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Abstrakt

Microdochium nivale je pĺıseň napadaj́ıćı trávńıky. Jej́ı karbohydrátová oxidáza má
uplatněńı v r̊uzných pr̊umyslových odvětv́ıch. Krystaly tohoto enzymu byly podrobeny
difrakčńımu experimentu na synchrotronu Petra III. Naměřené sńımky obsahovaly
rozštěpené reflexe. Bylo pozorováno radiačńı poškozeńı krystalu. Optimálńı zpracováńı
dat bylo provedeno pomoćı softwaru XDS při rozlǐseńı 2,0 Å.

Kĺıčová slova: Rentgenová strukturńı analýza; Difrakce; Radiačńı poškozeńı.

Úvod

Karbohydrátové oxidázy jsou skupina enzymů katalyzuj́ıćıch oxidaci primárńıch či se-
kundárńıch alkohol̊u za současné redukce molekulárńıho kysĺıku na peroxid vod́ıku. Jedná
se o flavoenzymy nebo metaloenzymy. Tyto enzymy maj́ı velký potenciál pro využit́ı v
biotechnologíıch. Jejich navrhované nebo již uskutečněné aplikace jsou např́ıklad výroba
aditiv pro potravinářský a paṕırenský pr̊umysl, konstrukce biosenzor̊u na krevńı cukr a
biosyntéza funkčńıch chirálńıch molekul ve farmakologii [1].

Oxidáza z Microdochium nivale (MnCO) je glykosylovaný flavoenzym tvořený řetězcem
473 aminokyselin s celkovou relativńı molekulovou hmotnost́ı okolo 60 kDa s izoelek-
trickým bodem 9,0. Jej́ı nejv́ıce preferované substráty jsou disacharidy, např. celobióza
a laktóza. Prostetická skupina flavinadenindinukleotid (FAD) je navázána dvěma kova-
lentńımi vazbami na rezidúıch His70 a Cys132. Databáze proteinových struktur PDB [2]
obsahuje strukturu MnCO (PDB kód 3RJ8) a strukturu komplexu MnCO s inhibitorem
ABL (PDB kód 3RJA) [3]. Pro plné pochopeńı funkce tohoto enzymu jsou však potřebná
daľśı data odhaluj́ıćı mechanismus vazby ligand̊u do aktivńıho mı́sta enzymu.

Experiment

MnCO byla krystalizována metodou viśıćı kapky. Protein o koncentraci 20 mg/ml
byl rozpuštěn v pufru obsahuj́ıćım 10 mM Tris-HCl, pH 7,5. Krystalizačńı kapky vznikly
smı́cháńım 1 µl proteinu a 1 µl rezervoáru o celkovém objemu 1 ml o složeńı 0,01 M ZnSO4,
12 % (v/v) PEG550 MME, 0,1 M MES pH 6,5. Krystalizačńı destičky byly uchovávány při
teplotě 298 K. Před měřeńım byly krystaly namočeny do roztoku rezervoáru s přidaným li-
gandem a poté rychle zmraženy v kapalném duśıku. Krystaly byly exponovány na synchro-
tronu Petra III v Hamburku (měřićı stanovǐstě P 13) zářeńım o vlnové délce λ = 0,9201 Å.
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Obrázek 1: Difrakčńı sńımek krystalu MnCO poř́ızený na synchrotronu Petra III (měřićı
stanovǐstě P13) v Hamburku. Sńımek zobrazen pomoćı programu iMOSFLM [4].

Obrázek 2: Vlevo je ukázána rozštěpená řada reflex́ı na sńımku 3 proložená př́ımkou. Vpravo je
znázorněno označeńı reflex́ı programem iMOSFLM [4] (červený kř́ıž znač́ı silné pozorované reflexe

použité pro indexaci, žlutý kř́ıž znač́ı slabé pozorované reflexe nepoužité pro indexaci a čtverce
znázorňuj́ı předpokládanou polohu daľśıch reflex́ı).

Vzdálenost vzorku od detektoru byla 419,67 mm. Bylo naměřeno 2 000 sńımk̊u rotačńı me-
todou, každý při rotaci o úhel ∆φ = 0,1◦, celkem tedy byla provedena rotace o úhel 200◦.
Jeden z difrakčńıch sńımk̊u je pro ilustraci přeložen na obrázku 1.

Reflexe byly při vizuálńı inspekci spatřeny při rozlǐseńı 2,25 Å. Na sńımćıch byly pozo-
rovány řady rozštěpených reflex́ı, viz obr. 2. Vzorek je tedy tvořen dvěma krystaly, které
pravděpodobně vznikly naštěpeńım jednoho.

Výsledky a diskuze

Difrakčńı data byla zpracována pomoćı programu XDS [5]. Prostorová grupa krystalu
byla ve shodě s předchoźımi strukturami stanovena jako C 1 2 1 [3]. V pr̊uběhu měřeńı
docházelo k radiačńımu poškozeńı krystalu a data z konce měřeńı jsou zat́ıžena znatelnou
chybou. Pro výsledné zpracováńı bylo vybráno pouze prvńıch 1 550 sńımk̊u. Výsledné
rozlǐseńı difrakčńıch dat je 2,0 Å. Souhrn charakteristik zpracováńı difrakčńıch dat je
uveden v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Statistické výsledky zpracováńı difrakčńıch sńımk̊u pomoćı XDS. Hodnoty v
závorkách odpov́ıdaj́ı hodnotám ve slupce s nejvyšš́ım rozlǐseńım.

