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PB9 Krystalizacja biatka wrzesien 2014

Zdolnos¢ biatek do krystalizacji jest odwrotnie proporcjonalna
do ich istotnosci z biologicznego punktu widzenia.
Krystalizacyjne prawo Murphy'ego

1. Wstep

Biatka petnig wiekszos¢ istotnych funkcji w naszych organizmach. Znajomosé¢ struktury przestrzennej
pozwala zrozumie¢ procesy biologiczne, na najbardziej podstawowym, atomowym poziomie. W jaki sposdb
przebiegajg reakcje katalizowane przez enzymy? W jaki sposdb biatka oddziatujg z innymi biatkami i matymi
czasteczkami? Znajomos¢ struktury miejsc aktywnych lub wigzgcych w biatkach, pozwala na zrozumienie ich
specyficznosci substratowej i zaprojektowanie czasteczek lepiej z nimi oddziatujacych, np potencjalnych
lekdw.

Podstawowa zasada w optyce, mdwi, ze najmniejszy obiekt jaki mozina zobaczy¢é ma wymiary
poréwnywalne z dtugoscia fali przy pomocy ktérej ten obiekt jest obserwowany. Srednie odlegtosci miedzy
atomami w czasteczkach biatek wynoszg 0,16-0,35nm, zatem zeby ,zobaczy¢” biatko z rozdzielczoscig
atomowa nalezy je ,obserwowad” przy pomocy promieniowania rentgenowskiego. Nie da sie niestety
zbudowac¢ mikroskopu rentgenowskiego, ale mozna zmierzy¢ dyfrakcje promieniowania X na badanej
czasteczce i wyznaczy¢ ksztatt obiektu na ktorym to promieniowanie sie rozproszyto. Promieniowanie
rentgenowskie rozprasza sie przede wszystkim na elektronach. Elektrony poruszajg sie bardzo szybko, zatem
pomiar dyfrakcji prowadzi do wyznaczenia gestosci elektronowej, czyli usrednionego w czasie rozkfadu
elektrondow w czgsteczce. Gestosc elektronowa zlokalizowana jest wokét jgder atomowych i wigzan, wiec
pomiar ten z dobrg doktadnoscig wyznacza ksztatt badanej czasteczki. Poniewaz gestosc elektronowa wokot
jadra atomu wodoru, jest relatywnie niska, w poréwnaniu z atomami wegla, lub tlenu, atomy wodoru
zwykle nie sg widoczne na obrazach dyfrakcyjnych czgsteczek biatka.

Poza promieniowaniem elektromagnetycznym, badany obiekt moze by¢ ,ogladany” réwniez przy
pomocy fal materii. Odpowiednio przyspieszone neutrony i elektrony tworzg fale o dtugosci porownywalnej
z odlegtosciami miedzyatomowymi w krysztale biatka: A=h/p , gdzie A — dtugos¢ fali, h — stata Plancka, p -
ped.

Dyfrakcja neutralnych elektrycznie neutrondéw jest metodologicznie dos¢ podobna do dyfrakcji
promieni X. Gtéwng rdznicg jest to, ze neutrony ulegajg rozproszeniu na jgdrach atomowych, zatem
doskonale widoczne s3 jagdra atomdéw wodoru. Natadowane ujemnie elektrony dajg sie skupiac przy pomocy
soczewek magnetycznych, zatem skonstruowane zostaty mikroskopy elektronowe(EM). Problemem jest
niszczenie probki przez uderzajgce w nig czastki o duzej energii. Dlatego stosowana wigzka elektronéw musi
byt staba, co powoduje niski stosunek sygnatu do szumu na uzyskiwanych obrazach, zatem wymaga
wykonaniu wielu obrazow, ktére nastepnie sg usredniane. Podobnie jak w krystalografii rentgenowskiej, aby
przedtuzy¢ zycie probki w wigzce stosuje sie mrozenie — kriogeniczna mikroskopia elektronowa (Cryo-EM)
Doktadnos¢ najlepszych mikroskopow elektronowych zbliza sie do rozdzielczosci atomowej. Metoda ta
sprawdza sie dobrze przy nizszych rozdzielczosciach (rzedu kilku, kilkunastu A) i pozwala badaé¢ duze
kompleksy(rybosom, kapsyd wirusa), czyli tam, gdzie niezbyt dobrze radzi sobie krystalografia. Tak wiec
krystalografia rentgenowska i mikroskopia elektronowa uzupetniajg sie nawzajem.

