4-diol (MPD) alebo glukéza). Specidlnu kategoriu
organickych precipitantov tvoria c.) makromolekularne polyméry (napr. polypropylénglykol
P400, karboxymethylcelulosa, atd’.) [Kutd Smatanova, 2013].

a.) Soli:

Patria medzi najbeznejSie pouzivané zrazadla pre krystalizaciu biomakromolekul.
Vplyv soli zvySuje konkurenciu medzi nabitymi skupinami na povrchu molekuly proteinu
0 i6ny v roztoku. Za nepritomnosti i6nov soli protein precipituje v dosledku elektrostatickych
pritazlivych sil medzi opacne nabitymi castami molekul proteinov. Po pridani soli, ako
precipitantov, iony chrania nabité skupiny a zvySuju rozpustnost’ proteinu. Pri stave systému,
kedy sa i6nova sila zvysSi na bod, v ktorom nabité skupiny proteinov aidny soli superia
0 molekuly rozpustadla s cielom udrzat’ svoje hydratacné obaly, dochiddza k zvySeniu
rozpustnosti i6nov soli a naopak k naruSeniu solvataénych obalov, protein tento stav
kompenzuje asocidciou sinymi molekulami proteinov za vzniku termodynamicky

vyhodnejsieho systému [Chirgadze, 2001].
b.) Organické rozpustadla:

Molekuly organického rozpustadla interaguju s molekulami vody, ¢im ich odvadzaja
od interakcie s proteinovymi atdmami, sicasne znizuju dielektrickt konstantu roztoku. Tieto
vlastnosti zmensuju schopnost’ systému plne solvatovat’ molekuly proteinu, v dosledku ¢oho
dochadza k ich asocidcii a vylucovaniu z roztoku. Organické rozptstadla by sa mali pouZivat’
v nizkych koncentraciach, pretoZe niekol’kokrat destabilizuju sekundéarnu a terciarnu Struktaru
molekuly proteinu [Chirgadze, 2001]. Dalej by sa mali pouzivat’ pri nizkych teplotach, pri¢om
do roztoku by sa mali pridavat’ po malych davkach za staleho miesania [Mcpherson-Gavira,
2014].

c.) Polyméry:

Medzi najpouzivanejsSie a najefektivnejsie polymérne zrazadla z hl'adiska schopnosti
precipitacie i nakladov patria polyetylénglykoly (PEG), ktoré sa pouzivaju v rozmedzi r6znych
molekulovych hmotnosti od 200 po 1.000.000 Da (daltonov). PEG s menSou molekulovou
hmotnostou ako je 1000 Da su kvapaliny, nad 1000 Da sa jedna o pevné latky [Chirgadze,
2001]. Konkrétne molekulové hmotnosti polyetylénglykolov st charakteristické pre

krystalizaciu konkrétnych proteinov, pricom vSak neexistuje Ziadna zavislost’ medzi vel'kost'ou
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molekulovej  hmotnosti  polyetylénglykolu  avelkostou  molekulovej  hmotnosti
krystalizujuceho proteinu [Mcpherson-Gavira, 2014].

Podobne ako soli, tak aj polyetylénglykoly stperia s rozpustenymi molekulami proteinu
0 molekuly vody, v désledku ¢oho dojde k naruseniu solvataénych obalov molekul proteinu
a tym k ich asociacii. Avsak, na rozdiel od soli, PEG znizuju dielektricka konstantu roztoku, ¢o
zvySuje efektivhu vzdialenost  elektrostatickych interakcii medzi molekulami proteinu

[Chirgadze, 2001].

2.5.4. Aditiva

Za aditivum povazujeme kazdu latku, ktora nie je krystalizovanou zlu¢eninou, timivym
roztokom alebo zrazadlom. Aditivum moéze viazat, stabilizovat,, ¢i modifikovat’ proteinova
konformaciu, moze narus$it’ interakcie medzi molekulami rozptstadla a proteinu alebo

ovplyvnit’ rdzne fazy krystalizacie, ¢i zmenit’ povrchovu energiu krystalu [Krauss, 2013].

Malé molekuly, ako su analogie substratov, koenzymov ¢i malé i6ny, sa mozu viazat' v
aktivnych miestach enzymov ¢i Specifickych miestach na proteinoch a zapri¢init' tym
stabilizdciu konformacie alebo potrebni zmenu konformécie pre kryStalizaciu. Vysledny
systém aditiva s proteinom tak méze nadobudnit’ menej dynamicky charakter a tym mensiu

rozpustnost’ [Mcpherson-Gavira, 2014].

Chemické ochranné latky sa pouzivaju predovSetkym na chelataciu ionov tazkych
kovov, v pripade, Ze ich vplyvom by doslo k zmene alebo stabilizacii konformacie, ktora nie je
vhodna pre proces krystalizacie. Medzi takéto latky patri napriklad EDTA. Dalej sa ako aditiva
pouzivaju inhibitory proteolytickych enzymov ako napr. azid sodny alebo 2,2'-bipyridine
[Mcpherson-Gavira, 2014].

Dal§imi pouzivanymi aditivami s detergenty, ktoré ul'ahéuju rozpustnost’ niektorych
malo rozpustnych proteinov, ako st napriklad hydrofébne membranové proteiny. Takéto
proteiny vytvaraju Casto v roztoku agregaty nevhodne pre krystalizaciu. P6sobenim detergentu
na protein sa stdva hydrofilnejSim a tym sa zvysuje jeho rozpustnost’ vo vodnych roztokoch,
pricom nedochadza k zmene jeho fyzikalno-chemickych vlastnosti. Medzi pouzivane
detergenty patria napriklad dodecylmaltozid (DDM) alebo beta-oktylglukozid (BOG)
[Mcpherson-Cudney, 2014].

Cross-linkery su latky, ktoré stabilizujii konforméciu a znizuji dynamicky charakter

proteinu, reverzibilnym zasietovanim nabitych skupin na proteine alebo tvorbou
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intramolekularnych vodikovych vézieb pomocou povrchu polarnych casti proteinu. Medzi
cross-linkery patria multivalentné molekuly, ¢asto obsahujuce diamin (napr. benzoguanamin)
alebo dikarboxylové kyseliny (napr. kyselina jantarova), &i alifatické zleniny réznych dizok
nesuce nejaka kombinaciu nabitych skupin (napr. kyselina sulfojantarova) [Mcpherson-Gavira,
2014].

Kryoprotektanty st dalSimi pouzivanymi aditivami, ktoré zabranuju tvorbe
mikrokrystalov rozpustadla v kryStaloch proteinov. Pridanim kryoprotektantov dochadza ku
tvorbe amorfnej pevnej faze rozpustadla, podobnej sklu. Medzi pouzivane kryoprotektanty

patria napriklad glycerol alebo ethylenglykol [Jeffeey, 2006].

Redukéné Cinidla su d’alSou skupinou aditiv, ktoré zabranuji nechcenej oxidacii
proteinovej vzorky pocas procesu krystalizacie, kedy oxidacia moze viest k nechcenej agregacii
alebo denaturacii proteinu. Medzi redukéne ¢inidla pouzivane v proteinovej kryStalografii
patria napriklad beta-mercaptoethanol (beta-me) alebo dithiothreitol (DTT) [Hampton
Research, 2017].

Existuje velké mnozstvo dalSich aditiv, ktoré mozu vyraznejSie ¢i menej vyrazne
ovplyviiovat’ cely proces krysStalizacie proteinov. Aditiva patria medzi d’alSie parametre

spojené s optimalizaciou krystaliza¢nych podmienok [Krauss, 2013].

2.6.5. MieSanie

Miesanie kryStalizacného roztoku proteinu moze zvysit' jednotlivé interakcie medzi
molekulami a tym urychlit’ celkovy rast krystalu. Rast a morfologia krystalov st zavislé na
rychlosti mieSania. Pri kryStalizacii proteinov sa uprednostituje pomalé mieSanie, aby sa
zabranilo problémom, akym s spontanna nukleédcia, denaturdcia proteinu ¢i poSkodeniu

vzniknutych krystalov [Krauss, 2013].

Existuje d’alSie velké mnozstvo faktorov, ktoré ovplyviluju proces krystalizicie

proteinov. Ich prehlad’ poskytuje tabul’ka 1.
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Tabulka 1. Fyzikalne,

chemicke,

makromolekul. Prekreslené z Mcpherson-Gavira 2014.

biochemické faktory ovplyviujuce krystalizdaciu

fyzikalne

chemické

biochemické

teplota

pH

¢istota makromolekul

objem mate¢ného roztoku

typ zrazadla

substrat/inhibitor

geometria komory ¢i kapilar

koneéna koncentracia

agregacny stav makromolekul

zrazadla
gravitacia i6nova sila posttransla¢na modifikacia
tlak typ kationu a koncentracia zdroj makromolekul
cas typ anidénu a koncentracia proteolyza
vibracie stupenl presytenia chemické modifikacia

elektrické/magnetické pole

ox/red prostredie

genetickd modifikécia

dielektrické vlastnosti

média

koncentracia makromolekul

vlastna symetria

makromolekul

viskozita média

iony kovov

stupen denaturacie

cross-linkery

izoelektricky bod

detergenty

obsah alfa-helixov

necistoty

konformacny stav

tepelna stabilita

pristupny rozsah pH

historia vzorky
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3. Metody krystalizacie

3.1. Krystalizacia proteinov pomocou metody visiacej kvapky

Metoda pozostava z difuzie par rozpustadla medzi kvapkou a matecnym roztokom, ide
0 priamociaru diftziu v snahe zachovat’ termodynamickt rovnovéhu. Kvapka zlozena zo zmesi
vzorky proteinu a zrazacieho Cinidla je umiestnena nad rezervoarom, priCom obsahuje nizsiu
koncentraciu zrazadla v porovnani s rezervoarom. Dochadza k difuzii par rozpustadla z kvapky
do mate¢ného roztoku atym k jej prechodu do stavu supersaturacie. Cely dej sa ukonéi
dosiahnutim termodynamickej rovnovahy medzi koncentraciou ¢inidla v kvapke a v rezervoari.
Vyhodou tejto metody je jej jednoduchd realizovatelnost, Tahky pristup ku kryStalom

a ekonomicka nenaro¢nost’ [Hampton Research, 2017].

