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BREVE INTRODUZIONE SULLE PROTEINE

La parola PROTEINA viene dal Greco “prota” che significa “di primaria importanza. Questo
termine fu introdotto per la prima volta da Jons Jakob Berzelius nel 1838 per grandi molecole
korganiche.

J

Le proteine sono macromolecole biologiche con un peso molecolare di alcuni milioni di
Dalton (1 Dalton = 1 u.m.a. = 1,66 10?7 Kg).

J

Le proteine sono costituite da ammino acidi legati in catene lineari tramite un legame
peptidico. Il legame peptidico si forma tra il gruppo carbossilico di un ammino acido ed il
tgruppo amminico di quello successivo, tramite una reazione di condensazione.

4

Negli esseri viventi esistono 20 ammino acidi e il numero di proteine prodotte dalle diverse
combinazioni & enorme. Per esempio per una sequenza di 10 a.a & possibile avere 20%°
ksequenze diverse, che & approssimativamente uguale a 1013 .

J

Negli esseri viventi le proteine presiedono a tutte le funzioni e ogni proteina o gruppo di
L proteine sono responsabili di una specifica funzione.

J
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ORGANIZZAZIONE STRUTTURALE DELLE PROTEINE

Ci sono 4 diversi livelli di organizzazione strutturale:

Struttura primaria o sequenza della proteina

E’ la sequenza degli aa (numero ed ordine lineare da N- - C-terminale). H,N------- —->COOH
La sequenza amminoacidica viene codificata dal DNA (o RNA nei virus) e contiene tutte le
informazioni sulla funzione e la struttura della proteina.
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Struttura secondaria

L’insieme delle conformazioni regolari dovute principalmente allo scheletro peptidico.

La conformazione della catena polipeptidica € completamente definita dai valori degli angoli
Phi (Ca-Cp) e Psi (Ca-N).

Plano del legame ammidico

% , Piano del legame ammidico
o -

Gruppo —,
laterale

Ramachandran Plot

Non tutte le coppie di valori di ¢ e @ sono possibili a __pdhahlb

causa degli ingombri sterici degli atomi che
costituiscono le catene laterali degli ammino acidi. La
glicina & un’eccezione perché l'idrogeno legato al Cg ha
un ingombro sterico quasi trascurabile,quindi sono
permesse coppie di angoli diedri in un intervallo
maggiore.

Psi (degrees)

Il grafico di Ramachandran €& un metodo di
visualizzazione delle combinazioni degli angoli ¢ e y dei
amminoacidi ammesse all'interno di una struttura
polipeptidica e ne identifica quindi tutte le conformazioni
assumibili. Nel grafico sono riportati in ordinata i valori di

Y ed in ascissa i valori di ®. %
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Per specifici valori di questi angoli, la catena proteica adotta particolari conformazioni,
localmente stabilizzate per la formazione di legami a idrogeno.

aholix

Per esempio, valori che si ripetono lungo la catena
polipetidica di ¢ ~ -57°e y ~ -47°danno origine ad
un’elica destrorsa (a-elica).

a
\
Y

¥

&

Analogamente, valori che si ripetono nell'intervallo
di @ =-110 a —140 e y = +110 a +135 da origine a
foglietti 3 (beta sheets ).
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Alfa-elica v%

La sua formazione é spontanea e determinata da legami idrogeno tra I'amide
ed il carbonile di legami peptidici  distanti 4 residui

Questo determina un avvitamento ad elica dello scheletro peptidico ed i
sostituenti R giacciono all’'esterno perpendicolari all'asse dell’elica
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~0
Beta-sheet .

E fatto da due o pit regioni differenti di almeno 5-10 amino acidi
E stabilizzato da legami H tra NH e CO di legami peptidici di segment i adiacenti
| beta sheet sono pieghettati: Ca del legame

alternano tra sopra e sotto il piano del foglio

95
~y
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P

Possono essere antiparalleli o paralleli
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Ponte disolfuro
Nelle proteine esiste un secondo
tipo di legame covalente oltre a
guelle peptidico: ponti disolfuro custeine aysteine
tra le cisteine -
2 H
Si forma per ossidazione (es. O,) I
. . ® ®
Importante per la stabilizzazione
intra ed inter-catene di proteine st || edtn

extracellulari

cystine

W
h

disulfide bond | G
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Struttura terziaria (struttura tridimensionale della cate na proteica)

Corrisponde al ripiegamento (folding) della catena proteica.

