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Abstrakt: Makromolekulární krystalogra�e je v sou£asné dob¥ siln¥ ovliv¬ována
pouºíváním krystalogra�e na mikrokrystalech. Krystalogra�e na mikrokrystalech je
nástroj, který byl vyvinut k analýze krystal· men²ích, neº n¥kolik desítek mikrome-
tr·. Umoº¬uje nám realizovat n¥které experimenty, které nebyly proveditelné p°ed
desítkami let. Vysoce intenzivní rentgenové paprsky, které se generují na synchro-
tronech, jsou optimální k m¥°ení difrak£ních dat na mikrokrystalech. Tato práce
je zam¥°ena na výzkum metodiky r·stu krystal· lysozymu a thaumatinu se zam¥-
°ením na parametry a kvalitu p¥stování mikrokrystal·. Parametry krystalizace a
metodiky r·stu byly zkoumány na lysozymu. R·st mikrokrystal· thaumatinu byl
pozorován metodou dynamického rozptylu sv¥tla b¥hem prvních sedmi hodin od
nasazení experimentu. Schopnost mikrokrystal· difraktovat rentgenové zá°ení byla
testována metodou prá²kové difrakce. Aplikovaný postup prá²kové difrakce se uká-
zal jako vhodný k prokázání r·stu mikrokrystal·. Byla nalezena a ov¥°ena metoda
reprodukovatelného p¥stovani mikrokrystal· v malých objemech.
Klí£ová slova: mikrokrystaly, metodika r·stu krystal·, rentgenová

strukturní analýza, dynamický rozptyl sv¥tla
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Parametrs of protein crystallization, application to microcrystals
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Abstract: Macromolecular crystallography is currently strongly in�uenced by the
use of crystallography on microcrystals. Crystallography on microcrystals is a tool
that has been developed to analyze crystals smaller than a few tens of microme-
ters. It allows us to perform experiments, that have not been feasible for decades.
Highly brilliant X-ray beams generated on the synchrotrons are optimal for mea-
suring di�raction data on microcrystals. This thesis is focused on the research of
lysozyme and thaumatin crystal growth methodology with focus on parametrs and
quality of microcrystals growth. Crystallization parameters and growth methodolo-
gies were studied on lysozyme. The growth of thaumatin microcrystals was observed
by the dynamic light scattering method during the �rst seven hours from the start
of the experiment. The ability of microcrystals to di�ract X-rays beams was tested
by powder di�raction method. The applied procedure of powder di�raction proved
to be suitable for proving the growth of microcrystals. The method of reproducible
microcrystals growth in small volumes was found and veri�ed.
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Úvod

Proteiny jsou makromolekulární látky skládající se z aminokyselin. Organizují chod
ºivota kontrolováním r·zných biochemických proces· jako nap°. r·st bun¥k, p°enos
molekul z místa na místo, nebo replikace DNA. Pro to, abychom pochopili tyto pro-
cesy, pot°ebujeme znát proteinovou strukturu. Tu lze ur£it r·znými zp·soby, z nichº
nejvíce vyuºívaný je difrakce rentgenového zá°ení na krystalu proteinu.

Rentgenové paprsky byly objeveny v roce 1895, jejichº vlastnosti popsal W. C.
Röntgen, jenº byl ocen¥n v roce 1901 Nobelovou cenou. V roce 1912 M. T. von Laue
uskute£nil experiment s rentgenovými paprsky procházející krystalem. Tímto expe-
rimentem potvrdil m°íºkovou stavbu krystal· i vlnovou povahu zá°ení. Následující
rok ukázali W. L. Bragg a W. H. Bragg, jak z difrak£ních snímk· získat vzájemnou
polohu stavebních £ástic a soum¥rnost krystalu. Tím zapo£ala éra nového v¥dního
oboru � rentgenové krystalogra�e.

Po úsp¥²ích ur£ování struktur jednoduchých krystal·, nap°íklad diamantu nebo
kuchy¬ské soli, bylo z°ejmé, ºe se lze zabývat strukturou krystal· sloºit¥j²ích mole-
kul. Významnou osobou se v tomto období stala D. M. Hodgkinová, která vy°e²ila
strukturu penicilinu, cholesterolu a vitamínu B12, za kterou v roce 1964 dostala
Nobelovu cenu. V 50. letech 20. století se za£aly popisovat struktury protein·, po-
£ínaje strukturou vorvaního myoglobinu. Od té doby bylo ur£eno více neº 130 000
proteinových struktur pomocí rentgenové krystalogra�e.

Aplikace rentgenové krystalogra�e je absolutn¥ závislá na krystalu, jeho £istot¥,
velikosti a difrak£ní kvalit¥. Krystalizace je tedy klí£ový proces v pr·b¥hu °e²ení
struktury krystal·. V¥t²ina krystal· makromolekul nemá farmaceutický ani léka°-
ský význam, ale lze díky nim získat difrak£ní obrazec, ze kterého lze ur£it strukturu
krystalu.

Vyp¥stování krystal· vhodných pro ú£ely rentgenové krystalogra�e je komplexní
úloha zahrnující mnoho parametr· jako je teplota, pH, koncentrace sráºecích £inidel
a mnoho dal²ích. P°edpov¥d¥t vliv t¥chto parametr· je velmi obtíºné a jakákoliv
p°edpov¥¤ vyºaduje experimentální potvrzení o£ekávaných zm¥n.

Cílem této práce je seznámení se s p°ípravou krystal· vhodné kvality, zkoumání pa-
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rametr· krystalizace a optimalizace metodiky p¥stování mikro- a nanokrystal·. Zís-
kané zku²enosti by mohly pomoci p°i p°íprav¥ mikrokrystal· vhodných pro moderní
metody ur£ování krystalové struktury nap°. sériová femtosekundová krystalogra�e.
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Kapitola 1

Teoretická £ást

1.1 Stavba a vlastnosti protein·

Základním stavebním prvkem protein· jsou aminokyseliny. A£koliv se v p°írod¥ vy-
skytuje p°es 300 aminokyselin, pouze 20 z nich se ú£astní stavby protein·. V²echny
aminokyseliny mají podobnou strukturu: Skládají se z aminové (-NH2) a karboxy-
lové skupiny (-COOH), vodíku a postranní skupiny navázané na jednom C' atomu.
Krom¥ glycinu jsou v²echny aminokyseliny tvo°ící proteiny chirální, coº jim dává
vlastnost stá£ení roviny polarizovaného sv¥tla.

Aminokyseliny se podle vlastnosti postranní skupiny d¥lí na nepolární, polární
bez náboje a polární s nábojem. Nepolární aminokyseliny jsou hydrofobní a jsou
lokalizovány obvykle v jád°e proteinu. Polární aminokyseliny bez náboje se ú£astní
vytvá°ení vodíkových vazeb ve struktu°e proteinu. Postranní °et¥zce polárních ami-
nokyselin s nábojem se mohou ú£astnit iontových vazeb [9].

Proteiny jsou biopolymery s velkou relativní molekulovou hmotností sloºené z ami-
nokyselin, které se vzájemn¥ váºou peptidovou vazbou. Tato vazba vzniká z ami-
noskupiny (-NH2) a karboxylové skupiny (-COOH) za vzniku peptidové vazby (-
NH-CO-). Proteiny jsou základem v²ech ºivých organism· a jednotliv¥ plní mnoho
r·zných funkcí. Slouºí nap°íklad jako stavební jednotky, transportní látky nebo kata-
lyzátory (nap°. enzymy urychlují rychlost chemických reakcí). Biologické vlastnosti
protein· jsou dány po°adím aminokyselin a jejich modi�kacemi, dále kofaktory a
koenzymy, coº jsou nebílkovinné sou£ásti makromolekul.

Strukturou a funkcí protein· se zabývá obor strukturní biologie. Ta se snaºí popsat
v²echny ºivé systémy na makromolekulární aº atomové úrovni. Struktura protein·
podmi¬uje jejich funkci. Strukturní znalost protein· je tedy vyuºívána nap°íklad p°i
výrob¥ nových lék· nebo v genetickém inºenýrství.
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1.1.1 Lysozym

Lysozym (EC 3.2.1.17) je hydroláza, která katalyzuje hydrolýzu vazeb mezi ami-
nosacharidy v peptidoglykanu nacházejícím se v bun¥£né st¥n¥ bakterií. Lysozym se
extrahuje z vaje£ných bílk·. Je tvo°en jedním °et¥zcem obsahujícím 129 aminoky-
selin, propojeným £ty°mi disul�dovými m·stky. Molekulová hmotnost lysozymu je
14,4 kDa. Lysozym nachází uplatn¥ní jako antimikrobiální sloºka v sýru [8].