O TR T®

A- krycie sklicko
B- vysiaca kvapka
C- mateény rotok

Obr. 2: Schéma krystalizacie proteinov pomocou metody visiacej kvapky. Prekreslené

z Krauss 2013.

Metdda sa vykonava v jamkovych dostickach, kde sa kazdad jamka naplni mate¢nym
roztokom a uzavrie silanizovanym sklickom alebo plastovym krycim sklickom. Sklicko moze

byt utesnené pomocou silikonového oleja alebo vysokotlakovej vazeliny [Chayen, 2008].

3.2. Krystalizacia proteinov pomocou metody sediacej kvapky

Je metdédou podobnou metdde krystalizacie proteinov pomocou visiacej kvapky. Ide
znovu o0 metddu priamej diftizie par rozpustadla, zaloZenej na snahe systému dosiahnut’ stav
termodynamickej rovnovahy medzi kvapkou obsahujucou nizsiu koncentraciu zrézacieho
¢inidla a mate¢nym roztokom obsahujicim naopak vysSiu koncentraciu zrdzacieho c¢inidla.

Vyhodou tejto metody je stabilné umiestnenie kvapiek, a to v pozicii ,,sedenia®, jednoducha
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realizovatel'nost’ a ekonomicka nenaro¢nost’ [Hampton Research 2017]. Nevyhodou tejto
metody krystalizacie proteinov je prirastanie krystalov k nosnej ploche, ¢o stazuje naslednt

manipulaciu s proteinovymi kryStalmi [Krauss 2013].
A —l & j
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V4

A- krycie sklicko
B- sediaca kvapka
C- matecny roztok

Obr. 3: Schéma krystalizdacie proteinov pomocou metédy sediacej kvapky. Prekreslené

Z Krauss 2013.

3.3. Metéda krystalizacie proteinov pomocou sendvicovej kvapky

Podobne ako v predchadzajtcich pripadoch ide 0 metédu zalozenu na priamej difazii
par rozpustadla z proteinovej kvapky obsahujucej niz§iu koncentraciu zrazacieho ¢inidla do
matecného roztoku s vy$Sou koncentraciou zrazacieho €inidla. Kvapka je umiestnend medzi
dve krycie sklicka nad mate¢nym roztokom v rezervoari. Vyhodou tejto metody je zniZenie
plochy difazie par z kvapky, ¢im sa spomali celkovy proces dosiahnutia termodynamickej
rovnovahy medzi kvapkou a mateénym roztokom, ¢o vedie obvykle k tvorbe kvalitnejSich
krystalov proteinu [Krauss, 2013].

Q 1. ) €]

A- krycie skll'c':k?
B- sandwichova kvapka
C- mateény roztok

Obr. 4: Schéma krystalizacie proteinov pomocou metody sendvicovej kvapky. Prekreslené

Z Krauss 2013.
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3.4. Metoda mikrokrystalizacie pod olejom

V ramci tejto metody sa umiestni proteinova kvapka s prisluSnym obsahom zrazacieho
¢inidla a réznych aditiv pod tenku vrstvu oleja. VSeobecne pouzivanym olejom je mineralny
olej srozvetvenych parafinov v rozsahu C20+, ktory neumoziuje difGziu par rozpustadla
z proteinovej kvapky [Hampton Research, 2017]. Na ziskanie kvalitnych krystalov vhodnych
na difrakénu analyzu musi byt’ splnena taka podmienka, ze po priprave kvapky nastava proces
nukleécie v dosledku kontaktu vysokych koncentracii zrazacieho Cinidla a proteinu. Nasledne
sa kvapka umiestnena pod olej nachadza v metastabilnej oblasti supersaturacie, ktora zaruci
usporiadany rast krystalu proteinu. Tato metdda umozinuje vytvorit’ nemenné podmienky rastu
proteinovych krystalov v systéme. Nevyhodou metody je moznost” difankci réznych aditiv
v kvapke do oleja, ¢i rychle nastolenie termodynamickej rovnovéahy, ktord zabraniuje tvorbe

kvalitnych krystalov pre rontgenovu difrakénu analyzu. [Krauss, 2013].

parafinovy olej

\CD/

kvapka proteinu a
zrazacieho ¢inidla

Obr. 5: Schéma krystalizacie proteinov metédou mikrokrystalizacie pod olejom. Prekreslené

z Krass 2013.

Modifikacia metdody mikrokryStalizacie pod olejom je zaloZena na pouZziti zmesi
silikbnového oleja a parafinového oleja v pomere 1:1. Tato zmes umozZiuje difuziu par
rozpust'adla z proteinovej kvapky cez vrstvu zmesi olejov. Tym dochadza k poklesu jej objemu,
¢o vedie k zvySeniu koncentracie proteinu a zrdzacieho Cinidla v kryStalizatnom systéme.
Zmenou pomeru zmesi parafinového a silikdnového oleja mozno menit’ rychlost’ difuzie par
rozpustadla a tym ovplyviiovat’ rychlost’ a kvalitu samotnej kryStalizacie proteinu. [Hampton
Research, 2017].
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parafluowy olej a silikanovy olej 1:1

kvapka protefnu a
zraZacieho fnidla

Obr. 6: Schéma krystalizacie proteinov metédou mikrokrystalizacie pod zmesou parafinového

a silikonového oleja. Prekreslené 7 Krass 2013.

3.5. Metoda krysStalizacie proteinov pomocou dialyzy

Tato technika vyuziva difuziu a ekvilibraciu molekul zrdzadla cez semipermeabilni
membranu do proteinovej kvapky, ¢im sa zvySuje jej koncentricia pocas vzniku d’alSicho
supersaturovaného roztoku. Pre tuto metddu sa vyuzivaju tzv. mikrodialyzaéné tlacidla, ktoré
umoziuju jednoduchy sposob krystalizacie s malym mnozstvom proteinov. Proteinova vzorka
je umiestnena do malej komorky na povrchu mikrodialyza¢ného tladidla a pokryta dialyza¢nou
membranou. Nasledne je cely systém vlozeny do zasobnika obsahujuceho zrazacie ¢inidlo

[Krauss, 2013].

krytie sklidko

zdsobnik 50 rr;iadlum

dialzyzaind membrina
proteinovd kvapka

mikrodialyzacné tladidle

Obr. 7: Schéma krystalizdicie proteinov metédou dialyzy. Prekreslené z Krass 2013.
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3.6. Metoda krysStalizacie proteinov pomocou vol’nej diftizie

Tato metoda vyuziva volni difiziu medzi koncentrovanym roztokom proteinu
a zrazacieho c¢inidla pre dosiahnutie stavu supersaturdcie roztoku potrebnej na tvorbu
nukleacnych jadier a nasledny rast kryStalov. Proteinové a zrazacie roztoky sa vrstvia priamo
nad sebou V kapilare, ktorej konce su utesnené voskom [Salemme, 1972]. Takyto systém
pomaly interdifunduje a dosahuje rovnovahu fenoménom protipradovej difazie [Krauss, 2013].
Na zaciatku interdiftizie je miesto vzajomného kontaktu, rozhranie medzi oboma roztokmi
Vv stave supersaturacie, ¢o indukuje tvorbu nukleacnych jadier, ktoré slizia ako miesto d’alSieho
rastu proteinovych krystalov [Salemme, 1972]. Metoda krystalizacie proteinov pomocou
vol'nej difuzie nie je Siroko vyuzivanou vzhl'adom na velky objem vzorky, ktory je potrebny

pre krystalizaciu ¢i naro¢nost’ vytvorenia vhodného rozhrania [Krauss, 2013].

¢ ¢

roetok zrafacieho dinidla

roihrinie medzi oboma rottokmi === [

raztak proteiny = | | i
Obr. 8: Schéma krystalizdacie proteinov metédou volnej difiizie. Prekreslené z Krauss 2013.

3.7. Metéda krystalizacie proteinov pomocou mikrofluidik

Ide ojednu znovo sa vyvijajucich metdd, umoziujucich pracovat s malymi
mnozstvami proteinov s pomerne vysokou rychlostou krystalizacie a jednoduchou koncovou
manipulaciou krystalov pre rontgenovu difrakénu analyzu [Zheng, 2004]. Cela metdda je
zalozena na prudenia tekutin v kapilarach, priCom jednotlivé deje st zavislé na tzv.
Reynoldsovom ¢isle, ktoré dava do suvislosti rychlost” prietoku, viskozitu a rozmery kapilar
[Whitesides, 2006]. Pri procese krystalizacie proteinov sa na povrchu kapilary s nosnou
kvapalinou umiestnia kapilary obsahujiice protein, zraZadlo, rozpustadlo a rdzne aditiva.
Dochadza k prechodu azmieSaniu jednotlivych zloziek kapilar do nosnej kvapaliny. V
zéavislosti od rychlosti prechodu jednotlivych zloziek mozno regulovat’ ich vysledny obsah

Vv krystalizacnych systémoch vo veducej kvapaline. Cielom je dosiahnutie labilnej oblasti
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supersaturacie hned’ po zmieSani jednotlivych zloziek kapilar. Nasledne po ustaleni a ukonceni

pradenia moze dojst’ ku krystalizacii proteinu v jednotlivych vrstvach kapilary [Zheng, 2003].

rozplStadlo protein

# Nacl
¥

Proteinové krystaly v
nanolitrovych kvapkach

Obr. 9: Popis metody krystalizacie proteinov pomocou mikrofluidik. Prekreslené z Zheng 2003.

4. HPadanie pociato¢nych KkryStalizaénych podmienok aich
optimalizacia

Priprava kvalitnych proteinovych krysStalov je proces, ktory sa da rozdelit’ na dve hlavné

fazy: hruby skrining pociatoénych podmienok a néslednd optimalizacia tychto podmienok.

Kazda faza sa uskutocnuje s velmi empirickym pristupom [Shieh, 1995].

Hrladanie pociatoénych podmienok je pomerne naro¢ny proces, ktory zavisi od
existencie velkého mnoZstva kombinécii jednotlivych zloZiek. Zmena kazdej zlozky

vV systéme moze ovplyvnit cely priebeh krystalizacie [Chirgadze, 2001].

Ur€enie vhodného zlozenia kryStalizaéného systému proteinov ulahcuju uz vopred
existujuce vyvojové diagramy alebo krystalizaéné databazy, z ktorych mozno vychadzat’ pri

hl'adani vhodnych pociato¢nych podmienok [Mcpherson, 1990].