Struttura quaternaria

Definisce I'associazione tra piu catene proteiche o le interazioni proteina-proteina nella
formazione di complessi proteici.
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Perché e importante studiare la struttura 3D delle protei ne?

OStudio della funzione
OStudio del meccanismo catalitico, nel caso di enzimi
OAnalisi delle interazioni enzima-ligando

OStudi di drug design nello sviluppo di nuovi farmaci.

La struttura 3D (folding) di una proteina & determinata

dalla sua sequenza
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Tecniche per lo studio della struttura delle
macromolecole biologiche

Cristallografia a raggi X

Problema di ottenere cristalli

Spettroscopia di risonanza magnetica nucleare (NMR)

Problema e’ la dimensione (30-50 kD)

Microscopia elettronica

E’ limitata ai casi in cui si possano ottenere cristalli bidimensionali molto grandi e
risoluzione limitata

Homology Modelling

per proteine con > 30-50% identita
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Alcune date importanti......(cenni storici)

-1864 Viene cristallizzata I'emoglobina.

—1912 Facendo attraversare dai raggi X un cristallo di solfuro di zinco Von Laue ottiene i
pnr‘nl diffrattogrammi. W.L. Bragg e W.H. Bragg propongono una correlazione semplice tra
fafigura di diffrazione ottenuta con i raggi X e la disposizione degli atomi nel cristallo che ha
generato la figura (legge di Bragg).

- Anni'30 Bernal, Crowfoot, Bragg, ottengono i primi diffrattogrammi da cristalli di proteine (insulina,
emoglobina, mioglobina).

-1941 Atsbury ottiene il primo diffrattogramma ai raggi X del DNA.
-1953 Watson e Crick propongono la struttura a doppia elica del DNA sulla base delle
analisi

diffrattometriche ai raggi X di Franklin e Wilkins.

-1954 Perutz e coll. elaborano i metodi basati sull’ impiego dei metalli pesanti per risolvere il
problema delle fasi nella cristallografia ai raggi X.

-1960 Kendrew descrive la struttura della mioglobina e Perutz propone la struttura della emoglobina.

-Anni ‘80  Michel risolve la struttura (3 A) della prima proteina di membrana (centro di reazione
fotosintetico).

-2000 Vengono risolte le strutture (3 A) delle subunita’ L e S del ribosoma (circa 1.5 e 1 MDa
B30 - SF 2012 rispettivamente}tallografia Raggi X - Struttura proteine 12




Che cos'¢e la cristallografia di raggi X?

E' una tecnica sperimentale che si basa sullo diffrazione dei raggi X da
parte dei cristalli.

| raggi X hanno una lunghezza d'onda nell'ordine degli Angstrom (~10% cm) e
vengono deviati dalla nuvola elettronica di un atomo di dimensioni simili.

Dallo spettro di diffrazione dei raggi X dei cristalli, si calcolano delle mappe di
densita elettronica le quali, in pratica, sono immagini delle molecole che formano
il cristallo ingrandite circa cento volte.

La condizione sotto cui i raggi diffusi si sommano costruttivamente & dettata
dalla legge di Bragg; che tratta i cristalli come famiglie di piani paralleli (piani
reticolari) separati da una distanza d.

NA=2dsin® Leage di Bragg

. . ) Fascio diffratto
Fascio primario

\ 0 0 el

2] [c)
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Come si determina una struttura?

Sulla base dellimmagine di diffrazione ottenuta quindi dalla diffusione dei raggi X da parte
della nuvola elettronica dell'assemblamento periodico delle molecole o degli atomi nel
cristallo, si puo ricostruire la densita elettronica.

"

Nella densita elettronica sperimentale si costruisce un modello della proteina, che viene
progressivamente affinato per ottenere un'accurata struttura molecolare .

B30 - SF 2012
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Vantaggi della cristallografia di raggi X ?