Díky dob°e de�nované krystaliza£ní podmínce a schopnosti snadno tvo°it krystalic-
kou formu se lysozym stal oblíbeným proteinem pro vývoj metodologie rentgenové
difrakce v oblasti proteinové krystalogra�e.

Obrázek 1.1: Struktura molekuly lysozymu (PDB ID: 1GXV). �erven¥ jsou znázor-
n¥ny α-²roubovice, ºlut¥ β-skládané listy. Aminokyseliny Glu35 a Asp52 v aktivním
míst¥ jsou vyzna£ený ty£inkovým zobrazením

1.1.2 Thaumatin

Thaumatin je protein extrahovaný ze slupek obalující semena ovoce katemfe. Pro-
dukce thaumatinu v ovoci je odezvou na útok viroidních patogen·. Je tvo°en jed-
ním °et¥zcem 207 aminokyselin s osmi disul�dovými m·stky. Molekulární hmotnost
thaumatinu je 22 kDa. Thaumatin je 1600-krát slad²í neº sacharóza, proto se v po-
traviná°ském pr·myslu (pod zna£kou E 957) pouºívá jako sladidlo.

Oblíbenost thaumatinu jako modelového proteinu zp·sobilo zji²t¥ní, ºe p°idání
L-vinné kyseliny do roztoku thaumatinu vede k rapidnímu r·stu krystal· [10].
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Obrázek 1.2: Struktura molekuly thaumatinu (PDB ID: 2G4Y). �erven¥ jsou zná-
zorn¥ny α-²roubovice, ºlut¥ β-skládané listy

1.2 Krystaliza£ní metody

Krystalizace nových bílkovin je obecn¥ náro£ný problém zaloºený na hledání vhod-
ných fyzikálních a chemických podmínek. Neexistuje ustálená teorie, která by p°ed-
pov¥d¥la, za jakých podmínek se budou krystaly protein· tvo°it. Krystaliza£ní proces
komplikuje strukturní komplexnost a velké mnoºství chemicko-fyzikálních parame-
tr·, které jsou pot°eba ke krystalizaci jednotlivých makromolekul.

Ke krystalizaci dochází díky vytvo°ení p°esyceného stavu. P°esycení je nerovno-
váºný stav, ve kterém je £ást proteinu v roztoku nad hranicí rozpustnosti. P°esycení
se dosáhne zm¥nou ur£itých parametr· roztoku, nap°. zm¥nou koncentrace proteinu
nebo sráºecího £inidla, pH a dal²ích. Rovnováºný stav je pak nastolen vytvo°ením
krystal·, zatímco se systém vrací do nasyceného stavu.

Vytvá°ení krystal· probíhá ve t°ech fázích � nukleace, r·st a ukon£ení r·stu.
B¥hem nukleace se sdruºí p°im¥°ené mnoºství molekul proteinu za vzniku stabil-
ního zárodku, nazývaného kritické jádro. Fáze r·stu probíhá difúzí molekul proteinu
na povrch kritického jádra a jejich strukturovaným uspo°ádáváním. Tento proces je
popisovaný dv¥ma základními mechanismy � disloka£ním r·stem a r·stem dvoudi-
menzionální nukleací [18]. K ukon£ení r·stu zpravidla dochází, pokud nastane rov-
nováha mezi volnými molekulami proteinu v roztoku a nov¥ vytvo°enými krystaly
proteinu.
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Obrázek 1.3: Fázový diagram krystalizace protein· se zobrazením pr·b¥hu r·zných
metod krystalizace

1.2.1 Difúze par

Tato metoda vyuºívá vypa°ování a difúzi vody (a dal²ích sloºek) mezi kapkou,
která je sm¥sí proteinu, pufru a sráºedla, a rezervoárem, který obsahuje stejný pufr
a sráºedlo, ale ve v¥t²í koncentraci vzhledem ke kapce. Lze p°ipravit v r·zných kon�-
guracích, ale v praxi se pouºívají dv¥ nejznám¥j²í � visící kapka nebo sedící kapka. P°i
kon�guraci experimentu v podob¥ visící kapky je kapka o objemu 1 - 10 µl nanesena
na krycí sklí£ko, které pak p°ekryje jamku obsahující rezervoár o objemu nej£ast¥ji
0,5 - 1,0 ml. Krycí sklí£ko je k jamce pevn¥ p°ilepeno pomocí vakuového tuku, £ímº
je systém nepropustn¥ uzav°en. Z d·vodu zachování termodynamické rovnováhy di-
funduje voda z kapky do rezervoáru. Tento proces uvede kapku do p°esyceného stavu
a ustane, jakmile jsou koncentrace sloºek v kapce i rezervoáru vyrovnány [2].

Proces krystalizace metodou visící kapky je náro£ný na p°ípravu, ale zpravidla po-
skytuje velmi kvalitní krystaly pro difrak£ní analýzu. Metoda sedící kapky je jedno-
duchá na p°ípravu a kapky lze p°ipravit ve v¥t²ích objemech, ale krystaly p°ipravené
touto metodou se mohou p°ichytit na povrch, na kterém leºí kapka a je pak obtíºné
je vyuºít [13].
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Obrázek 1.4: Uspo°ádání metody visící
kapky. A - Sklí£ko p°ilepené k jamce va-
kuovým tukem; B - kapka obsahující roz-
tok proteinu a rezervoáru; C - Rezervoár
se sráºedlem

Obrázek 1.5: Uspo°ádání metody sedící
kapky. A - Sklí£ko p°ilepené k jamce va-
kuovým tukem; B - kapka obsahující roz-
tok proteinu a rezervoáru; C - Rezervoár
se sráºedlem

1.2.2 O£kování

�asto se stává, ºe nelze dosáhnout úrovn¥ p°esycení roztoku pot°ebné k nukleaci
protein·. Tento problém se dá vy°e²it vloºením jiº získaných krystal· proteinu do
metastabilní fáze roztoku obsahující daný protein a p°esko£it tak proces nukleace.
Krystaly pak poslouºí jako nuklea£ní zárodky pro fázi r·stu krystalu [16].

O£kovací metody jsou rozd¥leny na dv¥ kategorie v závislosti na velikosti krystal·
vloºených do metastabilního roztoku. P°i makroskopickém o£kování se p°ená²í jeden
krystal proteinu, typicky o velikosti 5 � 50 µm, z roztoku, kde prob¥hlo vytvo°ení
krystalu, do mén¥ p°esyceného roztoku, aby mohl pokra£ovat v r·stu. P°ed vloºením
je vhodné o£istit povrch krystalu vloºením do nenasyceného roztoku [5].

Mikroskopické o£kování je p°enos velmi malých krystal· do metastabilního roztoku.
Aby se zabránilo p°enosu velkého mnoºství krystal·, p°ipraví se °ada °ed¥ných o£ko-
vacích roztok·. O£kovací roztok je p°ipraven rozdrcením krystal· daného proteinu,
eliminací velkých zárodk· odst°ed¥ním a postupným °ed¥ním. Malý objem o£kova-
cího roztoku je pak pipetován do mén¥ nasyceného roztoku.

V praxi se £asto místo pipetování malých krystal· pouºívá vlákno, nej£ast¥ji ko¬ská
ºín¥ nebo lidský vlas. Tato metoda je velmi rychlá a jednoduchá. Vlákno pouºité k
transportu je vloºeno do o£kovacího roztoku, ve kterém se malé krystaly uchytí na
jeho povrch a poté je vloºeno do p°ipraveného metastabilního roztoku, kde se £ást
krystal· z vlákna uvolní a poslouºí jako zárodky pro dal²í r·st krystal·.
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1.2.3 Krystalizace pod olejem (�Microbatch�)

V této metod¥ jsou protein a precipita£ní roztok s r·znými aditivy smíchány v
takovém pom¥ru, aby do²lo p°ímo k p°esycení roztoku. Do jamky je p°ipravena
kapka parafínového oleje o objemu 5 µl, do které je následn¥ pipetován krystaliza£ní
roztok o objemu 0,5 � 1 µl. Parafínový olej £áste£n¥ zabrání vypa°ování roztoku.
Tato metoda je vhodná pro po£áte£ní screening a optimalizaci. Hlavní nevýhoda
spo£ívá ve velmi rychlé ekvilibraci roztoku, coº ovliv¬uje rychlost a tedy výslednou
kvalitu krystalu [2].

