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13. marec 2014



INTRODUCTION UVOD PROTEINSKI KRISTALI DIFRAKCIJA Zaključek
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ZGODOVINA

I 1895 - Röntgen odkrije X-žarke, prva NN 1901
I 1912 - oče W. Henry Bragg in sin W. Lawrence Bragg

določita prvo kristalno strukturo - NaCl - NN 1915
(Lawrence star 25 let)

I 1934 - J.D. Bernal & D. Crowfoot prva slikata protein
I 1953 - Franklin, Crick, Watson, Wilkins razkrijejo strukturo

DNA
I 1954+ - razkrite strukture hemoglobina, mioglobina, in

vedno več ostalega
I 1971 - ustanovitev proteinske baze podatkov (PDB),

struktura inzulina
I 2000+ - strukture celičnih enot (ribosomi, ionske črpalke,

etc.)
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OSNOVNA IDEJA

I ločljivost mikroskopa ≈ λ/2
I razdalja med atomi ≈ 1Å
I potrebujemo žarke X (λ = 100 . . . 0.1Å)
I Braggov zakon - ravnine atomov so na pravi razdalji za

interferenco - nλ = 2d sin θ
I Bravaisova mreža - preko treh primitivnih vektorjev nam

poda pozicijo vseh osnovnih celic v kristalu.
I recipročna mreža - fourierova transformiranka Bravejeve

mreže, to kar dejansko izmerimo iz vzorca sipanja
I Z monokromatskim izvirom svetlobe pregledamo odboje
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PREDNOSTI IN SLABOSTI

I prednosti
I izredno natančna merilna tehnika
I tipa znotraj molekule
I za razliko od NMR nima masnega limita

I slabosti
I potrebujemo lep, homogen kristal
I nevarnost artefaktov, nepravilnosti itn.
I struktura je statistično povprečje
I H atomi praviloma premajhni, da bi bili vidni
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OSNOVE PROTEINSKIH KRISTALOV

I potrebni za svetel in pravilen uklonski vzorec
I le redki proteini naravno kristalizirajo, ponavadi jih je

potrebno vzgojiti
I kristalizacija proteinov ponavadi v prenasičenih

raztopinah
I proteini so muhasti in ni splošnih pravil za njihovo

kristalizacijo - empirične izkušnje
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PRIPRAVE NA KRISTALIZACIJO

I izolacija proteina
I čiščenje proteina
I nukleacija→ kristal

I kristal zahteva prehod čez energijsko bariero
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KRISTALIZACIJA

I večina proteinov topna v normalnih fizioloških pogojih
I večanje koncentracije - manjša topnost (salting out)
I nižanje koncentracije - manjša topnost (salting in)
I kristalizacija proteinov je zahtevna, saj so proteini zelo

velike, težke molekule nepravilnih oblik
I dostikrat morajo tvoriti medsebojne vezi skozi več plasti

topila (posledica: nestabilnost, mehkost proteinskih
kristalov)

I proteini se lahko tudi oborijo - zahtevani ravno pravi
pogoji
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FAZNI DIAGRAM
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METODE RASTI KRISTALOV

I delanje v mikrobatch-ih
I različne metode

I difuzija hlapov (viseča/sedeča kapljica, sendvič)
I mikrodializa
I kapilare
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GOJENJE V KAPILARAH IN VISEČIH KAPLJICAH
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PARAMETRI, KI VPLIVAJO NA RAST KRISTALOV

I fizikalno-kemijski parametri
I temperatura
I pH
I ionske vezi in čistost kemikalij
I difuzija in konvekcija
I volumen in geometrija sistema
I prah, umazanija in druge nečistoče
I viskoznost in razlika gostot med kristali in raztopino
I pritisk, električno in magnetno polje
I vibracije in zvok

I biološki parametri
I biološki izvor proteinov
I bakterijska kontaminacija
I relativna redkost večine bioloških makromolekul

I biofizikalni in biokemični parametri
I občutljivost neke konformacije (oblike) glede na temperaturo, pH, jakost

vezi . . .
I vezavnost ligandov (molekul ki se vežejo na proteine)
I vpliv dodatkov za uravnavanje zgornjih lasntosti na protein
I starost vzorcev
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ALI SMO DOBILI PRAVO STVAR?