La cristallografia di raggi X

1- non ha limitazioni di peso molecolare al contrario di NMR

2- permette di raggiungere una maggiore risoluzione rispetto a EM

Svantaggi della cristallografia di raggi X ?

- Per effettuare un esperimento di diffrazione € necessario produrre dei
cristalli, che siano anche di buona qualita per avere una struttura con elevata
accuratezza.

-Da un singolo esperimento di diffrazione si ha un numero limitato di
informazioni sul comportamento dinamico della molecola in soluzione, anche
se nel cristallo la proteina mantiene una certa mobilita dovuto ad un alto
contenuto di solvente (dal 20% fino al 70%) e la sua attivita.

B30 - SF 2012 Cristallografia Raggi X - Struttura proteine
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Flowchart della determinazione strutturale di una proteina

Initial
bioinformatics

Expression
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v
Crystallization — ‘ Processo di cristallizzazione

crystal
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Validation

Analysis
v volume < 0.1 mm3

] . contenuto solvente 30% - 80% v/v
Bioinformatics FN .

VLS, SGD bassa stabilita meccanica
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Che cosa significa cristallizzare ?

Cristallizzazione: procedura empirica in cui si riduce lentamente la solubilita di

una proteina: essa tende dunque a “precipitare” formando una struttura cristallina

(non amorfa)

Pre-requisiti per la cristallizzazione.........

La purezza della proteina € il piu importante prerequisito per la sua
cristallizzazione.

La proteina deve essere correttamente foldata, cioé nella conformazione in
cui svolge la sua funzione. Per gli enzimi € necessario controllare la loro

attivita.

B30 - SF 2012 Cristallografia Raggi X - Struttura proteine
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Curva di solubilita di una generica proteina

Supersaturation

Saturation Curve
o

Salting-in
effect
Undersaturation Salting-out
effect

Protein concentration —»
Logarithm of solubility

A

Crystallizing agent concentration
Square root of ionic strength
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Funzione e natura del precipitante

Il precipitante & una sostanza che ha il ruolo di favorire I'aggregazione delle
macromolecole quindi il passaggio dalla soluzione allo stato solido.

L'interazione e aggregazione viene favorita catturando le molecole di H,O di
solvatazione delle molecole proteiche.

| precipitanti piu utilizzati appartengono a 3 categorie:

- Sali: gli ioni derivanti dalla dissociazione dei sali in soluzione competono con le
proteine per le molecole di H,O e risultano piu efficienti perché la carica e
concentrata in dimensioni piu piccole.

A bassa concentrazione di sale (bassa forza ionica) si ha una diminuzione di
solubilita della proteina fenomeno detto salting-in.

Ad alta concentrazione di sale (alta forza ionica) si ha diminuzione di solubilita
della proteina fenomeno salting-out .

- Polimeri : abbassano la concentrazione di proteina perché catturano le
molecole di H,O nelle maglie delle catene polimeriche disposte in maniera
random

- Solventi organici : disidratano le macromolcole biologiche, catturando le

molecole di H,O di solvatazione.
B30 - SF 2012 Cristallografia Raggi X - Struttura proteine 19

Nucleation
Clear

(me1as1ab|e)" .

Protein concentration —»

Crystallizing agent concentration -

[ T T supersaturaiion
[ undersaturation
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3 fasi nel processo di cristallizzazione:

1- nucleazione: formazione di nuclei cristallini in seguito ad una adeguata
sovrasaturazione

2- crescita: il grado di sovrassaturazione diminuisce

3- cessazione della crescita: raggiungimento della curva di solubilita
(equilibrio cristalli - soluzione)

e Critical Nucleii
@

B30 - SF 2012

Specific
@) \ aggregates Crystals
< /
@ Non-specific =
g Protein aggregates m
B | in solution
Time >
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- Di H H H protein 2pl +
Diffusione di vapore con goccia pendente lesorvoirzyl  coverslip & grease
L4
Piccoli volumi di soluzione proteica e di precipitante )HEO

vengono mescolati insieme in una goccia ed equilibrati con
un volume piu grande di soluzione riserva contenente il
precipitante, tampone eventuale additivi.