1.3 Strukturní rentgenogra�e

Rentgenová strukturní analýza je zaloºená v principu na difrakci, tedy interakci
rentgenového zá°ení s hmotou. Krom¥ rentgenového zá°ení lze pouºít zá°ení elek-
tronové nebo neutronové. Výhoda rentgenového zá°ení spo£ívá v tom, ºe je jeho
vlnová délka srovnatelná s meziatomovými vzdálenostmi v krystalu, které jsou °á-
dov¥ 10−1 nm.

P°i dopadu rentgenového zá°ení na £ástici (elektron nebo proton) dochází k roz-
ptylu, tzn. odchýlení n¥kterých foton· ze sm¥ru dopadajícího svazku. K rozptylu
dochází bu¤ s energetickými ztrátami � Compton·v rozptyl nebo beze ztrát energie
� Thomson·v rozptyl. Compton·v rozptyl probíhá vºdy, jeho d·sledek je pozadí
difrak£ního snímku [12].

Pro difrakci je mnohem d·leºit¥j²í Thomson·v rozptyl, p°i n¥mº prob¥hne rozptyl
fotonu beze zm¥ny jeho vlnové délky, a tedy i energie. Dopadající rentgenové zá°ení
zp·sobí rozkmitání elektron·, které se pak stanou zdrojem nových elektromagnetic-
kých vln. Není-li primární svazek I0 polarizován, pak intenzita Ie zá°ení kmitající
elektronu ve vzdálenosti R je dána Thomsonovým vztahem:

Ie = I0

( e2

4πε0mc2

)2 1

R2

1 + cos2(2Θ)

2
, (1.1)

kde 1+cos2(2Θ)
2

je polariza£ní faktor a 2Θ je úhel, který svírá dopadající a rozptýlené
zá°ení. �len e2

4πε0mc2
se nazývá Thomson·v polom¥r elektronu. Dopadající rentgenové

zá°ení dále zp·sobí rozkmitání atomových jader, ale vzhledem k hmotnosti proton·
(proton je 1836-krát t¥º²í neº elektron) m·ºeme rozptyl na jádrech zanedbat.

1.3.1 Amplituda rozptylu

Rovinnou monochromatickou vlnu o amplitud¥ A a vlnové délce λ m·ºeme zapsat
jako
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u(r) = Aei(k0r+α),

kde r je polohový vektor, k0 = (2π/λ)n0 vlnový vektor ve sm¥ru ²í°ení vlny a α je
po£áte£ní fáze. Pro analýzu difrak£ních jev· není d·leºitý £asový pr·b¥h ²í°ení vlny,
ale difrak£ní obrazec v daném okamºiku.

Obrázek 1.6: Fázový rozdíl vln rozptýlených na dvou centrech

Nech´ O a O' jsou dv¥ rozptylová centra. Bod O ozna£íme jako po£átek soustavy a
bod O' je ur£en vektorem r. P°i dopadu rovinné vlny se ob¥ centra stanou zdrojem
sekundárních vln.

Protoºe primární vlna má obecn¥ v bodu O i v bodu O' r·zné fáze, budou se li²it
fáze vln v t¥chto bodech rozptýlených. Jsou-li k a k0 vlnové vektory dopadající a
rozptýlené vlny, má fázový rozdíl velikost

r(k− k0) = 2πrS, (1.2)

kde S se nazývá vektor rozptylu.

V p°ípad¥ pruºného rozptylu |k|=|k0| p°ejde vztah (1.2) na:

|S| = |k||n− n0|
2π

=
2π

λ

|n− n0|
2π

=
2sinΘ

λ
, (1.3)

kde 2Θ je úhel mezi sm¥rem dopadajícího zá°ení a sm¥rem, do n¥hoº dopadá zá°ení
pozorované. Prostor vektor· S se nazývá reciproký prostor.
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Pokud objekt, na který dopadá vlna, tvo°í n rozptylových center ur£ených polo-
hovými vektory rj s rozptylující schopností fj, pak vztah

n∑
j=1

fj e
2πi(Srj) = F (S) (1.4)

vyjad°uje celkovou amplitudu rozptylu daného objektu. Rozptylové centrum m·ºe
být elektron, atom, molekula apod.

Pokud je prost°edí rozptylových center spojité, zavedeme elektronovou hustotu
ρ(r), která vyjad°uje po£et elektron· v rozptylujícím objemu dV a vztah (1.4) p°ejde
do tvaru

F (S) =

∫
V

ρ(r)e2πi(Srj) dV = F [ρ(r)],

kde F [·] je operátor Fourierovy transformace. Jestliºe ρ(r) budeme brát jako prav-
d¥podobnost výskytu elektronu v objemu dV, pak funkci F (S) nazýváme strukturní
faktor.

1.3.2 Difrakce na krystalové m°íºce

Nech´ je krystalová m°íºka popsaná vektory a, b, c. Tyto vektory pak udávají
vzájemnou polohu rozptylových center. Ke konstruktivní interferenci vln rozptýle-
ných na sousedních centrech dochází p°i sou£asném spln¥ní t°í rovnic nazývaných
Laueovy:

a · (k− k0) = 2πh

b · (k− k0) = 2πk

c · (k− k0) = 2πl

Tuto soustavu rovnic spl¬uje vektor reciproké m°íºky

Hhkl = ha∗ + kb∗ + lc∗, (1.5)

kde a*, b*, c* jsou m°íºkové vektory reciproké m°íºky. Pojem reciproký prostor tímto
dostává fyzikální význam: vektory Hhkl ur£ují sm¥ry svazk· rozptýlených krystalem.
Velikost vektoruHhkl je p°evrácenou hodnotou mezirovinné vzdálenosti dhkl systému
(hkl). Pak ze vztah· (1.3) a (1.5) vyplývá:

|Hhkl| =
1

dhkl
= |S| = 2sin(θ)

λ
.
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Tato rovnice se nazývá Braggova rovnice:

2dhklsin(θ) = λ

1.4 Experimentální metody

1.4.1 Zdroje rentgenového zá°ení

Nejroz²í°en¥j²í zdroje rentgenového zá°ení jsou vakuové trubice se zatavenými elek-
trodami � katodou a anodou, na n¥º je vloºen rozdíl potenciál· °ádov¥ 104 V. Tento
rozdíl zp·sobí urychlení elektron·, které následn¥ dopadají na anodu � ter£. Rent-
genové paprsky vznikají p°i dopadu rychle se pohybujících elektron· na atomy ter£e.

Podn¥tem k uvoln¥ní zá°ení je bu¤ zabrzd¥ní elektron· v elektrickém poli atom·
ter£e, nebo ionizace atom·. P°i zabrzd¥ní elektron· se energie neztrácí najednou p°i
jedné sráºce, ale po £ástech p°i více sráºkách, coº zp·sobí vznik spojitého spektra
zá°ení. Mají-li elektrony dostate£nou energii, mohou uvolnit elektrony z vnit°ních
energetických hladin. Jejich místo pak obsadí elektrony z vy²²ích hladin. Tento p°e-
chod pak doprovází vyzá°ení p°ebyte£né energie v podob¥ fotonu. Toto zá°ení je
£árové vlivem diskrétních energetických hladin v atomech.

Problém této metody tkví v mnoºství p°em¥n¥né energie dopadajících elektron·
na rentgenové zá°ení. Zlomek energie, p°ibliºn¥ 0,1%, je p°em¥n¥n na rentgenové
zá°ení, zbytek se p°etvá°í na teplo. Toto teplo je t°eba odvád¥t, aby nedo²lo k roz-
tavení ter£e. Tento problém £áste£n¥ °e²í rota£ní anoda, kdy anoda je ve tvaru válce
a rotuje velkou rychlostí a tím teplo rozprost°e na v¥t²í plochu, coº usnadní jeho
odvod a je moºné p°ivád¥t v¥t²í proud na katodu [15].

Krom¥ rota£ní anody, která je náro£ná na údrºbu a provoz, lze pouºít tekutou
anodu. Tekutá anoda je nová technologie, jejíº princip je stejný, jako u rentgenek,
av²ak jako ter£ je pouºitý tekutý kov � ten je slitinou nap°. galia, india a dal²ích
p°ím¥sí. Tekutý kov cirkuluje v uzav°eném okruhu rychlostí aº 75 m/s, coº umoº-
nuje chladit anodu ú£inn¥ji neº u rota£ní rentgenky, a tím dosáhnout vy²²ích hustot
intenzity zá°ení [6]. Hlavní výhoda je, ºe fokusa£ní plocha na anod¥ je malá a sou-
st°edí se na ní vysoký tok elektron·. Vyprodukovaný svazek se pak lépe zpracovává
do intenzivních tenkých svazk·.