Kolejng techniky pozwalajgcg wyznaczy¢ strukture biatka z rozdzielczoscia atomowa jest spektroskopia
magnetycznego rezonansu jagdrowego(NMR). NMR wykorzystuje kwantowo-mechaniczng ceche atomow

budujacych czasteczke biatka, ich spin. Przy pomocy odpowiednich impulséw promieniowania
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elektromagnetycznego z zakresu radiowego (A ~1m) spiny atomow zostajg wychylone ze stanu réwnowagi.
Obserwuje sie zanik sygnatu zwigzany z powrotem spinu do potozenia rownowagi. Otoczenie chemiczne
atoméw wptywa na sposéb w jaki reagujg one na przytozone pole magnetyczne. Pomiar pozwala na
odtworzenie bezposredniego otoczenia chemicznego poszczegdlnych atomow, wyznaczane sg odlegtosci
miedzyatomowe i katy torsyjne.

Gtéwnga zaletg badann NMR jest wodne Srodowisko, w ktérym znajduje sie badany obiekt. Mozemy
przynajmniej prébowac odtworzy¢ warunki fizjologiczne w jakich biatko znajduje sie w komadrce i badad je w
stanie natywnym. Pozwala tez badaé¢ w czasie rzeczywistym zmiany struktury pod wptywem bodzca, np.
miareczkowania ligandem, zmiany temperatury czy pH, tworzenia komplekséw biatkowych. Wadg jest
ograniczenie wielkosci badanych czgsteczek i koniecznos¢ ich znakowania. Standardowe, jednowymiarowe
widmo protonowe pozwala na rozwigzanie struktury biatka o maksymalnej masie okoto 10kDa.
Zastosowanie technik dwu i tréjwymiarowych oraz znakowania izotopami 13C i 15N pozwala przesungc te
granice do ok 35kDa. Catkowite zdeuterowanie(wymiana protonu na deuter) tak wyznakowanego biatka
pozwala rozszerzy¢ zakres mas badanych biatek do okoto 50kDa. Wykorzystanie jeszcze bardziej

skomplikowanych technik pozwala przekroczy¢ 100kDa[1].

Ze wzgledu na ograniczenia dwodch opisanych powyzej technik, wcigz jeszcze krdlowg badan
strukturalnych biatek jest krystalografia rentgenowska.

W Protein Data Bank (PDB) zdeponowanych jest juz ponad sto tysiecy struktur biatkowych, z czego
prawie 90% to struktury wyznaczenie przy pomocy dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego na

krysztatach biatek.

technika eksperymentalna liczba struktur zdeponowanych w PDB
(stan z dnia 12.09.2014)

PX 91554
NMR 10629
EM 841

Krystalografia rentgenowska ma réwniez powazne ograniczenia. Waskim gardtem tej techniki jest

pierwszy etap na drodze do uzyskania struktury, czyli otrzymanie dobrze rozpraszajgcego krysztatu biatka.

2. Mechanizmy krystalizacji

Tworzenie krysztatéw biatkowych nie jest procesem spontanicznym, z termodynamicznego punktu
widzenia prawie wszystkie procesy zachodzgce podczas powstawania krysztatdw sg energetycznie
niekorzystne poniewaz prowadzg do obnizenia entropii.

AG, =AH TAS TAS

krys prot - prot - rozp
Gdzie AG,WS - zmiana potencjatu Gibbsa zwigzana z krystalizacja,
AHpmt - zmiana entalpii zwigzana z tworzeniem dodatkowych wigzan miedzy czasteczkami

biatka w krysztale, jest to proces korzystny energetycznie, zwykle jednak maty w poréwnaniu ze
zmianami entropii,

TAS - zmiana entropii czasteczek biatka, zwigzana ze zmniejszeniem liczby stopni swobody

prot
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molekut uktadajgcych sie w regularng, stosunkowo sztywng strukture, stabilizacjg gietkich petli
i grup bocznych aminokwaséw znajdujgcych sie na powierzchniach czgsteczek biatka, ktére
oddziatujg ze sobg w strukturze krystalicznej,

TAS,,,, - zmiana entropii rozpuszczalnika. Uwolnienie czasteczek wody z powierzchni biatka na

skutek przejscia biatka do fazy krystalicznej powoduje wzrost entropii.