Mix cocktail Turn slide and Observe for
and protein on seal well crystal formation i X
—_ glass slide Per differenza di

‘,-T’ g— concentrazione del
)

- precipitante tra la goccia e la
£ \ % @Qy riserva si crea una diffusione
di vapore che determina una
diminuzione di volume della

A

(C) Bemhard Rupp 2010

Well with erystallization cocktail ] Vapor diffuses © gOCCIa con Conseguente )
(precipitants, additives, ! into well, Harvest and mount aumento della concentrazione
detergents, etc, — unlimited concentrations in crystals della proteina.
combinations possible) drop increase
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-Diffusione di vapore
-con goccia seduta

grease & coverslip {or tape)

protein 2ul + {0
raservoir 2ul )

- Diffusione di vapore
con goccia a sandwich

protein 10ul
reservoir 10ul

N

coverslips
grease
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Che cosa avviene durante un esperimento di diffusione di vapore?
- Nessun cristallo - Crescita cristalli
g 8 q
% Nucleation % ZC};
g ZC} _____ § Nucleation
§ cC § CP
g P Clear (metastable) g
Clear (metastable)
C, 2C, C, 2C,
Crystallizing agent concentration ——» Crystallizing agent concentration —————»
[T supersaturation [T supersaturation
I undersaturation B Undersaturation
24

B30 - SF 2012

Cristallografia Raggi X - Struttura proteine




- Batch crystallization: la proteina ed il precipitante vengono mescolati insieme in olio
per evitare evaporazione

protein 1l
precipitant 1ul

Clear
(metastable)

Protein concentration —»

Crystallizing agent it >
f— | Supersaturation

- Dialisi: la soluzione proteica viene equilibrata con un volume maggiore di precipitante
attarverso una membrana.

grease & coverslip (or tape)

Clear (metastable)

Protein concentration —»

Crystallizing agent

T supersaturation
B30 - SF 2012 Cristallografia Raggi X - Struttt I Undersaiuration i

Parametri che influenzano il processo di cristallizzazion e

H and buffer 15- Vibrations and sound
lonic strength 16- Volume of crystallization sample

(3 emperature and temperature fluctuations ~ 17- Preésence of amorphous or
(‘4-)Concentration and nature of precipitant particulate sample
Z Concentration of macromolecule 18- Surfaces of crystallization vessels

Purity of macromolecules 19- Proteolysis .
dditives, effectors and ligands 20- Contamination by microbes

Organism source of macromolecule 21- Pressure

(a)substrates, coenzymes, inhibitors 22- Electric and magnetic fields
(10) Reducing or oxidizing environment 23- Handling by investigator and
11- Metal and other specific ions cIean!mes; .
2- Equilibration and growth rate 24- Viscosity of mother liquor
Surfactants or detergents 25- Heterogeneous or epitaxial

- Gravity convection and sedimentation nucleating agents
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Cristallizzazione di proteine metodo “trial and error”

Sono stati messi a punto diversi “crystallization screens”, che possono essere
acquistati o preparati in laboratorio, che consentono di fare uno screening della
proteina di interesse a diverse concentrazioni e “contro” diverse centinaia di
condizioni di cristallizzazione.

-Precipitante (concentrazione e tipo)
- pH e tipo di tampone
- Forza ionica

-Temperatura

Una volta individuate le condizioni di cristallizzazione queste devono

essere ottimizzate per migliorare le dimensioni e la qualita dei cristalli.
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Xtal screening 1 e 2

Tube # SALT BUFFER Precipitant
1.0.02M Calcium Chioride 0.1MNaAcetate pH4.6  30% w/v 2-methyl-2,4-pentanediol
2 None None 0.4MK Na Tartrate tetrahydrate
3 None None 0.4M Ammonium dihydrogen phosphate
4 None 0.1M Tris-HCl pHB.S 2.0M Ammonium Sulfate
50.2Mtri-sodium citrate 0.IMNaHEPESPHZ.5  30% w/v 2-methyl-2,4-pentanediol
60.2MMagnesium chloride  0.1MTris-HCl pH8.5 30% /v PEG 4000
7 None 0.1M Na Cacodylate pH6.5 1.4M Sodium acetate trihydrate
80.2Mtri-sodium citrate 0.1M Na Cacodylate pH6.5 30% v/v 2-propanol