1.4.2 Detekce rentgenového zá°ení

V proteinové krystalogra�i je t°eba zaznamenat velké mnoºství difrak£ních dat
v pr·b¥hu co nejkrat²ího £asu, jelikoº jsou proteinové krystaly náchylné na radi-
a£ní po²kození.
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Jedním z prvních typ· pouºívaných detektor· jsou obrazové desky, které fungují
podobn¥ jako fotogra�cké �lmy. Jedná se o desky s vrstvou obsahující BaFBr, které
se aktivují ionty Eu2+. Zpracování difrak£ního obrazce je zaloºeno na jevu fotosti-
mulované luminiscence. Obrazové desky jsou mnohem citliv¥j²í neº fotogra�cké �lmy.

Polovodi£ové detektory jsou pevnolátkové ioniza£ní komory. Absorbovaný foton
rentgenového zá°ení vytvo°í pár elektron-díra, který je vlivem elektrického pole p°e-
nesen na elektrody, kde poslouºí k vzniku elektrického pulsu, který m·ºe být m¥°en.
Energie pot°ebná k produkci pár· elektron-díra je velmi malá. D·sledkem toho je,
ºe v polovodi£ových detektorech je statistická zm¥na vý²ky puls· men²í a tím je
v¥t²í energetické rozli²ení [11].

1.4.3 Rota£ní metoda

Krystaly makromolekul jsou oproti krystal·m nízkomolekulárních látek mnohem
problemati£t¥j²í z hlediska m¥°ení difrak£ních dat. Krystaly makromolekul mají pod-
statn¥ v¥t²í bázi a tedy i jejich m°íºkové parametry musí být v¥t²í. Reciproká m°íºka
krystal· makromolekul, která je závislá na parametrech m°íºky p°ímé, je velmi hust¥
obsazena. P°i zá°ení rentgenovým zá°ením na stacionární krystal makromolekuly by
pr·m¥rné nam¥°ené intenzity re�exí byly men²í a jejich po£et by byl v¥t²í neº p°i
oza°ování krystal· nízkomolekulárních látek. Dal²í problémy p°i m¥°ení re�exí spo£í-
vají v tom, ºe £ást objemu krystalu tvo°í kanály vypln¥né neuspo°ádaným rozpou²-
t¥dlem, takºe se dále sníºí intenzita re�exí a p°ísp¥vku rozptylu od neuspo°ádané
hmoty k difúznímu rozptylu, který vede ke zvý²ení pozadí zá°ení.

Pro m¥°ení re�exí proteinových krystal· se pouºívají rota£ní nebo oscila£ní me-
tody. Na krystal dopadá vymezený paprsek monochromatického zá°ení. Pokud krys-
tal osciluje ve vymezeném úhlovém oboru kolem osy procházejícím krystalem, jde o
metodu oscila£ní. Pokud se otá£í kolem této osy, jde o metodu rota£ní. Difraktované
zá°ení je následn¥ detekováno plo²ným detektorem, nej£ast¥ji na bázi polovodi£·.

P°i pouºití Ewaldovy konstrukce, která je geometrickou interpretací Braggova zá-
kona, je zá°ení reprezentováno povrchem koule o polom¥ru 1/λ a krystal reciprokou
m°íºkou. Reciproká m°íºka je sloºena z bod· na konci vektor·, které jsou kolmé k
difrak£ním rovinám a jejich délka je rovná p°evrácené hodnot¥ mezirovinné vzdá-
lenosti 1/dhkl. Díky hust¥ obsazené reciproké m°íºce proteinových krystal· je velká
²ance, ºe se v jedné poloze krystalu nalézá na Ewaldov¥ sfé°e n¥kolik uzlových bod·
reciproké m°íºky. Na plo²ném detektoru je pak moºné zachytit difrak£ní obrazec,
který je zobrazením uzlových bod· reciproké m°íºky v Ewaldov¥ konstrukci.
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1.4.4 Dynamický rozptyl sv¥tla

Pro m¥°ení distribuce velikosti malých £ástic v roztoku se pouºívá metoda dynamic-
kého rozptylu sv¥tla (DLS). Tato metoda je zaloºena na m¥°ení Brownova pohybu
£ástic a uvádí jej do vztahu s velikostí £ástic. To se provádí osv¥tlením £ástic lase-
rem a analyzováním �uktuace rozptýleného sv¥tla. Fluktuace intenzity rozptylu je
po zm¥°ení pouºita jako parametr autokorela£ní funkce. Ta m¥°í podobnost mezi
dv¥ma signály po ur£ité dob¥. Velké £ástice se budou pohybovat pomalu a rychlost
rozkladu korela£ní funkce tedy bude men²í neº u men²ích £ástic [1].

1.4.5 Prá²ková difrakce na makromolekulárních krystalech

Podmínka pro difrakci rentgenového zá°ení na osnov¥ rovin je Braggova rovnice.
P°i m¥°ení monokrystal· lze Braggovu podmínku splnit vhodnou orientací krys-
talu vzhledem ke sm¥ru zá°ení. V p°ípad¥ prá²kového vzorku s náhodnou orientací
krystalk· je pravd¥podobné, ºe n¥které krystalky budou orientovány tak, ºe budou
spl¬ovat Braggovu podmínku. V praxi je £asto d·leºité pootá£et se vzorkem, aby se
dosáhlo co nejv¥t²í náhodnosti.

Difraktometry pouºívané pro metodu prá²kové difrakce (XRD) se skládají ze po-
dobných £ástí, jako difraktometry pouºívané pro monokrystalovou difrakci � zdroje
rentgenového zá°ení, drºáku vzorku a detektoru difraktovaného zá°ení. Hlavní rozdíl
mezi t¥mito difraktometry je v drºáku vzorku. U monokrystalového difraktometru
je to smy£ka, ve které je krystal pevn¥ upevn¥n a následn¥ otá£en do poºadovaných
pozic pomocí goniometru. V p°ípad¥ prá²kového difraktometru je prá²kový vzorek
bu¤ nanesen na ty£inku, nebo je nap¥chován do kapiláry.

V d·sledku rotace a polykrystalické vlastnosti vzorku jsou po zachycení difrakto-
vaného zá°ení na detektor pozorovány hladké difrak£ní kruºnice kolem osy paprsku
na rozdíl od diskrétních bod·, které vznikají u monokrystalického krystalu. V sou-
ladu s Braggovým zákonem odpovídá kaºdá kruºnice p°íslu²nému vektoru reciproké
m°íºky vzorku.
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Kapitola 2

Cíle

1. Analýza vlivu teploty, pH a experimentálního uspo°ádání na kvalitu krystali-
zace.

2. Nalezení optimálních podmínek pro o£kování a p°ípravu mikrokrystal· v ma-
lých objemech.

3. Biofyzikální charakterizace r·stu makro- a mikrokrystal· modelových pro-
tein·.

4. Potvrzení p°ítomnosti proteinových mikrokrystal·.
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Kapitola 3

Materiál a metody

3.1 Materiál

3.1.1 Pouºité chemikálie

Pro experimenty s lysozymem byly namíchány 4,0 M roztok chloridu sodného (dále
NaCl), 50%w

v
roztok PEG 5000 1, 1,0 M roztok octanu sodného (dále NaAc) s hod-

notou pH 4,6 a 50 mg/ml roztoku lysozymu. Pro experimenty s thaumatinem byly
namíchány 50%w

v
roztok tetrahydrátu vínanu sodno-draselného (dále NaK tartrát),

100%v
v

roztok ethylenglykolu2, 1,0 M BIS-TRIS s hodnotou pH 6,6, 50 mg/ml a
100 mg/ml roztoky thaumatinu. Chemikálie pouºité k namíchání uvedených roztok·
byly po°ízeny od �rmy Sigma Aldrich.

3.1.2 Vybavení

Pro experimenty s kon�gurací visící kapky byly pouºity desky (VDX Plate with
sealant) s 24 jamkami, kapky se naná²ely na sklí£ka (Siliconized Glass Cover Slides),
které následn¥ zakryly dané jamky. Experimenty s kon�gurací mikrokrystalizace
pod olejem byly nasazeny na desku £asto pouºívanou pro tuto krystalizaci (Greiner
Terasaki Plate), krystaliza£ní roztok byl nanesen do parafínového oleje. Zmín¥né
vybavení bylo po°ízeno od �rmy Hampton Research.