Aby mozliwe byto powstanie krysztatéw biatkowych, trzeba zmodyfikowaé oddziatywanie czasteczek
biatka z woda.

Do roztworu biatka dodaje sie substancje nazywane precypitantami (ang to precipitate — wytracac) .
Mechanizm ich dziatania nie jest dokfadnie poznany, ale przyjmuje sie, ze konkurujg one z biatkiem o
czasteczki wody. Dobierajgc odpowiedni rodzaj i stezenie precypitantu mozna doprowadzi¢ do sytuacji, w
ktérej oddziatywanie czasteczek precypitantu z czgsteczkami wody, spowoduje zmniejszenie liczby
czagsteczek wody mogacych oddziatywaé z czgsteczkami biatka, doprowadzajac czasteczki biatka do
oddziatywania ze sobg nawzajem, co moze zainicjowac powstanie krysztatu.

Nukleacja jest procesem stochastycznym. Zaczyna sie od kilku- kilkunasto-czgsteczkowego agregatu, na
poczatku chaotycznego, lecz jesli czgsteczki tworzace taki agregat stworzg uporzadkowang strukture,
powstanie jadro krystalizacji. Jezeli na jadrze krystalizacji zaczng sie osadzac kolejne czasteczki biatka w
uporzadkowany sposdb, niejako kontynuujgc zaczety wzorzec, to powstanie krysztat makroskopowych

rozmiarow.

Diagram fazowy rozpuszczalnosci biatka w obecnosci precypitantu jest pokazany na rysunku 1. Przy
niewielkim, catkowitym iloczynie stezen biatka i precypitantu biatko jest rozpuszczalne, roztwor jest
nienasycony. Zwiekszenie stezenie biatka, precypitantu lub obu, doprowadza do powstania roztworu
nasyconego. Przechodzac z fazy roztworu nienasyconego do nasyconego, uktad najpierw przechodzi przez
strefe metastabilng. W fazie tej nastepuje wzrost krysztatéw, natomiast nie pojawiajg sie nowe jadra
krystalizacji. Przy dalszym zwiekszaniu iloczynu stezen uktad moze wejs¢ do strefy nukleacji, gdzie powstajg
jadra krystalizacji i zaczyna sie wzrost krysztatéw. Im dtuzej probka przebywa w strefie nukleacji, tym wiecej
jader krystalizacji powstaje. Jezeli roztwor, w ktérym powstato bardzo duzo jgder krystalizacji przejdzie do
strefy metastabilnej dojdzie do tak zwanego wysypu krysztatéw lub powstania drobnokrystalicznego
wytracenia. Dla jeszcze wiekszych stezen biatka i precypitantu roztwor przechodzi do strefy wytracenia,
gdzie dochodzi do gwattownego wypadania biatka z roztworu w postaci amorficznego precypitatu.

Opisany powyzej proces nazywa sie wysalaniem biatka. Diagram fazowy rozpuszczalnosci biatka w
zaleznosci od stezenia biatka i precypitantu pokazano na rysunku 1.

W przypadku precypitantéw jonowych mozna doprowadzi¢ do wytrgcania sie biatka z roztworu réwniez
poprzez zmniejszanie stezenia soli, proces ten nazywa sie wsalaniem. Na diagramie fazowym pojawia sie

wtedy dodatkowy obszar, a krzywa rozdziatu faz posiada maksimum.
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A

|
Roztwor nasycony

strefa wytrgcenia

strefa nukleacji

stezenie biatka

strefa metastabilna

Roztwor nienasycony

>

stezenie precypitantu
Rysunek 1. Diagram rozpuszczalnosci biatka, w dwusktadnikowym roztworze zawierajgcym
biatko i precypitant, w obszarze wysalania.