902MAmmonium acetate  0.IMNaCitrate pH5.6  30% w/v PEG 4000
10 0.2MAmmonium acetate  0.1MNaAcetate pH4.6  30% w/v PEG 4000

11 None 0.IMNaCitrate pH5.6  1.0M Ammonium dihydrogen phosphate
12 0.2MMagnesium chloride  0.IMNaHEPESpH7.5  30% v/v 2-propanol

13 0.2Mtri-sodium citrate 0.1M Tris-HCl pHB.S 30% v/v PEG 400

14 0.2M Calcium Chioride 0.MNaHEPESpH7.5  28% /v PEG 400

150. acetate  0.IMNaCacodylate pH 6.5 30% w/v PEG 8000

16 None 0.IMNaHEPESpH7.5  1.5MLithium sulfate monohydrate

17 0.2MLithium sulfate 0.1MTris-HCl pHB.S 30% /v PEG 4000

18 0.2MMagnesium acetate 0.1M Na Cacodylate pH 6.5 20% w/v PEG 8000

19 0.2MAmmonium acetate  0.1M Tris-HCI pH8.5 30% v/v 2-propanol

20 0.2MAmmonium sulfate  0.1MNaAcetate pH4.6  25% w/v PEG 4000

210, acetate  0.1MNaCacodylate pH6.5 30% v/v 2-methyl-2,4-pentanediol

22 0.2MSodium acetate 0.1MTris-HCl pHB.S 30% w/v PEG 4000

23 0.2MMagnesium chloride  0.IMNaHEPESPH7.5  30% v/v PEG 400

24.0.2MCalcium Chloride 0.1MNaAcetate pH4.6  20% v/v 2-propanol

25 None 0.1MImidazole pH6.5  1.0MSodium acetate trihydrate

26 0.2MAmmonium acetate  0.IMNaCitrate pH5.6  30% v/v 2-methyl-2,4-pentanediol

27 0.2Mtri-sodium citrate 0.IMNaHEPESPHZ.5  20% v/v 2-propanol

28 0.2MSodium acetate 0.1M Na Cacodylate pH6.5 30% w/v PEG 8000

29 None 0.IMNaHEPESPHZ.5  0.8MK,Na Tartrate

30 0.2MAmmonium acetate  None 30% /v PEG 8000

31 0.2MAmmonium acetate  None 30% /v PEG 4000

32 None None 2.0M Ammonium Sulfate

33 None None 4.0M Sodium formate

34 None 0.1MNaAcetate pH4.6  2.0MSodium formate

35 None 0.IMNaHEPESPHZ.5  16MK,NaTartrate

36 None 0.1M Tris-HCl pHB.S 8% w/v PEG 8000

37 None 0.1MNaAcetate pH4.6 8% w/v PEG 4000

38 None 0.IMNaHEPESpHZ.5  14MSodium citrate dihydrate

39 None 0.IMNaHEPESPHZ.5 2% v/vPEG 400 & 2.0M Ammonium Sulfate
40 None 0.1MNaCitrate pH5.6  20% /v 2-propanol & 20% w/v PEG 4000
41 None 0.IMNaHEPESPHZ.5  10% v/v 2-propanol & 20% w/v PEG 4000
42 0,05 K-phosphate monobasic None 20% /v PEG 8000

43 None None 30% /v PEG 1500

44 None None 0.2M Magnesium formate

45 0.2MZinc acetate 0.1M Na Cacodylate pH6.5  18% w/v PEG 8000

46 0.2M Calcium acetate 0.1M Na Cacodylate pH6.5  18% w/v PEG 8000

47 None 0.1MNaAcetate pH4.6  2.0M Ammonium Sulfate

48 None 0.1M Tris-HCl pHB.S 2.0M Ammonium dihydrogen phosphate
49 1.0MLithium Sulfate None 2% w/v PEG 8000

50 0.5MLithium Sulfate None 15% w/v PEG 8000
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Cosa possiamo osservare nelle nostre gocce ????

Gocce limpide

Precipitati
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Separazioni di fase
Cristalli:
Precipitati microcristallini
Needles
Plates
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Alcuni cristalli proteici di varie morfologie ...