Pro p¥stování mikrokrystal· byla pouºitá deska (Bio-One UV-StarTM 96-Well
UV Spectroscopy Microplate, Greiner Bio-One), která byla zakrytá fólií (ClearSeal
FilmTM, Hampton Research).

Pro po°izování mikrofotogra�í byl pouºit mikroskop Olympus SZX9 (Olympus
corp.) s fotoaparátem In�nity 1-3C (Lumenera corp.). K veri�kaci krystal· byl pou-

1hodnota X% w/v je hmotnost v gramech látky na 100 ml roztoku
2hodnota X% v/v je objem v mikrolitrech rozpou²t¥né látky na 100 ml roztoku
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ºit difraktometr D8 VENTURE (Bruker) se zdrojem rentgenového zá°ení MetalJet
Excillum D2 (Excillum) a detektorem Photon II 14 (Bruker). Na ov¥°ení r·stu mik-
rokrystal· byla pouºita metoda DLS, u které byla 2µl kapka roztoku s mikrokrystaly
napipetována na desku (Sitting Drop Crystallization Plate, Hampton Research) s 96
jamkami. Deska byla vloºena do p°ístroje, který vyuºíval metodu DLS (DLS Spect-
rolight 600, Molecular Dimensions), ve kterém se m¥°il pr·m¥r krystal· v kapce na
základ¥ dynamického rozptylu sv¥tla v kapce. Pro veri�kaci mikrokrystal· ve vzorku
metodou prá²kové difrakce byl pouºít p°ístroj SAXSpoint 2.0 (Anton Paar) osazený
zdrojem MetalJet Excillum C2+ (Excillum).

3.2 Krystaliza£ní metody

3.2.1 Difúze par

Na deskách v kon�guraci visící kapky byla kaºdá kapka p°ipravena z roztoku
proteinu a z jednoho z krystaliza£ních roztok· v pom¥ru 1:1. Výsledný objem kapek
byl 2 µl a objem rezervoáru 500 µl. Dv¥ desky z experiment· pro lysozym byly
vloºeny do inkubátor· o teplotách 10 ◦C a 25◦C, ostatní desky byly vloºeny do
inkubátoru o teplot¥ 18 ◦C. Desky z experiment· pro thaumatin byly vloºeny do
inkubátoru o teplot¥ 20 ◦C.

3.2.2 Mikrokrystalizace pod olejem

Na desku s kon�gurací mikrokrystalizace pod olejem bylo do jamek napipetováno
5 µl parafínového oleje. Následn¥ byl do oleje napipetován roztok proteinu a do
vzniklé kapky byl napipetován krystaliza£ní roztok. Objem obou roztok· byl 1 µl.
Deska pak byla vloºena do inkubátoru o teplot¥ 18 ◦C.

3.2.3 O£kování

Pro vytvo°ení o£kovacího roztoku na krystalizaci lysozymu byly pouºity krystaly,
které vyrostly v kapce na desce s kon�gurací visící kapky s krystaliza£ní podmínkou
0,8 M NaCl, 10%w

v
PEG 5000 a 0,05 M NaAc s pH 4,6, lysozym 50 mg/ml. Krystaly

byly rozdrceny v kapce pomocí drti£e krystal·, sklen¥né ty£inky speciáln¥ ur£ené na
rozbíjení krystal·, a následn¥ napipetovány do zkumavky s p°ipraveným objemem
28 µl krystaliza£ní podmínky. Zkumavka byla dále centrifugována p°i 10 000× g po
dobu jedné minuty. Vznikl tak o£kovací roztok, který se dále z°edil 10-krát, 100-krát
a 1000-krát. Obdobným zp·sobem byl vytvo°en o£kovací roztok pro thaumatin, kde
byly pouºity krystaly z krystaliza£ní podmínky 28%w

v
NaK tartrátu, 15%v

v
ethylen-

glykolu a 0,1 M BIS-TRIS s pH 6,6, thaumatin 50 mg/ml.
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V p°ípad¥ lysozymu byly krystaly z o£kovacího roztoku naneseny do kapek pomocí
ko¬ské ºín¥. Vlákno bylo vloºeno do o£kovacího roztoku a následn¥ protáhnuto rov-
nou £arou kapkou na desce s kon�gurací visící kapky. Deska byla p°edem p°ipravena
a kapka byla v metastabilním stavu. V p°ípad¥ thaumatinu byl postup obdobný,
ale pro naná²ení krystal· se mimo jiné pouºíval i lidský vlas. Desky následn¥ byly
vloºeny do inkubátoru o teplot¥ 18 ◦C.

Obrázek 3.1: Krystaly lysozymu pouºité
k vytvo°ení o£kovacího roztoku pro o£-
kovací metodu

Obrázek 3.2: Krystaly thaumatinu pou-
ºité k vytvo°ení o£kovacího roztoku pro
o£kovací metodu a mikrokrystalizaci

3.2.4 R·st mikrokrystal·

U krystaliza£ních experiment· pro r·st mikrokrystal· byl krystaliza£ní roztok a
roztok proteinu napipetován p°ímo do jamek. Celkový objem sloºek v jamkách byl
100 µl. Tento roztok byl promíchán op¥tovným pipetováním a následn¥ bylo do
kaºdé z jamek napipetováno 5 µl nez°ed¥ného o£kovacího roztoku. Celá deska pak
byla zakrytá fólií, aby se vytvo°ilo uzav°ené prost°edí. Deska byla následn¥ vloºena
do inkubátoru s teplotou 20 ◦C.
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Kapitola 4

Výsledky

4.1 Lysozym

4.1.1 Hledání optimálních krystaliza£ních podmínek

Pro hledání optimálních podmínek krystalizace lysozymu byla pouºita deska s 24
jamkami s kon�gurací visící kapky. Deska byla rozd¥lena na dv¥ oblasti o dvanácti
jamkách. První oblast byla p°ipravena s koncentrací proteinu 10 mg/ml, druhá s kon-
centrací 50 mg/ml. Nejkvalitn¥j²í krystaly rostly p°i podmínce 0,8 M NaCl, 10%w

v
PEG

5000, 0,05 M NaAc pH 4,6, lysozym 50 mg/ml (Obr. 4.1) která byla následn¥ optima-
lizována a pouºita k hledání správné krystaliza£ní podmínky pro o£kování. V kapkách
s koncentrací lysozymu 10 mg/ml nevyrostl ºádný krystal (viz. P°íloha A).

Obrázek 4.1: Krystaly lysozymu vyp¥stované v podmínkách s koncentrací proteinu
50 mg/ml. Pro v²echny podmínky byl pouºit pufr 0,05 M NaAc pH 4,6
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4.1.2 Vliv jednotlivých parametr·

První ze zkoumaných parametr· je hodnota pH pouºitého pufru. Experiment byl
proveden s kon�gurací visící kapky. Bylo nasazeno 12 jamek s krystaliza£ní pod-
mínkou 1,4 M NaCl, 20%w

v
PEG 5000, lysozym 50 mg/ml a r·znými pufry. Tato

analýza ukázala, ºe krystaly lysozymu rostou pro rozmezí pH 3,0 � 8,5 (Obr. 4.2 a
4.3). Hodnoty pH, pouºité pufry a obrázky kapek jsou uvedené v P°íloze B.

Obrázek 4.2: Krystaly lysozymu vy-
p¥stované v podmínce 0,8 M NaCl,
10%w

v
PEG 5000, 0,05 M kyselina citró-

nová pH 3,5 a lysozym 50 mg/ml. Úse£ka
odpovídá rozm¥ru 200 µm

Obrázek 4.3: Krystaly lysozymu vy-
p¥stované v podmínce 0,8 M NaCl,
10%w

v
PEG 5000, 0,05 M TRIS pH 8,5

a lysozym 50 mg/ml. Úse£ka odpovídá
rozm¥ru 200 µm

Pro ukázání vlivu sráºecího £inidla bylo p°ipraveno 24 kapek s kon�gurací visící
kapky s podmínkami, ve kterých nebylo p°ítomno sráºedlo. P°ehled krystaliza£ních
podmínek je uveden v P°íloze C. Místo krystal· v kapkách vyrostly pravd¥podobn¥
polykrystalické objekty nevykazující známky krystal· vhodných pro difrakci (Obr.
4.4 a 4.5).