Pociatocné podmienky krystalizacie proteinov zahffiaji moznost optimalizacie
niekol’kych premennych, ako je pH, teplota, idnova sila, typ a Specifické koncentracie soli,
organickych prisad a detergentov. Pre zlepSenie je nutné dosiahnut  optimalny stav
jednotlivych zloziek krysStalizatného systému pre zisk dostato¢ne kvalitnych mono-krystalov,

vhodnych pre rontgenova difrakénti analyzu [Stevens, 2000]. Optimalny stav krystalizacie
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ziskavame modifikéciou zloZenia krysStalizaéného systému smerom k postupnému zvySovaniu

nerozpustnosti pozadovanému pre vznik nukleacnych jadier [Kuta Smatanova, 2013].

Optimalizécia krysStalizaénych podmienok bola vyrazne zjednodusena konstrukciou
automatizovanych systémov (robotov), ktoré su schopne rychlo vykonat’ vel'’ké mnozstvo
krystalizaénych pokusov a davkovat nanolitrové objemy kvapalin. Dalej zniZuju mnoZstvo
chyb experimentatora, umoziuju skimanie vac¢sieho poc¢tu parametrov krystalizacie, skracuju
Cas tvorby krystalov, ¢o umoziuje ich rychlejsiu analyzu, zmensSuji ndklady pre celkovy

proces [Krauss 2013].

Krystalizacia proteinov je dynamicky proces, ktory modze byt naruSeny velkym
mnozstvom chemickych, biochemickych alebo fyzikalnych vplyvov, ako uz bolo spomenuté.
Pravé pritomnost’ koordinacnej zluceniny V krystalizacnej kvapke moze posobit’ negativne na
i6novu silu, rozpustnost’ alebo konformaciu krystalizovaného proteinu a tym negativne vplyvat
na cely proces krystalizacie proteinu. Ako jeden zo spdsobov eliminacie niektorych
z uvedenych interakénych efektov na proces krystalizacie proteinu, je mozné zvolit’ staticka
techniku namacania proteinovych krystalov do roztoku vybranej koordinacnej zluceniny.
V dosledku pritomnosti kanalov, vytvorenych molekulami rozptstadla v proteinovom krystali,
moze preniknit’ koordinacnd zlucenina rozpustend v namacacom roztoku az do vnatornej Casti

proteinového krystalu [Hampton Research, 2017].
5. Techniky iniciacie krystalizacie

Pocas priebehu krystalizacie proteinov je ¢astokrat nutné oddelit’ proces nukleacie od
rastu krystalov prenosom nukleaéného jadra z labilnej oblasti do metastabilnej oblasti
supersaturacie. Na tento prenos sa pouzivaji rdzne ockovacie techniky [Demo, 2014].
Ockovacie techniky sa delia na dva typy homogénne a heterogénne. Medzi homogénne typy
patria techniky o¢kovania mikrokrys§talmi a makrokrystalmi. Naopak medzi heterogénne typy

patria techniky ockovania pribuznym krysStalom a exipatialna nukleacia [Kutd Smatanova,

2013].

5.1. Technika ockovania mikrokrysStalmi

Technika ockovania mikrokrystalmi vyuziva ako zarodky mikrokrystaly v ockovacom
roztoku [Kuta Smatanova, 2013]. Prenos nuklea¢nych jadier je sprostredkovany pomocou
jemnej sklenenej ty¢inky [Chirgadze, 2001]. Zasobny roztok mikrokrystalov je zriedeny az do

Stadia, kedy jedna vzorka bude mat’ v priemere menej ako jedno reziduum na mikroliter.
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Zriedené vzorky sa nasledne vlozia do Cerstvého roztoku proteinu a zrazacieho ¢inidla pre d’alsi
rast. Zriedenie zabezpe¢i rast jedného alebo malého poc¢tu nukleaénych jadier. [Mcpherson-
Gavira, 2014].

5.2. Technika o¢kovania makrokrysStalov

Technika o¢kovania makrokrystalov zahfiia manipulaciu a prenos krystalov dostatocne;j
velkosti. Je mozné ju realizovat’ pod mikroskopom. Pred prenosom do cerstvého roztoku
proteinu so zrdzacim c¢inidlom, pre pomaly a usporiadany rast, musi byt krystal dokladne

premyty, aby sa odstranili povrchové neéistoty [Mcpherson-Gavira, 2014].

5.3. Technika ockovania pribuznym kryStalom

Ockovanie pribuznym krystdlom je technika, kedy nastdva indukcia rastu vzorku
proteinu na krystalovych plochach pribuzného proteinu, o ktorom sa vie, ze krystalizuje (Kuta

Smatanova).

5.4. Technika exipatialnej nukleacie

Exipatialna nukleacia je rast kryStadlov proteinu na vhodnom neproteinovom povrchu.
Prikladom mdéze byt vldkno celuldzy, ktoré iniciuje tvorbu krystalov proteinu. Medzi d’alSie
priklady, ktoré ul'ah¢uji nukleaciu, mozno zaradit’ r6zne mineraly, vldkna. Princip spociva
Vv interakcii proteinovych molekul, ktoré elektrostaticky, hydrofobne ¢i inak vzajomne pdsobia

s ¢astami cudzich molekul. [Mcpherson-Gavira, 2014].

6. Vlastnosti a identifikacia proteinovych Kkrystalov

Vlastnosti  proteinovych kryStdlov vychddzaji zich krysStalickej mriezky,
pozostavajicej zo slabych nevédzbovych interakcii medzi jednotlivymi makromolekulami
proteinu. Tie maju za nasledok nizku mechanicki odolnost’ a vysoku citlivost’ na zmeny
podmienok. Krystaly proteinov vo svojej Struktiare obsahuju vel’ké mnozstvo rozpustadla, co
vedie K pritomnosti velkych kanalov naplnenych tymto rozpustadlom. Kanaly umoziiuja
difuziu malych molekul v proteinovych krystaloch. Pre d’alSie Studium je nutné rozoznat’, ¢i sa
Vv systéme nachadzaji kryStaly chceného proteinu, alebo krystaly soli. Pred samotnym
prechodom K rozliSovacim technikam je nutné si uvedomit’ moznost’ pritomnosti krystalov soli

V systéme, a to na zdklade pouZitych zraZadiel a d’alSich aditiv. Testy pre ur€enie pritomnosti
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proteinovych krystalov vychadzaju z ich vlastnosti. NajpresvedcivejSou technikou rozoznania
krystadlov je samozrejme rontgenova difrakéna analyza, ktord vysledky poskytne okamzite

s vysokou presnost’ou [Chirgadze, 2001].

6.1. Test dehydrataciou

Ide 0 jednoduchu techniku, pri ktorej je krysStal vybraty zo systému rozpustadla
a ponechany na vzduchu. Vyparovanie rozpustadla z krystalu proteinu spdsobi jeho postupnu
degradaciu. Naopak krystaly soli obsahuji vo svojej Struktire nizky obsah rozpustadla,

v dosledku ¢oho nedegraduji, ani nemenia svoj vzhl'ad [Hampton Research, 2017].

6.2. Test drvenim

Ide o0 destruktivnu techniku, vychadzajacu z vysokej krehkosti proteinovych krystalov
V porovnani s krystalmi soli. Proteinové krystaly sa buda 'ahko drvit’ uz pri kontakte so Spickou
ihly na rozdiel od krystalov soli, kde sa na rozdrvenie musi vyvinat’ znac¢na sila [Chirgadze,

2001].
6.3. Test pouZitim polarizovaného svetla

Pouzitie polarizacie svetla pri mikroskopickom sledovani kryStalov je jednou zo
zlozitejSich technik, pri ktorej vSak nedochadza k poSkodeniu krysStalov proteinu. U mnohych
krystaloch ich index lomu zavisi od smeru polarizécie a Sirenia svetla, tato vlastnost’ sa nazyva
birefringencia (dvojlom). Pokial' nejde o kubicky krystal, potom krystalicka zrazenina moze
byt’ identifikovanad dvojfarebnostou. Birefringencia je tak vlastnostou makromolekularnych
krystalov, ako aj kryStalov soli, priCom vSak kryStaly soli st zvicsa silno dvojlomné. Tuto
techniku je dobre vykondvat’ na skle ztoho dovodu, ze plasty, naktorych sa krystaly

nachadzaji, mozu sposobovat’ dvojlom [Calero, 2014].
6.4 Test absorpcie farbiva

Test absorpcie farbiva je technikou, pri ktorej dochdadza k zmene farby krysStalu
proteinu. Zmena sfarbenia je spdsobena prechodom farbiva s malou molekulovou hmotnostou
cez kanaly rozpustadiel, na rozdiel od krystalov soli, ktoré takéto kanaly nemaju a neabsorbuji

malé molekuly farbiva (Hampton Research).
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6.5 Test fluorescencie

Test fluorescencie je =zalozeny na absorpcii UV ziarenia aromatickymi
aminokyselinami proteinu, predovSetkym tryptofanu. Takymto spoésobom modzu byt
Vv zrazenine identifikované proteiny obsahujtce tryptofan od nefluorescencnych krystalov soli.
Koncentrované oblasti proteinovych krystalov na tryptofan po absorpcii UV Ziarenia jasne

ziaria (Calero 2014).

6.6. Test pouzitim elektronovej mikroskopie

Elektronova mikroskopia je d’alSou, stale sa rozvijajucou technikou pre Studium
proteinovej krystalizacie, ktora potencidlne mdze zobrazit rastce proteinové krystaly a odlisit
ich od krystalov soli. Pouziva sa tiez ako technika pre Stidium krystalizaéného procesu
zobrazovanim krystalizaénych podjednotiek. Tiez umoziiuje charakterizaciu krystalov na

zaklade ich difrakcie dopadajtcich elektronov [Calero, 2014].

6.7. Test ohnom

Test ohfiom je znovu vel'mi jednoduchou metédou na realizaciu. Vzniknuty krystal sa
vloZi pod plamenn kahanu az dovtedy, kym sa systém nebude menit. Pokial’ sa v ststave
zachovaju krystaly, st to pravdepodobne krystaly soli, pretoze proteinové krystaly by mali pri
vyssej teplote degradovat’ [Hampton Research, 2017].

