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difrakce
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Abstrakt

Mezi základńı složky v živé př́ırodě patř́ı proteiny, a proto je dobré znát jejich
prostorovou strukturu. Určováńım struktury biologických makromolekul se zabývá
proteinová krystalografie. V experimentu byly vypěstovány krystaly D-xylosa ketol-
izomeráza. Následně byly vzorky zmraženy v kapalném duśıku a změřena rentge-
nová difrakce. Z difrakčńıch dat źıskaných u krystalu lysozymu byla určena struk-
tura tohoto proteinu metodou molekulárńıho nahrazeńı. To pomohlo autor̊um se
seznámeńım se se základńım postupem a problémy proteinové krystalografie.

1 Úvod

Proteiny jsou jedny ze základńıch látek v živých organismech. Jsou d̊uležité svými funk-
cemi, jako je např́ıklad trasport látek, ř́ızeńı chemických reakćı, komunikace buněk a
stavba tkáńı pletiv. Proteiny jsou makromolekuly tvořené řetězcem aminiokyselin. Pořad́ı
aminokyselin určuje primárńı strukturu proteinu. Pro znalost funkce proteinu je potřeba
znát i vyšš́ı struktury. Jednou z metod jejich zjǐst’ováńı je proteinová krystalografie.

Námi sledovaný protein se nazývá D-xylosa ketol-izomeráza (EC 5.3.1.5.) vyprodu-
kovaný firmou Hampton Research. Enzym katalyzuje přeměnu glukózy na fruktózu. Me-
todou viśıćı kapky byly źıskány krystaly sledovaného proteinu a následně byly změřeny
rentgenovou difrakci.

2 Př́ıprava experimentu

Krystalizace metodou viśıćı kapky

Pro krystalizaci protein̊u se použ́ıvaj́ı difúzńı metody, jako je např́ıklad metoda viśıćı
kapky. Experimentálńı uspořádáńı je zobrazeno na obr. 1. Na základě vyrovnáńı parciálńıch
tlak̊u docháźı k vyrovnáńı koncentrace srážedel prostřednictv́ım difúze vody z kapky do
rezervoáru. T́ım docháźı ke koncentrováńı proteinu v kapce a k tvorbě krystalizačńıch
jader. Daľśı r̊ust krystalu prob́ıhá v metastabilńım stavu (obr. 2).

V rezervoáru byl umı́stěn matečný roztok o objemu 500µl. Na v́ıčko rezervoáru byl
napipetován 1µl matečného roztoku a 1µl proteinu o koncetraci 33mg/ml. Složeńı krys-
talizačńıch podmı́nek je uvedeno v tabulce 1.

Byla provedena optimalizace koncentraćı roztok̊u za ćılem źıskat větš́ı krystaly (obr.
3,4).
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Obrázek 1: Uspořádáńı metody viśıćı
kapky. A - uzávěr; B - kapka krys-
talizačńı podmı́nky s krystalem; C -
jamka; D - rezervoár s krystalizačńı
podmı́nkou
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Obrázek 2: Fázový diagram krystalizace
proteinu

Tabulka 1: Krystalizačńı podmı́nky použité pro krystalizaci D-xylosa ketol-izomerázy

označeńı s̊ul pufr polymer

1 2M śıran amonný - -
2 0,6M śıran amonný 0,1M Tris pH 7.6 15% polyetylen glykol 4000
3 1M mravenčan sodný - -

Obrázek 3: Krystaly z podmı́nky 0,6M
śıran amonný, koncentrace proteinu
15mg/ml

Obrázek 4: Krystaly z podmı́nky 0,3M
śıran amonný, koncentrace proteinu
15mg/ml.