Idealna dla krystalografa bytaby sytuacja, w ktdrej probka przebywataby na tyle krétko w strefie
nukleacji, ze powstatoby tylko kilka jgder krystalizacji, na ktérych nastepnie osadzatyby sie kolejne czasteczki
biatka, obnizajgc w ten sposéb stezenie biatka w roztworze i przeprowadzajgc uktad strefy metastabilnej,
gdzie krysztaty wzrostyby do rozmiaréw makroskopowych.

W jaki sposdb mozna spowodowal by roztwdr biatka i precypitantu przemieszczat sie na diagramie

fazowym po optymalnej sciezce? Ponizej opisano najczesciej stosowane techniki krystalizacji.
2.1. Techniki krystalizacji biatek

2.1.1. Krystalizacja z roztworu

Krystalizacja z roztworu(ang. batch crystallization)jest historycznie pierwszg metodg uzyskiwania
krysztatow, nie tylko biatkowych.

Roztwdr biatka miesza sie delikatnie z pozostatymi sktadnikami potrzebnymi do krystalizacji tworzac
roztwor nasycony, umieszcza sie go w niewielkim, szczelnie zamknietym naczynku, by ograniczy¢ parowanie,
i pozostawia w spokoju. Jezeli stezenia zostaty dobrze dobrane, roztwdr moze znajdowac sie w strefie
nukleacji, lub przejs¢ do niej na skutek odparowania niewielkich ilosci rozpuszczalnika(po zamknieciu
naczynka, rozpuszczalniki zawarte w roztworze krystalizacyjnym, bedg parowaé, az cisSnienie par osiggnie
cisnienie pary nasyconej, to znaczy procesy parowania i skraplania bedg w réwnowadze. Wadg omawianej
techniki jest duze zuzycie biatka, zaletg natomiast — mozliwos¢ otrzymania bardzo duzych krysztatéw.

Odmiang krystalizacji z roztworu pozwalajgcg na znaczne ograniczenie ilosci zuzywanego biatka jest
krystalizacja pod warstwg oleju (ang microbatch crystallization). Roztwor biatka i czynnikéw krystalizacyjnych
przygotowywany jest jak powyzej, nastepnie niewielka kropla umieszczana jest pod warstwg oleju, ktéry

uniemozliwia catkowite odparowanie. W technice tej wykorzystuje sie oleje mineralne lub olej parafinowy.
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§ uszczelnienie (silikon)
olej

roztwor krystalizacyjny
z biatkiem

Rysunek 2. Uktad eksperymentalny do krystalizacji z roztworu(A) i do krystalizacji pod warstwq oleju (B)

2.1.2. Parowanie

Niewielka objetos¢ roztworu biatka (kilka mikrolitréw) miesza sie z takg samg, lub mniejsza objetoscia
roztworu krystalizacyjnego tworzgc niewielkg krople i umieszcza w szczelnie zamknietym naczynku,
zawierajacym wiekszg objetos¢ cieczy krystalizacyjnej (kilkaset mikrolitréw). Kropla zawierajgca biatko i
rezerwuar roztworu krystalizacyjnego nie stykajg sie ze sobg, wymieniajg tylko skfadniki lotne. Parowanie
poczatkowo zachodzi szybciej, nastepnie coraz wolniej, az do momentu ustalenia sie stanu réwnowagi.
Biatko i pozostate substancje chemiczne obecne w kropli ulegajg zatezeniu, a proces ten zachodzi w sposéb
stosunkowo fagodny. Mozna spowolni¢ tempo parowania poprzez obnizenie temperatury krystalizacji.
Koncowe stezenie sktadnikdw kropli jest zwykle zblizone do stezenia substancji w rezerwuarze, co oznacza,
ze stawiajgc krople w proporcji objetosciowej 1:1 roztwér biatka ulega okoto dwukrotnemu zatezeniu.
Stawiajac krople z przewaga roztworu biatka mozna doprowadzi¢ do wiekszego zatezenia wyjsciowego
roztworu biatka.