I sol ali proteinski kristal?
I mehanične, fizikalne, optične (birefrakcija, polarizacija,

. . . ), elektromagnetne lastnosti
I test z iglo - proteinski kristal je mehak, sol je trda
I zaradi velike (30-80 %) vsebnosti vode se lahko proteinske

kristale pobarva
I IZIT barvilo
I izgled kristala ne kaže nujno njegove kvalitete
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KRISTALI
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MONOKROMATSKI IZVIR SVETLOBE

I klasična rentgenska cev
I rentgenska cev z vrtljivo anodo
I sinhrotroni
I Braggov zakon - nλ = 2d sin θ
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VON LAUEJEV POGOJ

I imamo elastično sipanje - |~k| = |~k′|
I ~d - primitivni vektorji kristalne mreže

I 2πm = ~d · (|~k| − |~k′|) = ~d ·∆~k
I efektivno isto kot Braggov zakon, ampak predpostavi

samo elastične trke, ne potrebuje ravnin
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MERITEV

I kristal naj bo vsaj 0.1 mm velik v vsako smer
I za dano valovno dolžino se izmeri itenziteto sipanja na

vseh točkah prostorskega kota
I postopek se ponovi za vse mogoče rotacije kristala
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POGOJ ZA OJAČITEV V RECIPROČNI MREŽI

I Ewaldova sfera, r = 1/λ
I (~O− ~H) mora biti vektor recipročne mreže
I povedano drugače, na shemi morata oba vektorja kazati na

delec
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ŠTEVILO OJAČITEV

I ker kristal rotiramo po
vseh možnih kotih
pridejo v poštev vse točke
znotraj dvakratnega
radija Ewaldove sfere

I število ojačitev je torej kar
število točk recipročne
mreže v tem limitnem
volumnu.

I 4π
3

( 2
λ

)3 · 1/Vrec =
4π
3

( 2
λ

)3 · Vcelice

Ewaldova sfera:
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PRIMER

I a = 150Å, b = 100Å, c = 40Å
I λ = 1.54Å, N = 33.51 · 600000/3.6523 = 5.5 · 106 ojačitev
I λ = 0.80Å, N = 33.51 · 600000/0.512 = 39.3 · 106 ojačitev
I k sreči niso vsi neodvisni in tudi ne rabimo meriti

popolnoma vseh
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DODATNE TEŽAVE

I naš izmerjeni vzorec je sorazmeren Fourierovi
transformiranki mreže

I ker merimo intenziteto izgubimo podatek o fazi in ne
moremo rekonstruirati točne mreže kar tako -
Crystallographic phase problem

I k sreči obstajajo triki, ki zaobidejo ta problem
I Pattersonov zemljevid - vse faze 0, kvadriranje

strukturnega faktorja
I MR - Molecular replacement
I MIR - Multiple Isomorphous Replacement
I MAD - Multi-wavelength Anomalous Diffraction
I SAD - Single-wavelength Anomalous Dispersion
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REŠEVEANJE FAZNEGA PROBLEMA

I MR- Molecular replacement
I če poznamo podoben protein, lahko ugibamo faze novega

proteina
I prvi del: rotacija - najprej fitanje rotacij na že znan protein,

išče se najvišjo korelacijo
I drugi del: translacija - protein se premika po prostoru in

išce najboljše ujemanje z izmerki - brute-force metoda
I MIR - Multiple izomorphous replacement

I v kristal se doda težke ione
I določeni deli proteinov se lahko nanje vežejo in tako

delujejo kot referenca
I primer: -SH elementi
I dodajanje kovin naj ne bi pokvarilo originalne oblike
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PRIMER MIR
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REŠEVEANJE FAZNEGA PROBLEMA

I MAD- Multiwavelength anomalous diffraction
I kristal izmerimo pri več valovnih dolžinah, vključno z

elektronskimi resonancami težjih atomov
I ker so elektroni vezani so v praksi dušeni oscilatorji
I sipanje okoli absorbcijskega vrha je premaknjeno tako v

fazi kot v amplitudi glede na druge frekvence
I ta tehnika deluje posebej dobro kjer se lahko dele proteina

nadomesti s selenom (metionin)
I SAD - Single wavelength anomalous diffraction

I osnovna ideja podobna kot pri MAD - išče se anomalije
I ena sama meritev pri eni frekvenci
I prednost - manj časa na sinhrotronski liniji in manj

poškodb proteina
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RESOLUCIJA
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PONOVITEV

I zgodovina, ponovitev trdne snovi, prednosti in slabosti
sipanja

I zahtevnost kristaliziranja proteinov
I počasno spreminjanje koncentracije raztopine nam

povzroči izločanje kristalov, prehod bariere proste energije
I difuzija, mikrodializa, kapilare . . .
I odvisnost od mnogo spremenljivk, ni splošnih pravil,

I vsak kristal nam da ogromno število ojačitev
I zaradi izgube faze je težko rekonstruirati osnovno

strukturo, ampak obstajajo triki - MR, MIR, MAD, SAD
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VIRI

I Macromolecular Crystallography, Jeroen R. Mesters,
University of Lübeck

I X-ray Crystallography, Prof. Leonardo Scapozza, School of
Pharmaceutical Sciences, University of Geneva, University
of Lausanne

I Wikipedia, X-ray crystallography
I Wikipedia, Protein crystallization
I Crystallography made Crystal Clear, 3ed ed., Gale Rhodes,

University of Southern Maine, Elsevier, 2006
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Hvala za vašo pozornost!
Vprašanja?
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TOPLJENJE IN MARS
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