Cristallografia Raggi X - Struttura proteine
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Flow—chart della determinazione strutturale di una proteina

Expression
Purification

v

Crystallization

Raccolta dati

¢

v

Structure
determination

Validation

Bicinformatics
VLS, 56D
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Le sorgenti convenzionali di raggi X che
usano la radiazione CuKa (A = 1.54056 A)
sono progressivamente sostituite da sorgenti
di luce di sincrotrone (accelleratori di
elettroni).

1995: 3rd generation synchrotron.
ESRF (European Synchrotron Radiation
Facility), Grenoble (France). Diameter 844 m

- Used to solve protein structure

- Large central service units

- Use magnets that bend the electrons

- Wavelength range, typically 0.5-3.0 A

- Faster measurement due to up to 1000 fold higher
energy
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Scheme of a Synchrotron
Light Facility




s Expérimerial
i ?hllen

S Crystal
: Monochromator
Three-sector
Toroidal Minnor

Graphite
Filters

B30 - SF 2012

Postazione di misura in una linea di diffrazione di raggi X
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Postazione di misura in una linea di diffrazione di raggi X

Sistema del
freddo (100 K)

Cristallografia Raggi X - Struttura proteine

» La raccolta dei dati viene comunemente eseguita a 100 K

Per diminuire la mobilita dei radicali formati dall'irraggiamento dei raggi X.
Questi radicali provocherebbero l'innesco di reazioni che danneggerebbero le
molecole stesse.

Danni comunemente osservati sono ad es. la decarbossilazione di glutammati
e aspartati.

» Come viene trattato e preparato il cristallo prima della raccolta

- Il cristallo deve essere protetto dalla formazione di ghiaccio che per
aumento di volume, ne provocherebbe la rottura.

-Il cristallo viene “pescato” ed immerso in una soluzione formata dalla
soluzione di cristallizzazione piu un crio-protettore spesso costituito da
glicerolo, PEG a basso peso molecolare (200-400), saccarosio in
percentuale dal 10 al 40%.

-Il cristallo viene di nuovo pescato e rapidamente posto sotto il fascio di N, a
100 K.
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Immagine di diffrazione per una macromolecola biologica

Ciascuna macchia di
diffrazione € causata dalla
riflessione dei raggi X da
parte di una particolare
serie di piani nel cristallo.
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La qualita del cristallo e dei dati di diffrazione determina I’accuratezza

della struttura 3D

La risoluzione (espressa di solito in A = 0,1 nm = 108 cm) corrisponde al massimo
angolo di diffrazione a cui si osservano i riflessi, quindi alla piu piccola distanza
distinguibile nel cristallo.

. ’ s -
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Cosa otteniamo dai dati di diffrazione?

- Indici dei riflessi (h,k,I)
- Cella unitaria
- Gruppo spaziale

- Intensita dei riflessi I(h, k, 1)
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La cella unitaria_ e l'unitd minima che si ripete
traslazionalmente in un reticolo cristallino

TAZATATAT
VATATATAT

e BN BN B |
e BN BN B RN |
U IS BN BN |
BN BN BN |
e IS BN B RN |

La simmetria nella cella unitaria € definita rispetto a precisi punti ed operazioni.
L’insieme delle operazioni di simmetria appartenenti ad una cella & un gruppo
puntuale. Sono possibili al massimo 32 gruppi puntuali. La combinazione dei
gruppi puntuali con le operazioni traslazionali sia semplici che complesse da i

gruppi spaziali, cioé tutte le possibili disposizioni in uno spazio a tre dimensioni

di oggetti tridimensionali. | gruppi spaziali sono 230.
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L'unita asimmetrica € I'unita minima che & in grado di generare l'intero
reticolo (tramite le operazioni di simmetria e le traslazioni)

A————  unita asimmetrica

cella unitaria

F 3

50 - AT
\I_L J_]J\_J\_I_L/

A_]'

il
\f‘\f[T
J\Jﬂ

reticolo

‘|\f\f|_—| AN
JJ\J\LJ/\/
“\r’\fl_1‘\f\
J/\J\L_l/\/’

T o 1]
P90
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Che cos'’¢ il “problema della fase” in cristallografia?