Jezeli udato sie dobrze dobraé stezenia wyjsciowe, kropla z biatkiem moze znaleié sie w strefie
nukleacji. Jezeli powstang jadra krystalizacji i biatko zacznie sie na nich osadza¢, jego stezenie w roztworze
bedzie malec i kropla przemiesci sie do strefy metastabilnej, gdzie krysztaty bedg mogty rosngé.

Przemieszczanie sie roztworu biatka i precypitantu, podczas krystalizacji metodg parowania, wykreslono
na diagramie fazowym(rysunek 5), pokazano tylko optymalng wedréwke uwieniczong powstaniem krysztatu.

Krystalizacja przez parowanie realizowana jest w dwdch ukfadach eksperymentalnych, tzw wiszgcej
kropli i siedzacej kropli, co schematycznie pokazano na rysunku 3.

’/A Nl B h

szkietko nakrywkowe

uszczelnienie (silikon)

kropla z biatkiem

\ roztwor krystalizacyjny /

Rysunek 3. Uktad eksperymentalny do krystalizacji przez parowanie w uktadzie wiszgcej kropli(A) i siedzgcej
kropli(B).
2.1.3. Dializa

Roztwdr biatka jest w kontakcie z roztworem krystalizacyjnym poprzez btone dializacyjng, mozliwy
zatem jest przeptyw jondw i zwigzkédw drobnoczgsteczkowych, ale stezenie biatka jest state. Przy pomocy

dializy mozna krystalizowac biatka zaréwno w obszarze wsalania jak i wysalania.
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%szkiefko nakrywkowe

uszczelnienie (silikon)
roztwor krystalizacyjny

bfona dializacyjna
roztwor biatka

kapsuta dializacyjna

Rysunek 4. Uktad eksperymentalny do krystalizacji metodq dializy

A |

Roztwor nasycony

dializa

«al

stezenie biatka

krystalizacja zxoztworu

Roztwor nienasycony

strefa wytrgcenia

strefa metastabilna

stezenie precypitantu

Rysunek 5. Diagram fazowy, zaznaczone tylko "Sciezki" prowadzqce do sukcesu

2.1.4. Posiew

Jezeli ktdrakolwiek w powyzszych metod daje bardzo drobne, albo nietadne krysztaty, mozina
sprébowac wykorzystac¢ te krysztaty, jako zaczatki nowych krysztatdw. Drobne krysztaty nalezy pobrac,

wieksze najpierw rozkruszyé i umiesci¢é w takich samych, lub bardzo podobnych warunkach

krystalizacyjnych, wykorzystujgc dowolng, z opisanych powyzej technik.

Ogdlna idea krystalizacji jest prosta: nalezy doprowadzi¢ roztwdr biatka i precypitantu do fazy roztworu

nasyconego, nastepnie doprowadzi¢ do powstania niewielkiej liczby jgder krystalizacji, na ktérych wzrosna

makroskopowe krysztaty.

A jak to wyglada w praktyce?
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3.Jak uzyskac dobrze rozpraszajqcy krysztat biatka?

Kluczowym problemem w krystalizacji biatek jest niemozno$¢ przewidzenia jakie czynniki mogg sktonic
czasteczki biatek do tworzenia krysztatow. Podobienstwo struktury czy sekwencji badanego biatka do biatek
wczesniej wykrystalizowanych, nie musi sie przektadaé na podobienstwo warunkdow, w ktérych biatko bedzie
chciato tworzy¢ krysztaty. Ponadto na proces krystalizacji wptywa ogromna liczba czynnikéw fizycznych,
chemicznych, na ogét, nad wszystkimi krystalograf nie jest w stanie zapanowac.