Obrázek 4.4: Polykrystalické objekty vy-
p¥stované v podmínce 2,0 M NaCl, 0,05
M NaAc pH 4,6, lysozym 50 mg/ml.
Úse£ka odpovídá rozm¥ru 200 µm

Obrázek 4.5: Polykrystalické objekty vy-
p¥stované v podmínce 3,0 M NaCl, 0,05
M NaAc pH 4,6, lysozym 50 mg/ml.
Úse£ka odpovídá rozm¥ru 200 µm

Pro ukázání vlivu teploty byly nasazeny dv¥ desky s kon�gurací visící kapky, z nichº
jedna byla uloºena do inkubátoru o konstantní teplot¥ 10 ◦C, druhá do inkubátoru o
konstantní teplot¥ 25 ◦C. Ob¥ desky obsahovaly krystaliza£ní podmínky, které byly
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vybrány z desky pro hledání optimální krystaliza£ní podmínky (viz. P°íloha D). Se
zvy²ující se teplotou se zv¥t²ovaly i krystaly, ale sniºoval se jejich po£et (Obr. 4.6).

Obrázek 4.6: Krystaly lysozymu vyp¥stované v podmínce 0,4 M NaCl, 10%w
v
PEG

5000, 0,05 M NaAc s pH 4,6, lysozym 50 mg/ml. Na levé mikrofotogra�i jsou krystaly
vyp¥stované v teplot¥ 10 ◦C, uprost°ed v 18 ◦C a napravo v 25 ◦C. Úse£ky odpovídají
rozm¥ru 200 µm

Zkoumání vlivu experimentálního uspo°ádání bylo provedeno na desce v kon�guraci
visící kapky a na desce v kon�guraci krystalizace pod olejem. Krystaliza£ní podmínka
pro ob¥ uspo°ádání byla zvolena 0,8 M NaCl, 10%w

v
PEG 5000, 0,05 M NaAc pH

4,6, lysozym 50 mg/ml. Tato podmínka byla následn¥ 6-krát z°ed¥na a nasazena pro
ob¥ uspo°ádání (viz. P°íloha E). V p°ípad¥ metody krystalizace pod olejem vyrostl
v kapce pozorované podmínky jeden velký nekvalitní krystal, u metody visící kapky
ve stejné podmínce vyrostlo mnoho malých kvalitn¥j²ích krystal· (Obr. 4.7 a 4.8).

Obrázek 4.7: Krystaly lysozymu vy-
p¥stované v podmínce 0,32 M NaCl,
4%w

v
PEG 5000, 0,05 M NaAc pH 4,6,

lysozym 50 mg/ml v kon�guraci mikro-
krystalizace pod olejem. Úse£ka odpo-
vídá rozm¥ru 200 µm

Obrázek 4.8: Krystaly lysozymu vy-
p¥stované v podmínce 0,32 M NaCl,
4%w

v
PEG 5000, 0,05 M NaAc pH 4,6,

lysozym 50 mg/ml v kon�guraci visící
kapky. Úse£ka odpovídá rozm¥ru 200 µm

4.1.3 O£kování

Po vytvo°ení o£kovacího roztoku byla nasazena deska s kon�guraci visící kapky,
která obsahovala podmínky 0,16 M NaCl, 2%w

v
PEG 5000, 0,05 M NaAc pH 4,6,
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lysozym 50 mg/ml v ²esti jamkách a 0,2 M NaCl, 2,5%w
v
PEG 5000, 0,05 M NaAc

pH 4,6, lysozym 50 mg/ml v dal²ích ²esti jamkách. Nad kaºdým rezervoárem byly
nasazeny 4 kapky. Do kaºdé kapky nad danými jamkami byly pomocí ko¬ské ºín¥
naneseny zárodky z r·zných o£kovacích roztok·. Pouºitím této metody nevyrostl
ºádný krystal.

4.2 Thaumatin

4.2.1 Hledání optimálních krystaliza£ních podmínek

Pro hledání optimálních podmínek krystalizace thaumatinu byla pouºita deska s
24 jamkami s kon�gurací visící kapky. Nad kaºdou jamkou byly nasazeny dv¥ kapky
s koncentracemi proteinu 25 mg/ml a 50 mg/ml. V podmínce, která obsahovala
20%w

v
NaK tartrát, 15%v

v
ethylenglykol, 0,1 M BIS-TRIS pH 6,6, thaumatin 50

mg/ml vyrostly nejkvalitn¥j²í krystaly a proto byla pouºita jako základ pro hledání
vhodné podmínky o£kování (Obr. 4.9). Dále byla nasazena krystaliza£ní podmínka
neobsahující ethylenglykol. V této podmínce vyrostly mén¥ kvalitn¥j²í krystaly, ale
zato ve v¥t²ím mnoºství (Obr. 4.10).

Obrázek 4.9: Krystaly thaumatinu vy-
p¥stované v podmínce 20%w

v
NaK

tartrátu, 15%v
v

ethylenglykolu, 0,1 M
BIS-TRIS s pH 6,6, thaumatin 50
mg/ml. Úse£ka odpovídá rozm¥ru 200
µm

Obrázek 4.10: Krystaly thaumatinu vy-
p¥stované v podmínce 25%w

v
NaK

tartrátu, 0,1 M BIS-TRIS s pH 6,6,
thaumatin 50 mg/ml. Úse£ka odpovídá
rozm¥ru 200 µm

4.2.2 O£kování

Po vytvo°ení o£kovacího roztoku byla nasazena deska s 12 jamkami s kon�gurací
visící kapky. Prvních ²est podmínek obsahovalo 6%w

v
NaK tartrát, 4,5%v

v
ethylengly-

kol, 0,1 M BIS-TRIS pH 6,6, thaumatin 50 mg/ml, dal²ích ²est podmínek obsahovalo
8%w

v
NaK tartrát, 6%v

v
ethylenglykol, 0,1 M BIS-TRIS pH 6,6, thaumatin 50 mg/ml.

Poté byly do kaºdé kapky nad danými jamkami naneseny pomocí ko¬ské ºín¥ a lid-
ského vlasu zárodky o£kovacího roztoku. Z obrázk· lze odhadnout, ºe ko¬skou ºíní
bylo p°eneseno více zárodk· (Obr. 4.11 a 4.12).
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Obrázek 4.11: Krystaly thaumatinu vy-
p¥stované o£kovací metodou, kde krys-
taly z o£kovacího roztoku byly v p°ene-
seny pomocí lidského vlasu. Úse£ka od-
povídá rozm¥ru 200 µm

Obrázek 4.12: Krystaly thaumatinu vy-
p¥stované o£kovací metodou, kde krys-
taly z o£kovacího roztoku byly v p°ene-
seny pomocí ko¬ské ºín¥. Úse£ka odpo-
vídá rozm¥ru 200 µm

4.3 R·st mikrokrystal·

Protoºe p°i o£kovací metod¥ u lysozymu nevyrostl ºádný krystal, byl pro metodu
mikrokrystalizace pouºit pouze thaumatin. Byl pouºit krystaliza£ní roztok obsa-
hující 6%w

v
NaK tartrát, 4,5%v

v
ethylenglykol a 0,1 M BIS-TRIS pH 6,6 a roztok

proteinu o koncentraci 100 mg/ml. O£kovací roztok pro tuto metodu byl vytvo°en
z krystal·, které vyrostly v podmínce 28%w

v
NaK tartrát, 15%v

v
ethylenglykol, 0,1

M BIS-TRIS pH 6,6, thaumatin 50 mg/ml. Mikrokrystaly se poda°ilo vyp¥stovat
p°i pom¥rech 40 µl krystaliza£ního roztoku a 60 µl roztoku proteinu a p°i 30 µl
krystaliza£ního roztoku a 70 µl roztoku proteinu (Obr. 4.13 a 4.14). V obou p°ípa-
dech bylo pouºito 5 µl stejného o£kovacího roztoku, jako pro o£kovací metodu (viz.
Kapitola 3.2.3).