Obrázek 5: Difrakčńı obrazec z krystalu
lysozymu

Obrázek 6: Arginin 145 v mapě elektro-
nové hustoty

Př́ıprava vzork̊u

Pro omezeńı radiačńıho poškozeńı experiment prob́ıhal při teplotě 120K. Objem vody v
krystalu při změně skupenstv́ı z kapalného na hexagonálńı led vzr̊ustá, což může vést k
poškozeńı krystalu. Tomuto poškozeńı je možno zamezit př́ıdavkem kryoprotektant̊u např.
glycerol. Krystaly jsou pomoćı nylonové smyčky vyloveny z krystalizačńı kapky, několik
vteřin máčeny v roztoku kryoprotektantu, opět vyloveny a prudce zmrazeny v kapalném
duśıku.

3 Experiment

Měřeńı difrakčńıch dat

Při interakci rentgenového zářeńı s krystalem docháźı k rozptylu na jednotlivých elektro-
nech. Směry, ve kterých nalezneme difrakčńı maxima popisuje Braggova rovnice:

2d sin θ = nλ,

kde d je mezirovinová vzdálenost, θ je rozptylový úhel, n je násobnost reflexe a λ je vlnová
délka použitého zářeńı. Výsledný difrakčńı obrazec se skládá ze skupiny difrakčńıch maxim
(obr. 5).

Měřeńı prob́ıhalo ve Fyzikálńım ústavu AV ČR na čtyřkruhovém difraktometru GE-
MINI, zdrojem zářeńı byla rentgenová lampa s měděnou anodou, speciálńı optikou a
kolimátorem. Rozptýlené zářeńı bylo detekováno plošným CCD detektorem Atlas.

Rentgenová difrakce byla měřena na 4 vypěstovaných krystalech s použit́ım rentge-
nového zářeńı z molybdenové anody (λ = 7, 0930 Å). Bylo měřeno několik difrakčńıch
maxim přibližně o hodnotě 3 Å. Tato data jsou pro vyhodnoceńı nepoužitelná.

Zpracováńı dat

Pro ilustraci řešeńı struktury byla použita dř́ıve naměřená data krystalu lysozymu. Data
byla měřena na synchrotonu BESSY II, svazek 14.1 v Berĺıně. Bylo naměřeno 260 sńımk̊u
v rozlǐseńı 1, 3 Å (obr. 5).



Pomoćı programu HKL 2000 byla na sńımćıch nalezena difrakčńı maxima, kterým byly
přǐrazeny difrakčńı indexy hkl. Následně byla určena vnitřńı symetrie P4 (tetragonalńı
symetrie) a data byla zintegrována. Měřeńım difrakce lze určit pouze intenzitu zářeńı,
nikoliv jeho fáze. Pro řešeńı fázového problému byla použita metoda molekulárńıho na-
hrazeńı, která využ́ıvá znalosti již známých struktur. T́ımto postupem byla źıskána mapa
elektronové hustoty. Do mapy lze umı́stit model proteinu. Na obrázku č. 6 je př́ıklad
umı́stěńı argininu 145 v molekule lysozymu do mapy elektronové hustoty.

4 Shrnut́ı

V pr̊uběhu Týdne vědy na Jaderce byly vypěstovány krystaly D-xylosy ketol-izomerázy,
které byly následně připraveny pro rentgenovou difrakci. Krystaly byly testovány na zdroji
s molybdenovou anodou, a proto byla źıskána pouze slabá difrakčńı data. Dále byla
určena struktura lysozymu z dř́ıve naměřených dat. Struktura byla vyřešena úspěšně,
avšak vyžaduje daľśı upřesněńı modelu.
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Experiment byl prováděn na Ústavu makromolekulárńı chemie a na Fyzikálńım ústavu
AV ČR v.v.i., kterým patř́ı poděkováńı za možnost seznámit se s danou problematikou
a provedeńı experimentu. Poděkováńı dále patř́ı Fakultě jaderné a fyzikálně inženýrské
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lekulárńı biologie buňky. Úst́ı nad Labem: Espero Publishing, 1998, 630 s. ISBN
80-902-9060-4.

[2] DRENTH, Jan. Principles of protein X-ray crystallography. New York: Springer-
Verlag, c1994, xiii, 305 p. ISBN 35-409-4091-X.
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