7. Uchovavanie a priprava kryStalov pred rontgenovou difrakénou
analyzou

Vzniknuté kryStaly proteinov s vel'mi citlivé na zmeny vonkajSich podmienok, ako uz
bolo zmienené v predchadzajicej kapitole, preto musia byt pre d’alSiu manipulaciu uchovavané
v takych podmienkach, aby nedoslo k ich degradacii. Castokrat sa pre d’aliu pracu pouZiva
plastové vrece (glaubox) s rukavicami, napustené internym plynom. Dal§ia moZnost’ uchovania
krystalov je vloZenie pod mineralny olej alebo Casto pouzivané vlozenie do Specialnej kapilary
(obr. 10). Jeden koniec kapildry je utesneny zatavenim a druhy koniec je utesneny vrstvou
mineralneho oleja. Krystaly proteinu st vlozené do mate¢ného lthu pred utesnenim vrchnej
casti olejom. Do oleja sa pridava silné redukéné €inidlo, ktoré zabranuje prechodu kyslika cez
systétm. Takymto sposobom je mozno uchovavat krystaly proteinu pomerne dlhi dobu

(maximalna doba okolo jedného roku) [Mcree, 1999].
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«— sklenena tycinka

% *— redukéné inidlo
.
¥ minerélny olej

¥ matecny roztok

e kry&tal proteinu

Obr. 10: Specidlna kapildra na uchovanie krystalov proteinu. Prekreslené z Mcree 1999,

Existuji dve techniky pripravy krystadlov pred zaciatkom rontgenovej difrakcnej
analyzy, ako najpouzivanejSej metddy na ziskanie informacii o krystalovej Struktare, a to tzv.
nezmrazovacia a zmrazovacia montaz. Vyber je vzdy Specificky pre dany typ Studovaného
proteinu. Pri nezmrazovacej montazi sa pouziva tenkostenna sklenena kapilara, do ktorej sa
vlozi Studovany krystal proteinu, pricom sa odstrani pipetou alebo absorpénym médiom okolity
roztok. Krystal nikdy nie je uplne vysuseny a prilne k stene kapilary povrchovym napitim.
Konce kapilary st utesnené olejovymi alebo voskovymi zatkami a krystal je udrzovany
v prostredi, ktoré je nasytené vodnou parou. Hlavnou nevyhodou montaze pri izbovej teplote
pre Stadium krystalov je ich moZne poskodzovanie rontgenovym Ziarenim. Vysoko energetické
Ziarenie sposobuje ionizéaciu proteinu, ¢o generuje vznik volnych radikdlov a tym aj zvySenie
celkovej teploty krystalu, ktoré mozu vyrazne poskodit’ Studovany krystal. Zmrazovacia montaz
je 0 nieco zlozitejSou technikou na realizaciu. Krystal proteinu sa vlozi do slucky na kovovom
koliku, cely systém je upevneny na magnetickom podstavci, ktory sa nasledne vklada na
goniostat. Aby sa znizilo poSkodenie kryStalu rontgenovym Ziarenim, vyuZiva sa ochladenie
krystalu parami kvapalného dusika ¢i kvapalnym propanom. Krystaly proteinu obsahuju vel'ké
mnozstvo rozpustadla, ktoré moZe pri nizkych teplotach tvorit’ mikrokryStaly pevnej fazy. Aby
sa tomu zamedzilo, vyuzivaju sa latky nazyvané kryoprotektanty, najcastejSie glycerol alebo
etylénglykol. Pridanim kryoprotektantov dochddza k tvorbe amorfnej pevnej fazy rozpustadla
podobne;j sklu. Castokrat sa indukuje proces krystalizacie v glycerole, ¢o umoziiuje kontakt
kryoprotektantu so vzniknutym krys$talom proteinu bez toho, aby musel byt’ ndsledne prenaSany
do dalSich roztokov glycerolu. Volba koncentracie kryoprotektantu, do ktorého bude
proteinovy krystal vloZeny, zavisi od samotnych podmienok krystalizacie. Vol'né radikaly sa
pri interakcii s rontgenovym ziarenim stale vytvaraju, ale st uzamknuté na mieste v zmrazenom

kristale [Jeffeey, 2006].
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V. Experimentalna Cast’

Zoznam pouzitych chemikalii

V nasledujticej tabulke je uvedeny zoznam pouzitych chemikalii pre proteinovu

krystalizaciu. Latky boli pouzité bez d’alSich uprav alebo Cistenia. Latky maju vhodnu ¢istotu,

pre pouzitie V molekularnej biologii.

Tabulka 2. Zoznam pouzitych chemikalii pre proteinovu krystalizaciu

chemicka latka zdroj Cistota
NaCl Sigma-Aldrich >98%
CaCl; - 6H.0 Sigma-Aldrich >99%
KCI Sigma-Aldrich >99%

Kl Penta >99%
Nal Sigma-Aldrich 299%

NaNO3 Penta >99%
KNO3 Sigma-Aldrich >99%

Polyetylénglykol 4000 Sigma-Aldrich 299%

Polyetylénglykol 2000 Sigma-Aldrich >99%

kyselina octova Penta >99%
octan sodny Sigma-Aldrich >299%

voda pre HPLC Lach-Ner

lyzozym Sigma-Aldrich 290%
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8. Pouzité systémy proteinu a komplexnych zlicenin pre pripravu
monokryStalov systému komplexna zli¢enina-protein.

8.1 Lyzozym z vaje¢ného bielka (hen egg-white lysozyme)

Bol objaveny Alexandrom Flemingom uz Vv roku 1921, ktory si ako prvy vs§imol jeho
antibakterialne ucinky. Takmer o storoCie neskor vajecny lyzozym sluzi ako zakladny model
Vv proteinovej chémii, enzymologii, kryStalografii i v molekularnej bioldgii. Vajeény lyzozym
patri do skupiny lyzozymov oznacovanych ako typ c. Je hydrolytickym enzymom schopnym
Stiepit’ S(1,4)-glykozidova vézbu medzi kyselinou N-acetylmuramovou
a N-acetylglukozaminom v peptidoglykdne, z coho vyplyva jeho antibakteridlna funkcia
Vv biologickom systéme. [Callewaert-Michiels, 2010]. Vaje¢ny lyzozym je maly globularny

protein dobre rozpustny vo vode a Vv tlmivych roztokoch.

Obr. 11: 3D model vajecného lyzozymu ziskany z PDB s oznacenim 2A6U( Protein data bank).

Tabulka 3. Zdkladné vlastnosti vajecného lyzozymu.

vajecny molekulova izoelektricky | parametre zakladnej | priestorova
lyzozym hmotnost’ (Da) bod bunky (A, ©) grupa
identifikacia 14331,16 9,32 a=78,83 a=90 P432:2
§tl"llkll21’j/ b = 78,83 B -90
PDB kod 2A6U
c=38,16 y=90
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8.2 Pouzité komplexné zliceniny

Koordinacné zluceniny pouzité na kokrysStalizatné experimenty boli poskytnuté zo
zbierok Oddéleni biologicky aktivnich komplexti RCPTM, konkrétne Dr. Pawlom Jewulom
(komplexy Au) a doc. Pavlom Starhom (komplex Ta). Vietky pouzité komplexné zli&eniny
vykazuji zaujimavé biologické vlastnosti a reprezentuji dve modelové skupiny komplexov,
ktorych syntéza v sucasnosti prebieha na uvedenom pracovisku.

Uvedené latky boli vybrané s cielom (v pripade uspesného vyrieSenia problému
kokrystalizacie a ispeSného stanovenia Struktury interagujliceho systému) blizSie poznat
mechanizmus biologickej aktivity tychto potencidlnych lie¢iv a popisat’ ich spravanie
Vv biologickych systémoch.

Komplex PJ0OO

Biela krystalicka latka. Sumarny vzorec: C27HzsAuCIN2

i-Pr i-Pr
N
[ N v Au—Cl
N
i-Pr i-Pr

Obr. 12: Struktirny vzorec komplexnej zliceniny s oznacenim PJ0O.
Komplex PJ02

Biela krystalicka latka. Sumarny vzorec: CasHa2AUFN4

Obr. 13: Struktiirny vzorec komplexnej zliiceniny s oznacenim PJ02.
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Komplex PJO3

Biela krystalicka latka. Sumarny vzorec: C3gHaAUFNeS

Obr. 14: Struktiirny vzorec komplexnej zliiceniny s oznacenim PJ03.

Komplex Ta

Oranzova krystalicka latka. Sumarny vzorec: C22H23Cl12NO2Ta

H;C CHj3
[ TCH,

HaC
Cl—Ta—Cl
AN

-0

Obr. 15: Struktiirny vzorec komplexnej zliceniny s oznacenim Ta.
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8.3. Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria je jednou z nenahraditelnych technik pre $tudium celych
molekul proteinu, ale mozno ju tiez vyuzit’ pre §tidium interakcii nizkomolekularnych latok
s proteinmi. Pri $tudiu proteinov sa najcastejSie pouzivaju najSetrnejsie ioniza¢né techniky a to
ionizacie elektrosprejom a matricou- asistovana ionizacia laserom. Hmotnostna spektrometria

nam tiez moze poskytnut informacie o Cistote vzorku a 0 pocte disulfidovych mostikov

[Travnicek, 2014].

Pred samotnym zaciatkom krystalizacie proteinov s komplexnymi zluceninami bol
vykonany experiment na pristroji LCQ Fleet lon Mass Trap MS od firmy Thermo Scientific
s 3D i6bnovou pascou a ionizaciou elektrosprejom, na zéklade, ktorého bola dokazana interakcia
komplexnych zlucenin PJOO a PJ02, slyzozymom. Vzorky pre analyzu hmotnostnou
spektrometriou obsahovali protein o koncentracii 6 mg/ml a vysSie spomenuté komplexné
zlG¢eniny o koncentracii 3 mg/ml v celkovom objeme 200ul zmesi acetonitril/voda 1:1 (v/v).
Namerané ESI-MS spektra interagujtcich systémov po 24 hodinovej inkubdcii pri laboratdrnej

teplote boli podrobené dekonvolicii pomocou programu ProMass 3.0 for Xcalibur, rev. 10.