Obrázek 4.13: Mikrokrystaly vyp¥sto-
vané p°i 40 µl krystaliza£ní podmínky a
60 µl thaumatinu 100 mg/ml. Úse£ka od-
povídá rozm¥ru 400 µm. Ozna£ená ob-
last je ve v¥t²ím rozli²ení na Obr. 4.14

Obrázek 4.14: P°iblíºený pohled na mi-
krokrystaly vyp¥stované p°i 40 µl krys-
taliza£ní podmínky a 60 µl thaumatinu
100 mg/ml (oblast z Obr. 4.13). Úse£ka
odpovídá rozm¥ru 100 µm
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4.4 Veri�kace krystal·

4.4.1 Rota£ní metoda

M¥°ení difrak£ních dat prob¥hlo na difraktometru v Centru molekulární struktury
(CMS), které je sou£ástí Biotechnologického ústavu AV �R ve Vestci. K difrakci byl
pouºit krystal thaumatinu z podmínky 20%w

v
NaK tartrátu, 15%v

v
ethylenglykolu,

0,1 M BIS-TRIS s pH 6,6, thaumatin 50 mg/ml. Sb¥r dat prob¥hl p°i vlnové délce
λ = 0,13418 nm, vzdálenost vzorku od detektoru byla 159,1 mm. Vzorek byl chlazen
proudem par tekutého dusíku o teplot¥ 100 K, expozi£ní doba snímk· byla 20 s.

Difrak£ní snímky (Obr. 4.15) byly zpracovány programem PROTEUM3. Testo-
vaný krystal (Obr. 4.16) difraktoval do vysokého rozli²ení (difrak£ní limit dosaho-
val 1,6 Å). Získané re�exe byly indexovány a byla ur£ena elementární bu¬ka. Jed-
notlivé hodnoty parametr· bu¬ky jsou uvedeny v Tabulce 4.1. Tímto experimentem
byl potvrzen krystalický charakter a typ zkoumaného materiálu.

Parametr a [nm] b [nm] c [nm] α [◦] β [◦] γ [◦] Prostorová grupa
Hodnota 5,782 5,782 15,003 90,000 90,000 90,000 P43212

Tabulka 4.1: Parametry elementární bu¬ky krystalu thaumatinu zji²t¥né zpracová-
ním snímk· z m¥°ení rota£ní metodou

Obrázek 4.15: Difrak£ní snímek krystalu thaumatinu vyp¥stovaného v krystaliza£ní
podmínce 20%w

v
NaK tartrátu, 15%v

v
ethylenglykolu, 0,1 M BIS-TRIS s pH 6,6,

thaumatin 50 mg/ml (Obr. 4.16). Kruºnice znázor¬uje rozli²ení 1,91 Å
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Obrázek 4.16: Krystal thaumatinu pouºitý jako vzorek pro rota£ní metodu

4.4.2 Metoda dynamického rozptylu sv¥tla

R·st mikrokrystal· byl m¥°en metodou dynamického rozptylu sv¥tla. M¥°ení dat
prob¥hlo na p°ístroji DLS Spectrolight 600 v Centru molekulární struktury (CMS),
které je sou£ástí Biotechnologického ústavu AV �R ve Vestci. Pro podmínku pro r·st
mikrokrystal· byl zvolen krystaliza£ní roztok, který obsahoval 6%w

v
NaK tartrát,

4,5%v
v
ethylenglykol a 0,1 M BIS-TRIS pH 6,6. Pom¥r roztok· byl zvolen 40 µl

krystaliza£ního roztoku a 60 µl roztoku proteinu o koncentraci 100 mg/ml. Do vý-
sledného roztoku se p°idalo 5 µl nez°ed¥ného o£kovacího roztoku. Po promíchání
byla odebrána 2µl kapka na desti£ku a vloºena do p°ístroje. Signál DLS byl m¥°en
opakovan¥ po dobu 56 hodin, expozi£ní doba snímk· byla 60 s (Obr. 4.17).

M¥°ení potvrdilo, ºe od po£áte£ního nasazení podmínky se b¥hem £asu zv¥t²uje
polom¥r mikrokrystal· v roztoku. V £ase od 0 do 10000 s byly ve vzorku nam¥°eny
£ástice o polom¥ru 10 aº 100 µm, pravd¥podobn¥ se jedná o zárodky dodané z
o£kovacího roztoku. V £ase od 10000 do 25000 s bylo moºné ve vzorku nam¥°it r·st
mikrokrystal·. Od 25000 s dál byl polom¥r mikrokrystal· ustálen na 200 aº 500 nm.

Obrázek 4.17: Výsledek m¥°ení DLS.
Graf znázor¬uje £asový pr·b¥h po-
lom¥ru mikrokrystal· v roztoku. Ba-
revná ²kála zobrazuje relativní zastou-
pení dané velikosti £ástic (modrá - nula,
£ervená - maximální hodnota)

Obrázek 4.18: Mikrokrystaly pozorované
po 56 hodinách m¥°ení na DLS. Úse£ka
odpovídá délce 200 µm
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4.4.3 Prá²ková metoda

Mikrokrystaly vyp¥stované metodou r·stu mikrokrystal· (Kapitola 4.3) jsou tak
malé, ºe se dají povaºovat jako �zrna� polykrystalického materiálu. Existence mi-
krokrystal· v roztoku tedy byla m¥°ena prá²kovou metodou. M¥°ení prob¥hlo na
p°ístroji SAXSpoint 2.0 v Centru molekulární struktury (CMS), které je sou£ástí
Biotechnologického ústavu AV �R ve Vestci. Vzorky mikrokrystal· (z Kapitoly 4.3)
byly m¥°eny ve speciální kapilá°e o objemu 10 µl ur£ené pro p°ístroj SAXSpoint 2.0.

Nejprve byl nam¥°en samotný krystaliza£ní roztok, který se pouºil k ode£tení
pozadí na snímcích. Následn¥ byly zm¥°eny roztoky s mikrokrystaly, které byly
odst°ed¥ny na 1000× g po dobu patnácti minut a na 7500× g po dobu t°iceti minut.
Vzorky byly exponovány paralelním svazkem rentgenového zá°ení o vlnové délce
λ = 0,134 nm. Vzdálenost vzorku od detektoru byla 575,5 mm. Bylo nam¥°eno
120 snímk· p°i �xované pozici kapiláry, expozice snímk· byla 60 s. Mikrokrystaly
odst°ed¥né na více otá£ek (Obr. 4.19 a 4.20) vykazovaly dobrou difrakci (jsou jasn¥
vid¥t difrak£ní maxima).

Obrázek 4.19: Výsledek m¥°ení prá²ko-
vou metodou. Difrak£ní snímek znázor-
¬uje prá²kovou difrakci na vzorku mik-
rokrystal· thaumatinu odst°ed¥ných na
1000× g po dobu patnácti minut. Men²í
kruºnice znázor¬uje rozli²ení 9.1 Å, v¥t²í
2.6 Å

Obrázek 4.20: Výsledek m¥°ení prá²ko-
vou metodou. Difrak£ní snímek znázor-
¬uje prá²kovou difrakci na vzorku mik-
rokrystal· thaumatinu odst°ed¥ných na
7500× g po dobu t°iceti minut. Men²í
kruºnice znázor¬uje rozli²ení 9.1 Å, v¥t²í
2.6 Å
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Diskuze

Z procesu hledání optimální krystaliza£ní podmínky pro lysozym byla vybrána
podmínka 0,8 M NaCl, 10%w

v
PEG 5000, 0,05 M NaAc pH 4,6, lysozym 50 mg/ml.

Tato podmínka poskytuje pouºitelné a reprodukovatelné krystaly lysozymu o veli-
kosti 100 aº 450 µm. Krystaly vyp¥stované v této podmínce byly následn¥ pouºity
pro vytvo°ení o£kovacího roztoku.

Analýza vlivu teploty na pr·b¥h krystalizace lysozymu ukázala, ºe p°i niº²í teplot¥
roste mnoho krystal· o men²í velikosti neº p°i vy²²ích teplotách. Analýza vlivu pH
ukázala, ºe lysozym krystaluje ve velkém rozmezí pH, od 3,0 do 8,5. Nejvhodn¥j²í
krystaly pro difrakci rostly v rozmezí pH od 5,0 do 6,5.

P°i nasazení krystaliza£ních podmínek v dvou r·zných kon�guracích se projevila
r·zná dynamika r·stu krystal·. V kon�guraci mikrokrystalizace pod olejem vyrostly
v kapce maximáln¥ dva krystaly o velikostech mezi 200 aº 300 µm. P°íprava této kon-
�gurace byla rychlá a krystaly vyrostly v krátkém £ase. Je tedy moºné pouºít tuto
metodu k p¥stování krystal·, které by poslouºily jako základ pro o£kovací roztok.
V kon�guraci visící kapka vyrostlo mnoho malých krystal· o velikostech 20 aº 50 µm.