In un esperimento di diffrazione gli atomi disposti in posizioni ordinate diffrangono i
raggi X in direzioni ben definite. Registrando I'immagine di diffrazione tramite un
rivelatore possiamo misurare l'intensita I(h,k,l) di ciascun riflesso.

Per ricostruire la densita elettronica, quindi la posizione degli atomi e la forma della

molecola che diffrangono i raggi X, & necessario applicare allimmagine di
diffrazione l'inverso della trasformata di Fourier.

Per ogni riflesso &€ necessario conoscere 2 componenti:
-F(h) ampiezza, € misurabile ed & proporzionale al quadrato dell'intensita
- ¢(h) fase, la sua determinazione necessita ulteriori esperimenti

h=—uw

B30 - SF 2012
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Diffrazione e trasformate di Fourier

w |— i |— .
anti -
trasformata di trasformata
Fourier di Fourier

B L —_—
trasformata ‘ afntl &
di Fourier asierats
di Fourier
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METODO DELLA SOSTITUZIONE MOLECOLARE (Molecular replacemen t)

Puo essere utilizzato quando si dispone di un buon modello per una frazione
ragionevole della molecola.

Il livello di similitudine tra due proteine & correlato al grado di identita di sequenza.

= Come regola generale il MR funziona se | 'identit a di sequenza tra la
proteina da determinare e il modello scelto & almeno del 40%

Per eseguire MR bisogna posizionare la struttura modello nella cella unitaria
determinata sperimentalmente. Per orientare correttamente la molecola ¢
necessario determinare 3 angoli di rotazione e 3 valori per la traslazione.

Se nell'unita asimmetrica c¢’€ una sola molecola, il MR & un problema a 6
dimensioni, il quale pud essere diviso in due problemi a 3 dimensioni.

B30 - SF 2012 Cristallografia F
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Multiple Isomorphous Replacement (MIR)

' ‘ E’ necessario raccogliere i dati da un cristallo nativo e da due cristalli
Hg immersi in una soluzione di un atomo pesante (Hg, Pt , Au, Cd
pey ).Limite importante: i 3 cristalli devono essere isomorfi.

E’ un metodo molto buono e potene per ottenere fasi sperimentali
anche a bassa risoluzione. Si pud eseguire con sorgenti convenzionali
(CuKa)

Single Anomalous Diffraction (SAD)
Il cristallo deve contenere un elemento adatto che dia scattering

anomalo. Il metodo € un buon metodo per ottenere fasi ma deve |
essere combinato con altre tecniche per migliorare la densita l
elettronica ottenuta. Molto comune utilizzare lo zolfo nativo come S

elemento di scattering anomalo.

%
7
Multiple Anomalous Dispersion (MAD)

‘ Deve essere presente un elemento di scattering anomalo e devono
Se g essere raccolti vari set di dati a diverse lunghezze d'onda. E’
necessario utilizzare il sincrotrone come sorgente e dati con un
basso errore. Si ottengono fasi molto buone utilizzando cristalli con
Se-Met.
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@LEBSC Crystal Structures Solved at the Laboratory of
- Environmental and Biological Structural Chemistry

- Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
- Ribosome Inactivating Protein

- Superoxide dismutase
- Amelogenin

- Ubiquitin

[oa? s
1RM3 1JNO 2PKR 1RM5 3EHV

Le strutture proteiche risolte vengono depositate nel PDB (Protein Data Bank)
48
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Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenas (GAPDH) fotosintetica

D (H or O) subunit Raxis A (E or O) subunit

C (G or Q) subunit B (F or Q') subunit
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Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenas (GAPDH) fotosintetica
D (H or O') subunit R axis A (E or 0) subunit
Arg77
Thr33
NH2

| Iom

E 297A \\\ 4.46 A

| AOP1 \_AOP3
Atoms: 268A oG
o N Ser188
@ o (R-sym)
@r
®cC

NDP335
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Potenziale elettrostatico superficiale della GAPDH fotosintetica

HisT90(R)
Arg191(R)

B Arg183(0)
Arg191(0)
 His190(0)

CTE
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- Interazioni di ioni metallici con proteine -
hUb
Cu(ll)
Zn(I
cis-Pt
cd(lny
K Ho(l1)
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- Ubiquitina umana: interazione con i metalli -

Cdsg 261
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