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Abstrakt:

Nasim cilem bylo ur¢it strukturu proteinu lysozymu pomoci difrakénich metod
makromolekularni krystalografie a poté experimentem ovéfit fazovy diagram. Ze zpracovanych
difrak¢nich dat se podaiilo stanovit atomarni model lysozymu. Fazovy diagram vysel
s drobnymi odchylkami.

1 Uvod

Proteiny jsou jednou ze zékladnich stavebnich jednotek lidského téla, které se bez
téchto komplexnich molekul, slozenych z aminokyselin, neobejde. Proteiny se vSak nenachazi
jen v lidském téle, ale u vSech zivych organismi. Na§ zkoumany protein lysozym je jednim
z nich.

Lysozym ma antibakterialni u¢inky [ 1] a schopnost narusovat bakterialni sténu. Nachazi
se napiiklad v lidskych hlenech, slzach, v matei'ském mléce Zivocichi, ale 1 ve vaje¢ném bilku,
kde chrani zarodek pted bakteriemi. Pravé lysozym z vaje¢ného bilku byl predmétem naseho
zkoumani.

Tento protein jsme zkoumali nékolika zpisoby: Meéfenim v difraktometru a
experimentalnim ur€ovanim fazového diagramu.

2 Télo prispévku

Prvni ze zptsobti zkoumani je méfeni krystaliza¢ni in situ difraktometrem, kdy jsme si
piipravili vzorky sedicich kapek na krystaliza¢ni desticku pomoci piistroje Gryphon (Art
Robins). Nasledné jsme ji vlozili do krystaliza¢niho hotelu RI1000 (Formulatrix), kde probihalo
foceni vzorkli a pozorovani ristu krystali. Nasledné byla desticka vloZena do difraktometru
D8 Venture (Bruker), kde jsme pomoci paprsku rentgenového zafeni méfili difrak¢ni zaznamy
s difrak¢énimi stopami. Pomoci téchto stop jsme sestrojili atomarni model lysozymu. Nékteré
snimky byly obtizné na provedeni, protoZe pii otoceni destitky pro meéfeni v nékterych
piipadech krystaly spadly doli. Data se méfila z 23 krystali, z nichz pouzito bylo 9, kdy
ostatni data nebyla dost kvalitni. Fazovy problém jsme vyiesSili metodou molekularniho
nahrazeni, jako model byla pouzita struktura lysozymu z koniského mléka (PDB 2EQL).
Pomoci Fourierovy transformace se vypocitala elektronova hustota a pomoci té se urcila
poloha jednotlivych atomi a samotny atomarni model. Model bylo tfeba manualné upravit.
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Podafilo se nam ur¢it atomarni model lysozymu (Obr. 1, 2) pomoci difrakénich snimki
(Obr. 3).

Obr. 1 — Atomarni model lysozymu — Obr. 2 — Atomarni model lysozymu (detail
sekundarni struktura aktivniho mista) — ty¢kovy model v mapé
elektronové hustoty

Obr. 3 — Difrakéni snimek krystalu lysozymu

Jako druhy zptisob jsme zvolili krystalizaci pomoci difuze par s uspoiadanim visici
kapky. V tomto experimentu jsme si namichali riizné koncentrace lysozymu konkrétné 80, 60,
40 a 20 mg/ml. Jako paty jsme pouzivali roztok lysozymu o koncentraci 100 mg/ml, ze kterého
jsme michali jiz zminéné koncentrace. Dale jsme pfipravili srazedlo sloZzeného z octanu
sodného pH 4,6, chloridu sodného (NaCl) a vody, o riznych koncentracich (viz tabulka 1),
které jsme pozdéji vyuzili na piipraveni visicich kapek (celkem 90). Celkem se ho v rezervoaru
nachazelo 500 pl. Visici kapky jsme piipravovali pomoci pipet, kdy jsme nanesli na sklicko 1
ul roztoku proteinu a 1 pl piipraveného srazedla.Vzorky jsme nechali pies noc krystalizovat
(cca 17 hodin) a nasledné zkoumali a porovnavali s fazovym diagramem.
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Nas experiment s fazovym diagramem vysel podle ocekavani s par odchylkami. V tabulce 1
Jsou znazornény vysledky experimentu.

Nékde se nam stanovené podminky nepovedlo zachovat, nékteré kapky se slily do
jedné a vysledek byl lehce odlisny od o¢ekavani.

Byly pozorovany prazdné kapky — ty snejnizSi koncentraci roztoki; krystaly a
jehlicovité krystaly — vyssi koncentrace roztoki; sferolity a sraZeniny — nejvyssi koncentrace
roztokd.

Tabulka 1
(y) koncentrace proteinu (g/l)

0.1 0.5 0.9 1.3 1.7 2.1 2.5 2.9 33
(x) koncentrace strazedla NaCl (mol/l)

3 Shrnuti

Béhem nasi dvoudenni prace se nam podaiilo stanovit strukturu proteinu lysozym
z vaje¢ného bilku pomoci difrakénich metod. Také se nam povedlo oveéiit fazovy diagram
pouzitim metody difuze par s usporadanim visici kapky s drobnymi odchylkami.
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