Z procesu hledání optimální krystaliza£ní podmínky pro thaumatin byla vybrána
podmínka 20%w

v
NaK tartrát, 15%v

v
ethylenglykol, 0,1 M BIS-TRIS pH 6,6, thau-

matin 50 mg/ml. Tato podmínka poskytuje krystaly thaumatinu o velikosti 100 aº
200 µm. Krystaly vyp¥stované v této podmínce byly následn¥ pouºity pro vytvo°ení
o£kovacího roztoku. Na rozdíl od lysozymu, kde byly vybrány nejv¥t²í a nejkvalit-
n¥j²í krystaly, zde byly vybrány krystaly ne tak velké, ale s nejvy²²í kvalitou oproti
ostatním podmínkám.

P°i pouºití o£kovací metody nevyrostl v p°ípad¥ proteinu lysozymu ºádný krystal.
Pouºití o£kovací metody v p°ípad¥ thaumatinu ukázalo, ºe po£et krystal· v kapce
ovliv¬uje i vlákno, kterým se zárodky p°ená²ejí z o£kovacího roztoku do kapky. P°i
p°enosu zárodk· ko¬skou ºíní vyrostlo v kapce více krystal· neº p°i p°enosu zárodk·
lidským vlasem.

Pro r·st mikrokrystal· byl pouºit protein thaumatin. Analýza této metody uká-
zala, ºe mikrokrystaly rostou p°i v¥t²ím objemovém pom¥ru roztoku proteinu v·£i
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krystaliza£nímu roztoku. R·st mikrokrystal· byl následn¥ pozorován metodou dyna-
mického rozptylu sv¥tla. P°i ní byl sledován £asový pr·b¥h polom¥ru mikrokrystal·
ve vzorku. Tato metoda ukázala, ºe mikrokrystaly se v roztoku zformují b¥hem
sedmi hodin.

Veri�kace p°ítomnosti mikrokrystal· thaumatinu v roztoku prob¥hlo metodou
prá²kové difrakce. Kv·li velikostem mikrokrystal· zji²t¥ných metodou dynamického
rozptylu sv¥tla nelze pouºít k veri�kaci metod monokrystalové difrakce na domácím
zdroji zá°ení. Nejlep²í difraktogram vykazoval roztok mikrokrystal·, který byl od-
st°ed¥n na 7500× g. Na tomto difraktogramu lze vid¥t difrak£ní krouºek o rozli²ení
odpovídající d = 11 Å.

Postup p°ípravy metody r·stu mikrokrystal· byl inspirovaný p°ípravou mikrokrys-
tal· v £lánku [4]. Metoda pouºitá v této práci je modi�kována pro men²í objemy.
Motivace pro p¥stování mikrokrystal· v men²ích objemech je cenová dostupnost
vzorku a snadn¥j²í optimalizace parametr· r·stu mikrokrystal·. Alternativní p°ístup
p¥stování mikrokrystal· v malých objemech m·ºe být t°epání výsledného roztoku
proteinu a krystaliza£ního roztoku místo p°idání o£kovacího roztoku [14].
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Záv¥r

Modelové proteiny lysozym a thaumatin byly úsp¥²n¥ zkrystalizovány a byly nale-
zeny krystaliza£ní podmínky, za kterých rostou krystaly dobré kvality pro rentgeno-
vou difrakci. Inspekce mikrofotogra�í krystal· lysozymu vyp¥stovaných p°i r·zných
krystaliza£ních podmínkách odhalila, ºe p°i nízké teplot¥ roste mnoho malých krys-
tal· a ºe optimální pH pro krystalizaci lysozymu je v rozmezí pH od 5,0 do 6,5.

Podle p°edchozích výsledk· pro p¥stování krystal· lysozymu byly ur£eny krys-
taliza£ní podmínky pro o£kování. V t¥chto podmínkách nevyrostl ºádný krystal.
Podobn¥ byly ur£eny krystaliza£ní podmínky pro o£kování krystal· thaumatinu.
P°i tomto experimentu se ukázalo, ºe ko¬ská ºín¥ je vhodn¥j²í pro p°enos zárodk·
neº lidský vlas.

Nalezená optimální podmínka pro o£kování krystal· thaumatinu byla pouºita pro
r·st mikrokrystal·. Experimenty ukázaly, ºe mikrokrystaly rostly lépe ve v¥t²ím ob-
jemovém pom¥ru roztoku proteinu v·£i roztoku krystaliza£ní podmínky.

R·st mikrokrystal· byl zkoumán metodou dynamického rozptylu sv¥tla. Tato me-
toda ukázala, ºe mikrokrystaly vyrostou v prvních n¥kolika hodinách po nasazení
experimentu. V dal²ích hodinách se jiº nezv¥t²oval jejich pr·m¥r.

Potvrzení p°ítomnosti mikrokrystal· prob¥hlo metodou prá²kové difrakce. Analýza
difrak£ních snímk· ukázala, ºe mikrokrystaly difraktují velmi slab¥, ale byla potvr-
zena jejich p°ítomnost v roztoku. Metoda r·stu mikrokrystal· pouºitá v této práci
je tedy vhodnou metodou pro p¥stování mikrokrystal· v malých objemech.

Výhodou této metody je p¥stování mikrokrystal· v malých objemech za pouºití
malého mnoºství proteinu, a proto je moºné tuto metodu snadno optimalizovat.
Výsledný objem je p°itom dostate£ný pro testování výsledk·. Tato metoda se dá
pouºít v experimentech, kde nejsou pot°eba velké objemy, nap°. pro elektronovou
difrakci na proteinových krystalech.
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P°íloha A

Hledání optimální krystaliza£ní
podmínky

Obrázek A.1: Krystaliza£ní experimenty v podmínkách s koncentrací proteinu 10
mg/ml. Pro v²echny podmínky byl pouºit pufr 0,05 M NaAc pH 4,6
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P°íloha B

Vliv pH

£. pufr hodnota pH
1 Kyselina citrónová 3,0
2 Kyselina citrónová 3,5
3 Octan sodný 4,0
4 Octan sodný 4,5
5 Octan sodný trihydrát 5,0
6 Octan sodný 5,5
7 BIS-TRIS 6,0
8 BIS-TRIS 6,5
9 HEPES 7,0
10 HEPES 7,5
11 TRIS 8,0
12 TRIS 8,5

Tabulka B.1: Pufry pouºité pro analýzu vlivu pH na kvalitu krystalizace
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Obrázek B.1: Krystaly lysozymu vyp¥stované v krystaliza£ních podmínkách s r·z-
nými pufry s rozdílnými hodnotami pH uvedených v Tabulce B.1
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P°íloha C

Nep°ítomnost sráºedla

Obrázek C.1: Krystaly lysozymu vyp¥stované bez p°ítomnosti sráºedla PEG 5000.
Pro v²echny podmínky byl pouºit pufr 0,05 M NaAc pH 4,6 a lysozym 50 mg/ml.
Obrázek znázor¬uje kapky z celé desky
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P°íloha D

Vliv teploty

£. s·l pufr sráºedlo protein
1

0,4 M NaCl
0,05 M NaAc

pH 4,6

10% PEG 5000
lysozym 10 mg/ml2 20% PEG 5000

3 30% PEG 5000
lysozym 50 mg/ml4 10% PEG 5000

5 20% PEG 5000
6 30% PEG 5000

Tabulka D.1: Krystaliza£ní podmínky pouºité pro analýzu vlivu teploty na kvalitu
krystalizace

Obrázek D.1: Krystaly lysozymu vyp¥stované v r·zných teplotách. �ísla na hori-
zontální ose odkazují na Tabulku D.1 krystaliza£ních podmínek, které byly pouºity
pro kapky v daném sloupci
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P°íloha E

Vliv experimentálního uspo°ádání

£. s·l pufr sráºedlo protein
1 0,06 M NaCl

0,05 M NaAc
pH 4,6

1,5% PEG 5000

lysozym 50 mg/ml

2 0,08 M NaCl 2,0% PEG 5000
3 0,10 M NaCl 2,5% PEG 5000
4 0,12 M NaCl 3,0% PEG 5000
5 0,14 M NaCl 3,5% PEG 5000
6 0,16 M NaCl 4,0% PEG 5000

Tabulka E.1: Krystaliza£ní podmínky pouºité pro analýzu vlivu experimentálního
uspo°ádání na kvalitu krystalizace

Obrázek E.1: Krystaly lysozymu vyp¥stované v r·zných experimentálních uspo°ádá-
ních. �ísla na horizontální ose odkazují na Tabulku E.1 krystaliza£ních podmínek,
které byly pouºity pro kapky v daném sloupci
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