Použité sńımky 1–1 550
Difrakčńı limit [Å] 50,00–2,00 (2,12–2,00)
Prostorová grupa C 1 2 1

a = 132,77
b = 56,99

Parametry elem. buňky [Å] c = 86,88
α = γ = 90,00◦

β = 95,66◦

Počet reflex́ı 118 941 (17 525)
Počet nezávislých reflex́ı 42 072 (6 477)
Kompletnost [%] 95 (91)
Redundance 2,8 (2,7)
Mozaicita [◦] 0,3
CC1/2 0,995 (0,571)

Rmeas 0,113 (0,898)
Rmerge 0,093 (0,738)
Wilson̊uv B-faktor [Å2] 36
I/σ 9,0 (2,0)

Analýza expozice dat

Difrakčńı data byla podrobena analýze distribuce intenzit pomoćı skriptu IIs.py [6].
Tento nástroj použ́ıvá software XDS a umožňuje odhadnout optimálnost zvolené expo-
zice vzhledem k dosažitelným hodnotám I/σ. Přeexponovaná data se vyznačuj́ı velkým
množstv́ım intenzivńıch reflex́ı s hodnotou I/σ velice bĺızké limitńı hodnotě ISa. Naopak
u podexponovaných dat se hodnoty I/σ intenzivńıch reflex́ı k ISa nebĺıž́ı.

Obrázek 3: Graf závislosti poměru difrakčńı intenzity k chybě měřeńı I/σ na intenzitě I. Limitńı
hodnota ISa je znázorněna modře.
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Reflexe s vysokými intenzitami tohoto měřeńı se hodnotami I/σ ve spoustě př́ıpad̊u
bĺıž́ı limitńı hodnotě ISa. Krystal tedy nebyl při měřeńı podexponován. Takových reflex́ı
však neńı výrazně dominantńı množstv́ı, takže krystal nebyl při měřeńı ani přeexponován.
To znač́ı, že čas expozice byl nastaven optimálně. Deľśı expozice by nevedla k vyšš́ım
hodnotám I/σ a nav́ıc by se stále v́ıce projevovalo nežádoućı radiačńı poškozeńı krystalu.
Graf závislosti poměru difrakčńı intenzity k chybě měřeńı I/σ na intenzitě I pro zde
zpracovávaná data je uveden na Obrázku 3.

XSCALE – interpolace dat

Jelikož docházelo k radiačńımu poškozeńı krystalu v pr̊uběhu měřeńı, byla učiněna
korekce dat vzhledem k tomuto vlivu. Pomoćı programu XSCALE [5] byla provedena
interpolace dat k hypotetické nulové absorbované dávce zářeńı při doporučeném sńımku
350 [7]. Vylepšeńı indikátor̊u kvality dat pomoćı této interpolace je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2: Porovnáńı statistik indikátor̊u kvality optimalizovaného zpracováńı dat provedeného
programem XDS a jeho dodatečné interpolace pomoćı programu XSCALE. Použitý difrakčńı
limit je 50–2 Å. Hodnoty v závorkách odpov́ıdaj́ı hodnotám ve slupce s nejvyšš́ım rozlǐseńım

(2,12–2,00 Å).

Software XDS XDS & XSCALE

CC1/2 0,995 (0,571 ) 0,996 (0,613 )

Rmeas 0,113 (0,898 ) 0,099 (0,847 )
Rmerge 0,093 (0,738 ) 0,082 (0,697 )
I/σ 9,0 (2,0) 11,3 (2,4)

Tabulka 3: Porovnáńı statistik indikátor̊u kvality optimalizovaného zpracováńı dat provedeného
programem XDS a jeho dodatečné interpolace pomoćı programu XSCALE. Použitý difrakčńı
limit je 50–2 Å. Hodnoty v závorkách odpov́ıdaj́ı hodnotám ve slupce s nejvyšš́ım rozlǐseńım

(2,12–2,00 Å).

Software XDS XDS & XSCALE

CC1/2 0,995 (0,571) 0,996 (0,613)

Rmeas 0,113 (0,898) 0,099 (0,847)
Rmerge 0,093 (0,738) 0,082 (0,697)
I/σ 9,0 (2,0) 11,3 (2,4)

Závěr

Difrakčńı data karbohydrátové oxidázy z Microdochium nivale s ligandem byla naměřena
a zpracována s rozlǐseńım 2 Å. Během měřeńı docházelo k radiačńımu poškozeńı krystalu.
Korekce dat pro zohledněńı tohoto vlivu byla provedena metodou interpolace na nulovou
dávku. Zpětná analýza distribuce intenzit měřených reflex́ı ukázala, že radiačńı poškozeńı
nešlo před experimentem relevantně odhadnout. Zpracovaná data budou použita pro řešeńı
struktury oxidázy a vyhodnoceńı interakce enzymu s ligandem.
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