W tabeli ponizej zamieszczono, zapewne niekompletng, liste czynnikdw, ktére wptywajg na proces

krystalizacji:

Czynniki fizyczne Czynniki chemiczne Czynniki biochemicze

* temperatura * stezenie biatka e czystosé i jednorodnosé préobki
* cisnienie * rodzaj i stezenie precypitantu * modyfikacje sekwencji biatka
* lepkos¢ * pH * modyfikacje potranslacyjne biatka
* pole elektryczne i magnetyczne * rodzaj i stezenie buforu * agregacja biatka
* dzwieki i wibracje * sita jonowa * proteoliza
* czas * obecnos¢ jondw metali * obecnosc ligandow
* wartos¢ statej rownowagi * obecnos¢ detergentow
* kinetyka dochodzenia uktadudo |°

rownowagi
* zanieczyszczenia, ktére mogg sie

sta¢ jadrami krystalizacji
* rodzaj powierzchni ptytki

krystalizacyjnej

Tabela 1. Czynniki wptywajqgce na krystalizacje.[2]

Kolejnym istotnym aspektem jest homogenicznos¢ prébki biatka. Biatko do krystalizacji musi by¢ czyste,
poprawnie zwiniete, stabilne. Prébka musi by¢ tak bardzo jednorodna jak tylko uda sie jg uzyskac.

Biatko musi by¢ czyste, kazde zanieczyszczenie moze postuzy¢ jako jadro krystalizacji, a z drugiej strony
obecnos¢ innych czgsteczek w prébce bedzie przeszkadzac jednorodnemu wzrostowi krysztatéw. Biatko musi
by¢ poprawnie zwiniete i aktywne, bo tylko wtedy uzyskana struktura krystaliczna moze odzwierciedla¢
strukture natywng biatka, a tylko taka struktura bedzie biologicznie istotna. Wszystkie inne konformacje
biatka powinny by¢ usuniete, poniewaz mogg przeszkadzaé w tworzeniu periodycznej struktury
przestrzennej. Biatko musi by¢ stabilne, bo biatka tracgce z czasem konformacje natywng maja tendencje do
agregowania, a eksperymenty krystalizacyjne czesto trwajg miesigcami. Biatka posiadajgce elastyczne
fragmenty, ruchome petle, domeny natywnie nieustrukturyzowane bardzo trudno krystalizujg. Takie petle i
domeny trzeba ustabilizowa¢, np. przez utworzenie kompleksu biatko-ligand lub biatko-biatko i krystalizowac
kompleks, albo usungé metodami biochemicznymi lub inzynierii genetycznej, majgc jednoczesnie nadzieje,
ze tak brutalny zabieg nie uszkodzi struktury stabilnej czesci biatka.

Istotny jest rowniez sktad buforu w ktérym rozpuszczone jest biatko. Wysokie stezenie buforu lub soli
po zmieszaniu z roztworem krystalizacyjnym moze prowadzi¢ do powstawania krysztatow soli (np fosforanu
magnezu lub wapnia). Wysokie stezenie buforu bedzie wptywac na koricowe pH kropli krystalizacyjnej. Z
drugiej strony biatko powinno by¢ przygotowane w buforze, w ktérym jest stabilne i aktywne.
Kompromisowe rozwiazanie jest takie, ze biatko przygotowuje sie w najnizszym stezeniu buforu, soli, innych
substancji, przy ktorych biatko jeszcze jest stabilne.

Krystalizacja zwykle wymaga wysokich stezen biatka, przynajmniej 10mg/ml. Dla biatek niestabilnych,
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sktonnych do agregacji takie stezenia mogg by¢ nieosiggalne.

3.1. Poszukiwanie warunkow krystalizacji badanego biatka

Przy tak duzej liczbie czynnikdow wptywajgcych na proces krystalizacji niemozliwe jest systematyczne
przetestowanie wszystkich warunkéw, wobec tego stosuje sie inne podejscie. Uzywa sie tak zwanych
screen'éw?! . Wykonujac zestawienia warunkdow, w ktérych rdozne biatka byly krystalizowane na przestrzeni lat
zauwazono, ze pewne substancje i grupy substancji sprzyjajg krystalizacji biatek bardziej niz inne. Na
przyktad najpopularniejszymi precypitantami sg glikole polietylenowe (PEGi) i siarczan amonu[3].

Roztwor krystalizacyjny zwykle zawiera bufor, precypitant i ewentualnie dodatkowe substancje
sprzyjajace krystalizacji oraz substancje wptywajace korzystnie na biatko. Na przyktad obecnosc
detergentéw moze ograniczaé sktonnosé biatka do agregacji, obecnosé soli zapewnia wysokg site jonows,
ktérej biatko moze wymagac, zeby byc¢ stabilne. Niektdre biatka krystalizujg tylko w obecnosci okreslonych
jonéw metali. Dodanie glicerolu, ktéry zwieksza lepkos$¢ roztworu i wobec tego ogranicza nukleacje, moze
pozwoli¢ uzyskaé mniejszg liczbe, wiekszych krysztatéw.

