


Motivace

Seznamenl se s metodami uzivanymi pri stanoveni 3D
struktury proteinu

* Péstovani krystala
* Difrak¢ni experiment

* VyreSeni struktury

VyzkousSet si praci a postup vedce



Metoda

Krystalizace proteinu
Kryoprotekce + mrazeni
Difrakcni experiment

Reseni a analyza struktury




Fazovy diagram

* Popisuje krystalizaci proteinu

* Zaklad: Privedeni systému do stavu presyceni
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Krystalizace

* Vyuzitl jevu difuze par z ménée koncentrované kapky do
rezervoaru — metoda sedici a visici kapky
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A —kryci vicko; B — kapka; C — rezervoar; D — mateCny roztok



Optimalizace krystalizace

* Vytvoreni 30 ruznych krystalizacnich podminek
* Metoda visici kapky
* Rezervoar o objemu 0,5 ml
* Kapka: 0,5+0,5 pl
- Protein: Lysozym (o koncentraci 10—120 mg/ml)

- Srazedlo: 0,1-3M NaCl
- Pufr: Octan sodny (pH 4,6)

* Rust v inkubatoru pfi teploté 18°C
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koncentrace proteinu
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Faktory ovlivnujici rust krystalu

Pouzité chemikalie (pufr, srazedlo ...)
Koncentrace chemikalii, pH

Teplota

Krystalizacni metoda

Star1 a kvalita chemikalii

Necistoty

Lidskeé faktory (rychlost, presnost, technika , nepozornost...)



Priprava krystalu pro difrak¢ni experiment

* Biologicke makromolekuly podléhaji radiacnimu poskozeni
— je potreba krystaly mrazit

* Pred mrazenim maceni krystalt v roztoku s
kryoprotektantem - brani ristu krystalt ledu

* Mrazeni v tekutem dusiku (T=77K)

* Kryoprotektant
* poly(ethylenglykol)
* glycerol
* sacharidy

* dalsi






DifrakCni experiment




DifrakCni experiment
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Dékujeme za pozornost
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