9. Postup kokrystalizacie lyzozymu s komplexnymi zli¢eninami PJ00,
PJ02, PJO3 a Ta

Pre kokrystalizaciu lyzozymu, rozpusteného vo vode 25mg/ml, s komplexnymi
zluceninami PJOO, rozpusteného vo vode 1mg/160 ul, PJO2, rozpusteného vo vode 1mg/140,
PJO03, rozpusteného vo vode 1mg/120 pl a Ta, rozpusteného vo vode 1mg/170 pl, bola zvolena
metdda visiacej kvapky. Matecny roztok obsahoval zraZzadlo 25% roztok PEG, vybrant sol’
a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou pH=4,8. Do jamiek bol napipetovany vysledny
objem Iml vSetkych vysSie uvedenych zloziek mate¢ného roztoku, ato v pomere 1:1:1.
Vysledna krystalizacna kvapka mala objem priblizne 20ul, pricom pozostavala z 10ul roztoku
proteinu a 10 pl mate¢ného roztoku sroztokom komplexnej zltCeniny, ato v presne
v stanovenom objemovom pomere. Roztoky pouzitych komplexov boli riedené mate¢nym
roztokom, a to v objemovom pomere 1:1, 1:2 , 1:3 a 1:4. Koncentracia komplexnej zluc¢eniny
v krystaliza¢nej kvapke klesala vo vSetkych radoch zl'ava doprava. Pre eliminaciu chyby boli
nasadené dva identické rady na kryStalizacnej platni. Krystalizacia prebiehala pri 4°C a za
atmosférického tlaku. Prvé dva rady krystalizacnej platne obsahovali vzdy v krystalizacnej

kvapke komplexnt zlaceninu PJOO. Druhé dva rady obsahovali komplexnu zlu¢eninu PJO02,
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tretie dva rady obsahovali komplexnt zlu¢eninu PJO3 a §tvrté dva rady obsahovali komplexnt
zlt€eninu Ta. Uz pri nasadeni kryStaliza¢nych kvapiek sa vSetky pouzité komplexné zli€eniny
menej Ci viac zrazali s pouzitym matec¢nym roztokom. Za rovnakych podmienok bol nasadeny
tiez Cisty lyzozym, ktory sluzil ako referencny Standard k vyslednému pozorovaniu
makroskopickych odchylok krystalov lyzozymu krystalizujucich s komplexnymi zlu¢eninami
s roznym pomerom [Dessau, 2011].

Optimalizécia krystalizaénych podmienok lyzozymu krystalizujuceho s komplexnymi
zltéeninami PJ0OO, PJ02, PJO3 a Ta, pozostavala zo zmeny ako pouZzivanej soli, tak pouzivaného
zrazadla, na zaklade ¢oho bolo vykonanych desat” krystalizaénych experimentov, ktoré sa
odliSovali zlozenim mate¢ného roztoku. Konkrétne zlozenie mate¢ného roztoku zobrazuje

tabulka 4.

Tabulka 4. Prehlad obsahu vsetkych nami pouzitych krystalizacnych experimentov pre

optimalizdciu krystalizacie lyzozymu..

zrazadlo sol’ tlmivy roztok
Experiment 1 PEG 2000 10% roztok NaCl 0,1M octanovy tlmivy roztok
Experiment 2 PEG 4000 10% roztok NaCl 0,1M octanovy tlmivy roztok
Experiment 3 PEG 4000 5% roztok NaCl 0,1M octanovy tlmivy roztok
Experiment 4 PEG 4000 10% roztok KCI 0,1M octanovy tlmivy roztok
Experiment 5 PEG 2000 10% roztok K 0,1M octanovy tlmivy roztok
Experiment 6 PEG 4000 10% roztok Nal 0,1M octanovy tlmivy roztok
Experiment 7 PEG 2000 10% roztok Nal 0,1M octanovy tlmivy roztok
Experiment 8 PEG 4000 10% roztok CaCl, 0,1M octanovy tlmivy roztok
Experiment 9 PEG 4000 10% roztok NaNOs 0,1M octanovy tlmivy roztok
Experiment 10 PEG 4000 10% roztok KNO3 0,1M octanovy tlmivy roztok
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V. Vysledky a diskusia

10. Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria bola pouzitd k potvrdeniu interakcie vybranych

komplexnych zlic¢enin s modelovym proteinom lyzozymom.

Lyzozym z
vajeéného
bielka
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Obr. 16: Porovnanie dekonvoluovanych spektier systémov obsahujucich intaktny lyzozym
(horny panel), interakény systém obsahujuci komplex PJO2 alyzozym (stredny panel) a
interak¢ny systém obsahujuci komplex PJOO a lyzozym (dolny panel).

35



Namerané ESI-MS spektra interagujucich systémov po 24 hodinovej inkubécii pri
laboratérne;j teplote boli podrobené dekonvolucii pomocou programu ProMass 3.0 for Xcalibur,
rev. 10. Porovnanie schopnosti interakcie zlatnych karbénovych komplexov PJOO a PJO2
odhalili vyznamne vys$iu afinitu komplexu PJ02 k molekule lyzozymu, ¢o potvrdila vySSia
miera vizby podjednotiek {Au(NHC)}* na molekulu proteinu. V pripade chlorido-komplexu
PJOO sa naviazali na molekulu lyzozymu len 2 podjednotky zlozenia {Au(NHC)}*, zatial’ ¢o
pri interakcii komplexu PJ02 s lyzozymom sa ich za 24 hodin inkubacie naviazali na molekulu
proteinu az 4 podjednotky zlozenia {Au(NHC)}*. Ziskané vysledky jednoznaéne potvrdili

schopnost’ priamej kovalentnej interakcie uvedenych komplexov na modelovy protein.

Dalsie merania naopak nepotvrdili kovalentn interakciu komplexu Ta s lyzozymom,
ale zIté sfarbenie ziskanych krystalov lyzozymu kokrystalizovaného s komplexom Ta,
naznacuje, Ze tento komplex interaguje s molekulou lyzozymu pravdepodobne prostrednictvom

nevézbovych interakcii.
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11. Vysledky kryStaliza¢nych experimentov

11.1. Experiment 1

Popis krystalov z kryStaliza¢nej platne experimentu 1, ktorej mate¢ny roztok obsahoval
zrazadlo PEG 2000, sol’ 10% roztok NaCl a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou pH=4,8.
Prvé krystaly sa objavili priblizne dva dni od nasadenia krystalizaénych kvapiek, a to v sériach
komplexnych zlacenin PJO0O, PJO2 a PJO3 v krystalizacnych kvapkach s pomerom roztoku
komplexnej zlucCeniny k mate¢nému roztoku 1:3 a 1:4. Po siedmich diioch od nasadenia
krystalizaénych kvapiek sa krystaly nachadzali vo vsetkych krystalizaénych kvapkach série
komplexov PJOO, PJO2 a PJ03. Krystaly lyzozymu v sérii komplexnych zluc¢enin PJOO, PJ02
a PJ03 mali vzajomne vel'mi podobnt velkost’, sfarbenie i tvar. ISlo prevazne o krystaly bez
zafarbenia s priblizne rovnakym tvarom a velkostou v porovnani s kryStalmi ¢istého
lyzozymu, krystalizujiceho za rovnakych podmienok. Pritomnost’ komplexnych zli€enin PJOO,
PJ02 aPJO3 v krystalizacnej kvapke pri vhodnej koncentracii mierne urychlila dobu
krystalizacie v porovnani s dobou kryStalizacie krystalov cistého lyzozymu, ktora bola
priblizne tri dni. V sérii komplexnej zlt€eniny Ta sa prvé krystaly objavili az po Sest’desiatich
diioch od nasadenia, a to v krystalizacnych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zli¢eniny
k mate¢nému roztoku 1:1, 1:3 a 1:4. Vylucene krysStaly mali zIté sfarbenie, s mierne odlisSnym
tvarom a velkostou v porovnani s krystalmi ¢istého lyzozymu krystalizujiceho za rovnakych
podmienok. Pri pdsobeni Svetla na krystalizacné kvapky pri ich pozorovani doslo k zmene
sfarbenia oranZovych kryStalizacnych kvapiek na c¢ire, ¢o mohlo pozmenit' rychlost
krystalizacie, kedy sa vyrazne predizila doba krystalizacie v porovnani s dobou krystalizacie

krystalov Cistého lyzozymu, krystalizujiceho za rovnakych podmienok.
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Tabul’ka 5. Krystaly lyzozymu v jednotlivych sériach komplexov v experimente 1. Pouzité zrazadlo PEG 2000 a 10% roztok NaCl.

Pomer roztoku komplexnej

zluceniny k mate¢nému roztoku

1:1

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJ03

Séria komplexu Ta

bez krystalov

1:4

¢isty lyzozym

38



11.2. Experiment 2

Popis krystalov z kryStaliza¢nej platne experimentu 2, ktorej mate¢ny roztok obsahoval
zrazadlo PEG 4000, sol’ 10% roztok NaCl a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou pH=4,8.
Prvé krystaly sa objavili priblizne tri dni od nasadenia vo vSetkych sériach komplexov
Vv krystalizaénych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zli€eniny k matecnému roztoku
1:3 a 1:4. Po desiatich ditoch od nasadenia sa krystaly objavili vo vSetkych krystaliza¢nych
kvapkach série komplexov PJ0O, PJ02, PJO3 a Ta. Krystaly lyzozymu v sérii komplexnych
zlucenin PJOO, PJO2 a PJO3 mali vzajomne vel'mi podobnu velkost, sfarbenie atvar. Islo
prevazne o krystaly bez zafarbenia s priblizne rovnakym tvarom a velkostou v porovnani s
kryStalmi Cistého lyzozymu, krystalizujiiceho za rovnakych podmienok. Krystaly lyzozymu
Vv sérii komplexnej zla€eniny Ta mali vyrazne zIté sfarbenie s mierne odliSnym tvarom
a velkostou v porovnani s kryStalmi cistého lyzozymu, kryStalizujiceho za rovnakych
podmienok. Tvarovo aj vel'’kostou sa krystaly najviac odliSovali od krystalov ¢istého lyzozymu
v krystalizacnej kvapke s pomerom roztoku komplexnej zluc¢eniny k matecnému roztoku 1:4
a 1:1. Pritomnost’ komplexnych zlacenin PJOO, PJ02, PJO3 a Ta pri vhodnej koncentracii
v krystalizaénych kvapkach, vel'mi malo ovplyvnila dobu krystalizacie v porovnani s dobou

krystalizéacie krystalov ¢istého lyzozymu, ktora sa pohybovala priblizne okolo troch dni.
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Tabul’ka 6. Krystdly lyzozymu v jednotlivych sériach komplexov v experimente 2. Pouzité zrdazadlo PEG 4000 a 10% roztok NaCl.