Badania przesiewowe zaczyna sie zwykle od screen'ow niezbyt gesto probkujgcych najlepsze warunki
wyselekcjonowane przez lata badan krystalizacyjnych (tzw. sparse matrix screens[4]), s to tak zwane
screeny podstawowe, kilka tego typu screendw jest dostepnych komercyjnie. Jezeli, dzieki eksperymentom
w takich screenach uda sie wstepnie okresli¢ jaka grupa substancji lub warunkow sprzyja krystalizacji biatka,
przechodzi sie do screendw bardziej specjalistycznych, gesciej probkujgcych wytypowany obszar.

Typowy screen sktada sie z 96 warunkéw, eksperymenty wykonuje sie w 96-dotkowych ptytkach, co
oznacza, ze jednoczesnie prowadzi sie 96 niezaleznych eksperymentéw krystalizacyjnych. Tak duzych ptytek
krystalizacyjnych nie stawia sie recznie, stosowane sg systemy zrobotyzowane. Poza czasem, pozwalajg one
oszczedzi¢ biatko, poniewaz stawianie przez roboty krople sg kilka-kilkadziesigt razy mniejsze, od tych
stawianych recznie. Rowniez przegladanie i dokumentowanie ptytek moze odbywaé sie przy pomocy
zautomatyzowanych systemow.

Krystalizacja w screenach pozwala ustali¢ wstepnie warunki, w ktérych biatko moze krystalizowac,
nawet jesli krysztatdw nie udato sie uzyska¢, oszacowac pH, rodzaj precypitantu, oraz stezenie biatka i
precypitantu.

Wynikiem proéb krystalizacji biatka mogg by¢:

— czyste krople (rys. 6A) — co oznacza, ze nie udato sie 0siggnac stanu roztworu nasyconego.

— krysztaty (rys. 6B) — czyli ideat! Przy wyjatkowym szczesciu krysztat otrzymany w malenkiej kropelce

stawianej przy pomocy robota moze by¢ dostatecznie duzy, by nadawat sie do pomiaréw dyfrakcyjnych.

Najczesciej jednak, uzyskanie dostatecznie duzego krysztatu do pomiardw, wymaga dalszej

optymalizacji.

— wytracenie drobnokrystaliczne (rys. 6C) — oznacza, ze stezenie biatka, precypitantu, lub obu jest za

wysokie, ale tez to dobry znak, bo powstaty struktury krystaliczne. Zdarza sie, ze z takiego precypitatu

wyrastajg krysztaty, ale jest to proces bardzo wolny. Zwykle warunki wymagajg dalszej optymalizacji.

— wytrgcenie amorficzne (rys. 6D) — zwykle ma postaé bezowego lub jasnobrgzowego osadu. Oznacza,

ze biatko i precypitant znalazty sie w strefie wytrgcenia. Czesto oznacza rowniez, ze biatko jest

zdenaturowane.

1 ang. to screen przesiewac
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A

Rysunek 6. Mozliwe wyniki krystalizacji: A: czysta kropla, B: sytuacja "idealna", duze, dobrze rozdzielone krysztaty,
C: wytrgcenie drobnokrystaliczne, D: wytrgcenie amorficzne.