Pomer objemu roztoku komplexnej

zliCeniny k matecnému roztoku

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJ03

Séria komplexu Ta

1:1

1:2

1:4

Cisty lyzozym
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11.3. Experiment 3

Popis krystalov z kryStaliza¢nej platne experimentu 3, ktorej mate¢ny roztok obsahoval
zrazadlo PEG 4000, sol’ 5% roztok NaCl a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou pH=4,8.
Prvé krystaly sa objavili priblizne Sest’ dni od nasadenia, a to v sérii komplexnej zlti¢eniny Ta,
vo vSetkych krystalizaénych kvapkach avsérii komplexnej zlaceniny PJ02, ato
Vv krystalizacnych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zla¢eniny k matecnému roztoku
1:2, 1:3 a 1:4. Priblizne tridsat’ dni od nasadenia sa objavili krystaly v sérii komplexnych
zlicenin PJOO a PJO3 vo vSetkych krystalizacnych kvapkach. Krystaly lyzozymu v sérii
komplexnej zli€eniny Ta mali mala vel'kost, vyrazne ZIté sfarbenie a mierne odliSny tvar od
krystalov Cistého lyzozymu, krystalizujiiceho za rovnakych podmienok. Tvarovo sa krystaly
najviac odliSovali od krysStdlov cistého lyzozymu v krystalizacnych kvapkach s pomerom
roztoku komplexnej zluceniny k matecnému roztoku 1:4 a 1:1. Krystaly lyzozymu v sérii
komplexnych zluc¢enin PJOO, PJO2 a PJO3 mali vzédjomne vel'mi podobnt velkost, sfarbenie
atvar. ISlo prevazne o krystaly bez zafarbenia s priblizne rovnakym tvarom a velkost'ou
Vv porovnani s kryStalmi cistého lyzozymu, kryStalizujuceho za rovnakych podmienok.
Pritomnost’ komplexnych zlu¢eniny PJ00, PJ02, PJ03 a Ta v krystalizaénej kvapke predizila
dobu krystalizacie v porovnani s dobou krystalizacie krystalov Cistého lyzozymu, ktora bola

pribliZne tri dni od nasadenia.
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Tabul’ka 7. Krystdaly lyzozymu v jednotlivych sériach komplexov v experimente 3. Pouzité zrdazadlo PEG 4000 a 5% roztok NaCl.

Pomer objemu roztoku komplexnej

zluc¢eniny k mate¢nému roztoku

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJ03

Séria komplexu Ta

1:1

bez krystalov

1:2

¢isty lyzozym
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11.4. Experiment 4

Popis krystalov z kryStaliza¢nej platne experimentu 4, ktorej mate¢ny roztok obsahoval
zrazadlo PEG 4000, sol’ 10% roztok KCI a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou pH=4,8.
Prvé krystaly sa objavili priblizne po dvoch dhoch od nasadenia, ato Vv sérii komplexnej
zluceniny PJOO vo vSetkych krystalizaénych kvapkach, d’alej v sérii komplexnej zIuceniny PJ02
V krystalizacnych kvapkach s pomerom komplexnej zluceniny k matecnému roztoku 1:2, 1:3,
1:4. Po Styroch dioch od nasadenia sa objavili krystaly v sérii komplexnej zli¢eniny PJ03, a to
Vv krystaliza¢nych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zluceniny k mate¢nému roztoku
1:2, 1:3 al:4. Priblizne sedem dni od nasadenia sa objavili kryStaly v sérii komplexnej
zluCeniny Ta, ato v kryStalizacnych kvapkéach s pomerom roztoku komplexnej zluceniny
k mateénému roztoku 1:4. Priblizne po dvadsiatich diioch od nasadenia sa objavili krystaly
v sérii komplexnej zlt¢eniny PJ0O2, a to v krystalizaénych kvapkach s pomerom komplexnej
zlG¢eniny k matec¢nému roztoku 1:1. Po tridsiatich diioch od nasadenia sa objavili krystaly
v sérii komplexnej zlt¢eniny PJO3, a to v krystalizaénych kvapkach s pomerom komplexnej
zluCeniny k mate¢nému roztoku 1:1, dalej vsérii komplexnej zluceniny Ta, ato
Vv krystalizaénych kvapkach s pomerom komplexnej zlaceniny k mate¢nému roztoku 1:1, 1:2
a 1:3. V sérii komplexnych zlacenin PJOO, PJO2 a PJO3 mali krystaly lyzozymu vzajomne
velmi podobnu sfarbenie, tvar a velkost. I$lo o kryStaly bez zafarbenia, malej velkosti,
s vyrazne odliSnym tvarom od kryStalov cistého lyzozymu, krystalizujiceho za rovnakych
podmienok. V sérii komplexnej zliceniny Ta mali krysStaly lyzozymu zlIté sfarbenie, mala
velkost’ a vyrazne odliSny tvar od krystalov Cistého lyzozymu, krystalizujaceho za rovnakych
podmienok. Pritomnost’ komplexnych zli¢enin PJ0OO, PJO2 a PJO3 pri vhodnej koncentracii
Vv krystalizaénych kvapkach velmi malo ovplyvnila dobu krystalizacie v porovnani s dobou
krystalizacie kryStalov Cistého lyzozymu, ktora sa pohybovala priblizne okolo troch dni.
Pritomnost komplexnej zlu¢eniny Ta v krystalizaénych kvapkach naopak predizila dobu

kryStalizacie v porovnani s dobou krystalizacie kryStalov Cistého lyzozymu.
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Tabul’ka 8. Krystaly lyzozymu v jednotlivych sériach komplexov v experimente 4. Pouzité zrazadlo PEG 4000 a 10% roztok KCI.

Pomer objemu roztoku komplexnej

zlu¢eniny k mate¢nému roztoku

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJ03

Séria komplexu Ta

1:1

1:2

1:3

1:4

Cisty lyzozym
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11.5. Experiment 5

Popis krystalov z kryStaliza¢nej platne experimentu 5, ktorej mate¢ny roztok obsahoval
zrazadlo PEG 2000, sol’ 10% roztok Kl a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou pH=4,8.
Prvé krystaly sa objavili priblizne dva dni od nasadenia, ato V sérii komplexov PJ02
Vv krystaliza¢nych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zluceniny k mate¢nému roztoku
1:2, 1:3 a 1:4, d’alej v sérii komplexu Ta, a to v kryStaliza¢nych kvapkach s pomerom roztoku
komplexnej zliceniny k mate¢nému roztoku 1:2, 1:3 a 1:4. Po priblizne piatich diioch od
nasadenia sa kryStaly objavili v sérii komplexu PJ00, ato V krystalizaénych kvapkach
s pomerom roztoku komplexnej zliceniny k matecnému roztoku 1:2, 1:3 a 1:4. Priblizne po
siedmich dnioch od nasadenia sa krystaly objavili v sérii komplexu PJ03, a to v krystalizacnych
kvapkéch s pomerom roztoku komplexnej zluceniny k mateénému roztoku 1:3 a 1:4. Priblizne
po dvadsiatich dvoch ditoch od nasadenia sa objavili krystaly v sérii komplexnej zluceniny
PJOO, a to v krystalizacnych kvapkach s pomerom komplexnej zluceniny k mate¢nému roztoku
1:1, dalej v sérii komplexnej zluceniny PJ02, ato v krystalizacnych kvapkéach s pomerom
komplexnej zli€¢eniny k mateénému roztoku 1:1. Po pribliZne tridsiatich diioch od nasadenia sa
objavili krystaly v sérii komplexnej zlu€eniny Ta, a to v kryStalizaénych kvapkach s pomerom
komplexnej zluceniny k matecnému roztoku 1:1. Krystaly v sérii komplexov PJOO, PJ02 a PJO3
mali vzajomne vel'mi podobnu velkost’, sfarbenie a tvar. ISlo prevazne o malé krystaly bez
zafarbenia, s mierne odlisnym tvarom od krystalov Cistého lyzozymu, krystalizujiceho za
rovnakych podmienok. Krystaly v sérii komplexu Ta mali slabo zIté sfarbenie, mala velkost
amierne odlisny tvar od kryStalov cistého lyzozymu, kryStalizujiceho za rovnakych
podmienok. Pritomnost komplexnych zlacenin PJ02 aTa pri vhodnej koncentracii
Vv krystaliza¢nych kvapkach urychlila dobu kryStalizacie v porovnani s dobou krystalizacie
Cistého lyzozymu, ktora sa pohybovala priblizne okolo Styroch dni. Naopak pritomnost’
komplexnych zl¢enin PJOO a PJO3 v krystalizaénych kvapkach prediZila dobu krystalizacie

V porovnani s dobou krystalizacie kryStalov Cistého lyzozymu.
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Tabul’ka 9. Krystdly lyzozymu v jednotlivych sériach komplexov v experimente 5. Pouzité zrazadlo PEG 2000 a 10% roztok KI.