3.2. Optymalizacja warunkow krystalizacji

Optymalizacje przeprowadza sie przesiewajgc warunki wokdt warunkéw wyznaczonych przy pomocy
krystalizacji w screenach. Parametrami, ktore najczesciej sie zmienia sg
— stezenie precypitantu — wyniki krystalizacji w screenie zwykle sugerujg czy nalezy testowaé stezenia
WyZsze czy hizsze,
— stezenie biatka —j.w.
— pH buforu — czasami zmiana pH nawet o 0,1 moze drastycznie zmieni¢ warunki krystalizacji,
— temperatura — w nizszych temperaturach tworzy sie mniej jader krystalizacji a krysztaty rosng
wolniej, zatem mogg by¢ lepszej jakosci,
—rozmiar kropli — wieksza kropla pozwala na wzrost wiekszych krysztatéw, po prostu dlatego, ze jest w
niej wiecej czasteczek biatka.
Na tym etapie mozna tez wyprébowad dodatki takie jak glicerol, detergenty, jony metali...
Gdy warunki w jakich biatko krystalizuje sg dos¢ dobrze okreslone, zwykle stawia sie recznie duze
krople 4-6pul a czasem nawet 10 czy 20ul. Wykorzystuje sie wtedy na ogoét dwudziestocztero-dotkowe ptytki,

o na tyle duzych rozmiarach dotkéw, by swobodnie dato sie z nimi pracowac.

Wyniki krystalizacji ocenia sie, ogladajac krople przy pomocy optycznego mikroskopu stereoskopowego.
Wizualnie mozna ocenié¢ rozmiar i ksztatt krysztatéw, oceni¢ czy wida¢ w nich jakie$ spekania, czy maja
wyrazne krawedzie. Niestety nawet najtadniejsze, najregularniejsze, zaobserwowane pod mikroskopem
krysztaty moga nie rozprasza¢ promieniowania rentgenowskiego, co sugeruje, ze obserwowany obiekt jest
naprawde polikrysztatem i nie rozprasza promieniowania w uporzadkowany sposéb; a brzydkie,
nieregularne krysztaty o poszarpanych krawedziach mogg rozprasza¢ bardzo dobrze. Moze sie rowniez
zdarzy¢, ze wytowiony z kropli krysztat okaze sie krysztatem soli.

Tak wiec ostatecznym testem jakosci uzyskanego krysztatu jest obraz rozproszenia promieniowania

rentgenowskiego.
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w bardzo dobry sposdb wyjasniajaca jaki interpretowac wyniki eksperymentow krystalizacyjnych.

6. Zagadnienia do kolokwium wstepnego

1. Techniki badawcze wykorzystywane do wyznaczania tréojwymiarowych struktur biatek. Ich najwazniejsze
wady i zalety.

. Dlaczego krystalizuje sie biatka?

. Dlaczego biatko moze ,,nie chcie¢” krystalizowac?

. Diagram fazowy dla dwusktadnikowego uktadu biatko-precypitant.

. Techniki krystalizacji biatek, interpretacja w powigzaniu z diagramem fazowym.

. Mechanizmy krystalizacji.

N OO o BN

. Warunki krystalizacji biatek, sktad roztwordéw krystalizacyjnych, typowe substancje wykorzystywane w
krystalizacji.

8. Co to sg screeny, dlaczego sie z nich korzysta.

7. Wykonanie ¢wiczenia

Celem c¢wiczenia jest uzyskanie krysztatéw lizozymu, nastepnie wizualna ocena, ktére z uzyskanych
krysztatow sg najlepsze i ewentualna dyskusja, ktére parametry krystalizacji nalezatoby zmienié, aby uzyskac
lepsze krysztaty.

Jako zataczniki do niniejszej instrukcji otrzymali Panstwo publikacje, w ktérej opisane sg warunki
krystalizacji lizozymu. Opierajac sie na wynikach autoréw tej publikacji zaplanujg Panistwo i przeprowadza
wtasny eksperyment krystalizacyjny.

Do dyspozyciji jest

*» 24-dotkowa ptytka krystalizacyjna,

* roztwor lizozymu w wodzie o stezeniu 100mg/ml
* 30% roztwodr NaCl w wodzie

* 0,2M bufor octanowy

* komputer z zainstalowanym pakietem biurowym LibreOffice w celu wykonania niezbednych
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obliczen.
Po nastawieniu ptytki nalezy wykonaé¢ pierwszg kontrole wynikéw swojej pracy przy pomocy
mikroskopu optycznego. Umiesci¢ ptytke w inkubatorze zapewniajgcym stata temperatura. Kolejne inspekcje

wynikow krystalizacji nalezy wykona¢ po 1,2 i 5 dniach od nastawienia ptytki.
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