Pomer objemu roztoku komplexnej

zluCeniny k mate¢nému roztoku

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJ03

bez krystalov

Séria komplexu Ta

1:2

1:3

Cisty lyzozym
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11.6. Experiment 6

Popis krystalov z kryStaliza¢nej platne experimentu 6, ktorej mate¢ny roztok obsahoval
zrazadlo PEG 4000, sol’ 10% roztok Nal a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou pH=4,8.
Prvé krystaly sa objavili priblizne po Styroch dioch od nasadenia v sérii komplexnej zli¢eniny
PJ03, a to v krystalizacnych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zIuceniny k matecnému
roztoku 1:2, 1:3 a 1:4. Po siedmich diioch od nasadenia kryStaly sa objavili v sérii komplexnej
zluceniny PJ00, a to Vv krystalizacnych kvapkéach s pomerom roztoku komplexnej zluceniny
k mate¢nému roztoku 1:4, d’alej v sérii komplexnej zlu¢eniny PJ02 v krystaliza¢nych kvapkach
s pomerom roztoku komplexnej zluceny k mate¢nému roztoku 1:4 av sérii komplexnej
zluCeniny Ta v kryStalizacnych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zluceny
k mateénému roztoku 1:2, 1:3 a 1:4. Po dvanastich ditoch od nasadenia sa objavili krystaly
v sérii komplexnej zluceniny PJ02, ato v kryStalizaénych kvapkach s pomerom roztoku
komplexnej zluceniny k matecnému roztoku 1:1, 1:2 a 1:3. Po priblizne patnéstich dioch od
nasadenia sa objavili krystaly v sérii komplexnej zlu¢eniny PJ00, ato v krystalizacnych
kvapkéch s pomerom komplexnej zluceniny k matecnému roztoku 1:1, 1:2 a 1:3, d’alej v sérii
komplexnej zlti€eniny PJ0O3, a to v krystalizacnych kvapkach s pomerom komplexnej zluc¢eniny
k mate¢nému roztoku 1:1. Po tridsiatich dioch od nasadenia sa objavili krystaly v sérii
komplexnej zluCeniny Ta, a to v krystalizacnych kvapkach s pomerom komplexnej zluceniny
k mate¢nému roztoku 1:1. Krystaly v sérii komplexu PJOO mali malu velkost, bez zafarbenie
avelmi podobny tvar ako kryStaly c&istého lyzozymu, kryStalizujuceho za rovnakych
podmienok. Krystaly v sérii komplexu PJO2 mali zna¢nu velkost, Cire sfarbenie a mierne
odliSny tvar od krystalov cCistého lyzozymu, kryStalizujiceho za rovnakych podmienok.
Krystaly v sérii komplexu PJO3 mali Cire zafarbenie priblizne rovnaka velkost' a tvar ako
krystaly cistého lyzozymu, krysStalizujliceho za rovnakych podmienok. KryStaly v sérii
komplexu Ta mali ZIté sfarbenie, priblizne rovnaka velkost’ a tvar ako kryStaly cistého
lyzozymu, krystalizujiiceho za rovnakych podmienok. Pritomnost’ komplexnej zlu¢eniny PJO3
pri vhodnej koncentracii velmi malo ovplyvnila dobu krystalizacie v porovnani s dobou
krystalizacie kryStalov Cistého lyzozymu, ktord bola priblizne Styri dni. Naopak pritomnost’
komplexnych zla¢enin PJOO, PJO2 aTa v krystalizaénych kvapkach predizila dobu

kryStalizacie v porovnani s dobou krystalizacie kryStalov Cistého lyzozymu.
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Tabul’ka 10. Krystaly lyzozymu v jednotlivych sériach komplexov v experimente 6. Pouzité zrazadlo PEG 4000 a 10% roztok Nal.

P j ku kompl j o ,
omer objemu roztoku komplexnej 11 1:2 1:3 1:4 Gsty lyzozym
zluCeniny k mate¢nému roztoku

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJ03

Séria komplexu Ta
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11.7. Experiment 7

Popis krystalov z kryStaliza¢nej platne experimentu 7, ktorej mate¢ny roztok obsahoval
zrazadlo PEG 2000, sol’ 10% roztok Nal a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou pH=4,8.
Prvé krystaly sa objavili priblizne po dvoch diioch od nasadenia v sérii komplexnej zluc¢eniny
PJOO, a to v krystaliza¢nych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zla¢eniny k matecnému
roztoku 1:2, 1:3 a1:4, dalej v sérii komplexnej zlaceniny PJ02, ato v kryStaliza¢nych
kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zlic¢eniny k matecnému roztoku 1:2, 1:3 a l:4
a Vv sérii komplexnej zlaceniny PJO3, ato v krystalizatnych kvapkach s pomerom roztoku
komplexnej zluceniny k matecnému roztoku 1:2, 1:3 a 1:4. Po priblizne Styroch diioch od
nasadenia sa objavili krystaly v sérii komplexnej zli¢eniny Ta, a to v krystaliza¢nych kvapkach
s pomerom roztoku komplexnej zlu¢eniny k mate¢nému roztoku 1:2, 1:3 a 1:4. Po dvanastich
diioch od nasadenia sa objavili kryStaly v sérii komplexnej zliceniny PJ00, ato
v krystalizacnych kvapkéch s pomerom roztoku komplexnej zli¢eniny k matecnému roztoku
1:1 a v sérii komplexnej zluc¢eniny PJ03, a to v krystaliza¢nych kvapkach s pomerom roztoku
komplexnej zlu¢eniny k mate¢nému roztoku 1:1. Priblizne trinast’ dni od nasadenia sa objavili
krystaly v sérii komplexnej zlG¢eniny Ta, a to v kryStalizaénych kvapkach s pomerom roztoku
komplexnej zluceniny k matecnému roztoku 1:1. Krystaly v sérii komplexnych zlucenin PJOO,
PJ02, PJO3 pri rovnakych koncentraciach v krystalizaénych kvapkach mali podobnt velkost,
sfarbenie atvar. Islo o krystaly zItého sfarbenia, s velmi podobnym tvarom a velkostou
krystalom cistého lyzozymu, kryStalizujuceho za rovnakych podmienok. Krystaly v sérii
komplexnej zlui€eniny Ta boli prevazne zrastlice, tvorené z malych oranZovo Zltych krystalov
s vyrazne odliSnym tvarom od krystalov Cistého lyzozymu, kryStalizujiceho za rovnakych
podmienok. Pritomnost” komplexnych zla¢enin PJ0O, PJ02, PJO3 a Ta vhodnej koncentracie
vel'mi malo ovplyvnila dobu krystalizacie v porovnani s dobou krystalizacie krystalov ¢istého

lyzozymu, ktora trvala priblizne tri dni.
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Tabul’ka 11. Krystaly lyzozymu v jednotlivych sériach komplexov v experimente 7. Pouzité zrazadlo PEG 2000 a 10% roztok Nal..

Pomer objemu roztoku komplexnej

zluCeniny k mate¢nému roztoku

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJ03

Séria komplexu Ta

1:1

bez krystalov

1:2

1:4

Cisty lyzozym
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11.8. Experiment 8

Popis krystalov z kryStaliza¢nej platne experimentu 8, ktorej mate¢ny roztok obsahoval
zrazadlo PEG 4000, sol’ 10% roztok CaCl, a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou pH=4,8.
Prvé krystaly sa objavili priblizne po dvoch diioch od nasadenia v sérii komplexnej zluc¢eniny
PJOO v krystalizacnych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zliceniny k mate¢nému
roztoku 1:3 al:4, dalej sa krysStaly objavili v sérii komplexnej zltéeniny PJ02, ato
Vv krystalizacnych kvapkéach s pomerom roztoku komplexnej zla¢eniny k matecnému roztoku
1:3 a 1:4 a v sérii komplexnej zlaceniny PJ0O3, a to s pomerom roztoku komplexnej zluceniny
k mate¢nému roztoku 1:3 a 1:4. Po priblizne piatich dioch od nasadenia sa krystaly objavili
v sérii komplexnej zluceniny Ta, ato V kryStalizacnych kvapkdch s pomerom roztoku
komplexnej zluceniny k mateénému roztoku 1:4. Po pribliZzne trindstich ditoch od nasadenia sa
krystaly objavili v sérii komplexnej zluceniny PJ00, ato v krystalizaénych kvapkach s
pomerom roztoku komplexnej zliceniny k mateénému roztoku 1:1 a 1:2, dalej v sérii
komplexnej zluceniny PJ02, a to v krystalizaénych kvapkéach s pomerom roztoku komplexnej
zluceniny k mateénému roztoku 1:1 a 1:2. Po priblizne dvadsiatich diioch od nasadenia sa
krystaly objavili v sérii komplexnej zluc¢eniny PJO03, ato v kryStalizacnych kvapkach
S pomerom komplexnej zliceniny k matecnému roztoku 1:1 a 1:2, d’alej v sérii komplexne;j
zluceniny Ta, a to v kryStalizaénych kvapkach s pomerom komplexnej zli€eniny k mate¢nému
roztoku 1:1, 1:2 a 1:3. Krystaly lyzozymu v sérii komplexnych zluc¢enin PJOO, PJ02 a PJO3 pri
rovnakych koncentraciach v krystaliza¢nych kvapkach mali vzdjomne vel'mi podobnu velkost,
sfarbenie atvar. I$lo o krystaly bez zafarbenia, s priblizne rovnakou velkost'ou a tvarom
Vv porovnani s kryStalmi cistého lyzozymu, kryStalizujiceho za rovnakych podmienok.
Krystaly v sérii komplexnej zli€eniny Ta mali mierne ZIté sfarbenie, pribliZzne rovnaku velkost
a tvar ako krystaly cistého lyzozymu, krystalizujiiceho za rovnakych podmienok. Pritomnost
komplexnych zlucenin PJ0OO, PJO2 a PJO3 vhodnej koncentracie vel'mi mélo ovplyvnila dobu
kryStalizadcie v porovnani s dobou krystalizacie kryStalov cistého lyzozymu, ktord bola
priblizne dva dni. Pritomnost’ komplexnej zli&eniny Ta v krystaliza¢nej kvapke predizila dobu

krystalizacie v porovnani s dobou krystalizacie krystalov ¢istého lyzozymu.
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Tabul’ka 12. Krystaly lyzozymu V jednotlivych sériach komplexov v experimente 8. Pouzité zrazadlo PEG 4000 a 10% roztok CaCly.

Pomer objemu roztoku komplexnej

zluCeniny k mate¢nému roztoku

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJO3

Séria komplexu Ta

1:2

1:4

Cisty lyzozym
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11.9. Experiment 9

Popis krystalov z kryStaliza¢nej platne experimentu 9, ktorej mate¢ny roztok obsahoval
zrazadlo PEG 4000, sol' 10% roztok NaNOs3 a 0,1M octanovy tlmivy roztok s hodnotou
pH=4,8. Prvé krystaly sa objavili priblizne tri dni od nasadenia v sérii komplexnej zluc¢eniny
PJOO vo vsetkych krystalizacnych kvapkach, d’alej v sérii komplexnej zliceniny PJ02, ato
Vv krystalizacnych kvapkéach s pomerom roztoku komplexnej zlic¢eniny k matecnému roztoku
1:3 al:4. Po troch dnoch krystaly sa objavili v sérii komplexnej zliceniny PJ03, ato
Vv krystalizaénych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zli€eniny k matecnému roztoku
1:3 al:4 avsérii komplexnej zluceniny Ta, ato Vv krystalizaénych kvapkach s pomerom
roztoku komplexnej zlu¢eniny k mateénému roztoku 1:3 a 1:4. Po priblizne patnastich ditoch
od nasadenia sa objavili krystaly v sérii komplexnej zluceniny PJ02, ato v krystalizaénych
kvapkach s pomerom komplexnej zluceniny k matecnému roztoku 1:1 a 1:2, dalej v sérii
komplexnej zluceniny PJ03, a to v krystalizacnych kvapkach s pomerom komplexnej zlic¢eniny
k mate¢nému roztoku 1:1 a 1:2. Krystaly lyzozymu v sérii komplexnej zlu¢eniny PJOO mali ¢ire
sfarbenie, malu vel'kost’ a vyrazne odliSny tvar od krystalov Cistého lyzozymu, krystalizujacich
za rovnakych podmienok. Vynimkou boli kryStaly v kryStalizacnej kvapke s pomerom roztoku
komplexnej zluceniny k mate¢nému roztoku 1:2, ktoré mali vacsiu vel'kost’ a vyrazne odlisny
tvar od krystalov Cistého lyzozymu, tak od kryStalov v celej sérii komplexu PJ00. Krystaly
lyzozymu v sérii komplexov zlucenin PJ02, PJO3 v krystalizacnych kvapkach mali podobnu
vel'kost’, sfarbenie a tvar. I§lo o krysStaly malej vel'kosti, bez zafarbenia, s vyrazne odlisnym
tvarom od ¢istého lyzozymu, krystalizujuceho za rovnakych podmienok. V sérii komplexnej
zluCeniny Ta mali kryStaly mala velkost, zlte sfarbenie a vyrazne odliSny tvar od krystalov
Cistého lyzozymu, kryStalizujiceho za rovnakych podmienok. Pritomnost komplexnych
zlicenin PJOO, PJ02, PJO3 a Ta vhodnej koncentracie vel'mi malo ovplyvnila dobu krystalizacie

V porovnani s dobou krystalizacie kryStalov €istého lyzozymu, ktora bola pribliZne tri dni.
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Tabul’ka 13. Krystaly lyzozymu v jednotlivych sériach komplexov v experimente 9. Pouzité zrazadlo PEG 4000 a 10% roztok NaNOs.

Pomer objemu roztoku komplexnej

zliceniny k mate¢nému roztoku

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJ03

Séria komplexu Ta

bez krystalov

1:2

bez krystalov

1:3

1:4

Cisty lyzozym
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11.10. Experiment 10

Popis krystalov z kryStalizacnej platne experimentu: 10, ktorej mate¢ny roztok
obsahoval zrazadlo PEG 4000, sol'’ 10% roztok KNO3 a 0,1M octanovy tlmivy roztok s
hodnotou pH=4,8. Prvé krystaly sa objavili priblizne tri dni od nasadenia v sérii komplexnej
zliceniny PJ00, a to v krystalizacnych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zluceniny
k mate¢nému roztoku 1:3 a 1:4, d’alej v sérii komplexnej zIuc¢eniny PJ02, a to v kryStaliza¢nych
kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zluCeniny k matecnému 1:3 al:4 av sérii
komplexnej zluceniny Ta, ato Vv krystalizacnych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej
zliceniny k mateénému 1:2, 1:3 a 1:4. Po priblizne siedmich dioch od nasadenia sa objavili
kryStaly v sérii komplexnej zluceniny PJO3, ato v krysStalizaénych kvapkach s pomerom
roztoku komplexnej zluceniny k matecnému 1:3 a 1:4. Po pétnastich diloch od nasadenia sa
objavili krystaly v sérii komplexnej zla¢eniny PJ00, ato v krystalizacnych kvapkach s
pomerom roztoku komplexnej zliceniny k matecnému 1:1 a 1:2, d’alej v sérii komplexne;j
zliceniny Ta, ato Vv krystalizaénych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zlticeniny
k mate¢nému 1:1. Po priblizne dvadsiatich diioch sa objavili krystaly v sérii komplexnej
zliceniny PJ02, ato v krystalizacnych kvapkach s pomerom roztoku komplexnej zlu¢eniny
k matecnému 1:1 a 1:2 a v sérii komplexnej zluc¢eniny PJ0O3, a to v krystalizaénych kvapkach s
pomerom roztoku komplexnej zlu¢eniny k mate¢nému 1:1 a 1:2. V sérii komplexnych zlucenin
PJOO, PJO2 a PJO3 mali krystaly lyzozymu vz4jomne vel'mi podobnu farbu, tvar a velkost'. ISlo
0 krystaly bez zafarbenia, malej velkosti, s mierne odliSnym tvarom s kryStalmi cistého
lyzozymu, krystalizujiiceho za rovnakych podmienok. V sérii komplexnej zli¢eniny Ta mali
kryStaly mierne zlté sfarbenie, vel'mi podobny tvar a velkost’ ako krystaly Cistého lyzozymu,
krystalizujiceho za rovnakych podmienok. Pritomnost” komplexnych zlic¢enin PJOO a PJO2
Vv krystaliza¢nych kvapkach pri vhodnej koncentracii mierne urychlila dobu krystalizacie
Vv porovnani s dobou krystalizacie krystalov ¢istého lyzozymu, ktora bola priblizne sedem dni .
Pritomnost komplexnych zlacenin PJO3 a Ta v krystalizaénych kvapkach pri vhodnej
koncentracii nijako vyrazne neovplyvnila dobu krystalizacie v porovnani s dobou krystalizacie

krystalov ¢istého lyzozymu.
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Tabul’ka 14. Krystaly lyzozymu v jednotlivych sériach komplexov v experimente 10. Pouzité zrazadlo PEG 4000 a 10% roztok KNOa.

Pomer objemu roztoku komplexnej 11
zluCeniny k mate¢nému roztoku

Séria komplexu PJ00

Séria komplexu PJ02

Séria komplexu PJ03

Séria komplexu Ta

1:2

Cisty lyzozym
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Na zéklade celkového zhodnotenia optimalnych podmienok kokrystalizdcie komplexov
PJO0, PJ0O2, PJO3 aTa slyzozymom (na zédklade kvalitativneho zhodnotenia ziskanych
krystalov) je mozné pre uvedené dve skupiny koordinacnych zlucenin odporucit’ nasledovné

kokrystaliza¢né podmienky:

1. Skupina karbénovych komplexov zlata (komplexy s oznacenim PJOO, PJ02 a PJ03):
Mate¢ny roztok s obsahom zrazadla PEG 2000, soli 10% roztoku NaCl a 0,1M
octanového tlmivého roztoku s hodnotou pH=4,8, s vyslednym objemom 1ml
vSetkych vysSie uvedenych zloziek mate¢ného roztoku, ato v pomere 1:1:1.
O objeme krystaliza¢nej kvapky 20 ul, pozostavajucej z 10 ul roztoku proteinu a 10
ul roztoku komplexnej zla¢eniny s mateéného roztokom, v objemovom pomere 1:2,
1:3a1l:4.

2. Komplex s ozna¢enim Ta:

Mate¢ny roztok obsahom zrazadla PEG 4000, soli 10% roztoku KNOs a 0,1M
octanového tlmivého roztoku s hodnotou pH=4,8, s vyslednym objemom 1ml
vSetkych vysSie uvedenych zloziek mate¢ného roztoku, ato v pomere 1:1:1.
O objeme krystaliza¢nej kvapky 20 ul, pozostavajucej z 10 ul roztoku proteinu a 10
ul roztoku komplexnej zla¢eniny s matec¢ného roztokom, v objemovom pomere 1:3
al4.

Celkova experimentalna praca na rieSeni zadanej témy bakalarskej prace zahinala
zaroven Kokrystalizaciu uvedenych komplexnych zlt¢enin s hovadzim cytochromom c, avsak
cely proces optimalizacie tychto krystaliza¢nych experimentov bol natol’ko ¢asovo naro¢ny, ze
stale pokracuje. Aj preto sa zatial’ nepodarilo optimalizovat’ proces krystalizacie hovadzieho
cytochromu c¢ k ziskaniu kvalitnych monokrystdlov. Nedavno bol zaradeny k vysSie
zmienenym proteinom tiez ludsky sérovy albumin, kde sa podarilo po pocetnych
optimalizaciach pripravit’ krystaly Cistého proteinu, ktoré sa zacali vyluCovat’ priblizne po
tridsiatich diioch od nasadenia krystaliza¢nych kvapiek. Na tomto modelovom proteine,
interakcia s ktorym moze naznacit’ spravanie sa komplexov pri intravenéznom podani, buda

prebiehat’ aj do budicna d’alSie kryStalizacné experimenty.
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VI. Zaver

Hlavnym experimentalnym ciel'om bakalarskej prace bola optimalizacia kokrystalizacie
vybranych biologicky aktivnych koordina¢nych zlicenin s modelovymi proteinmi a nasledné
kvalitativne zhodnotenie vysledkov na zaklade mikroskopickej analyzy vylicenych
monokrystalov systému komplexna zlaCenina-protein. Velkym poctom optimalizacii
kokrystalizaénych podmienok, boli ndjdené vhodné podmienky pre pripravu monokrystalov
systémov vysSie zmienenych komplexnych zlicenin s modelovym proteinom lyzozymom.
Mnohé z proteinovych krystalov, kokrystalizovanych za pritomnosti komplexnych zluc¢enin,
vykazovali aspon mierne makroskopické odchylky morfoldgie od krystalov ¢istého lyzozymu.
Najvicsie zmeny v porovnani s kryStalmi cCistého lyzozymu moZzno pozorovat’ v pripade
organokovového dichlorido-komplexu tantalu s trojdonorovou Schiffovou zasadou vzorca
[Ta(Cp*)(L)Cl2], kde HoL = N-salicylidén-2-aminofenol. Logickym vyustenim prace,
nadvézujucim na vysledky tejto bakalarskej prace, by mala byt” analyza Struktar pripravenych
systémov komplexna zli¢enina-protein pomocou rontgenovej difrakénej analyzy, ktora by
mala poskytnut’ informacie o schopnosti a miestach interakcie pouzitych biologicky aktivnych

koordina¢nych zlu¢enin na molekulu pouzitého proteinu.
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