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UPORABA SINHROTRONSKE SVETLOBE PRI STUDIJU STRUKTURE

PROTEINOV

Sasa Jenko, Institut »Jozef Stefan«, Jamova 39, 1000 Ljubljana

Synchrotron Radiation in Macromolecular
Crystallography

ABSTRACT

Synchrotron radiation has become a major structural research tool
across the world in numerous scientific areas. |t is a critical compo-
nent for many of these developments, and it is essential for high-
throughput crystallography. The scurce characteristics of modern
synchrotrons are ideally matched to a number of difficult problems
in macromolecular crystallography. Recent studias on viruses, mem-
brane profeing and ribosomes give clear examples of the power of
modern macromalecular crystallography using synchrotron radia-
fion, The detailed structural information obtained enables the rela-
fionships between structure and function to be addressed with
confidence

POVZETEK

Sinhrofronsko sevanje se zadnjin dvajset let uporablja za raziskave
v &tewvilnih tehniskih in naravoslownin vedah, kot so fizika, kemija,
fiziwalna metalurgija, biokemija. farmacija. medicina in druge. Sinhro-
fronsko sevanje je postalo eno izmed glavnih orodij v biokemiji za
strukturne Studije proteinoy, j@ nujno potrebno za razvo) shigh-
throughput« kristalografije. ki bo omogodila avtomatizicano rese-
vanje nowih strukiur mnozice proteinoy, ki so rezultat hitrega razvoja
podrocja genomike (dolocevanja zaporedja genov dednega zapisa)
in proteomike (dolocevanja struktur proteinoy, ki jih ti geni zapisu-
j@jo). Poleg taga moderni sinhrotroni omogocajo resavanje tezjin
probiemoy v makromolakulski kristalografiji, kot so strukture virusow,
membranskih proteinoy idr. Podatki, pridoblieni z uporabo sinbro-
tronskega sevanja, omogocajo natancnepio doloditey strukture pro-
teinov in & tem posredno njinove funkcije.

1 Proteini

Proteini so kompleksne makromolekule, ki igrajo
pomembno viogo v vseh bioloskih procesih: kot encimi
sodelujgjo pri katalizi kemijskih reakcij v bioloskih
sistemih, prenasajo manjse molekule in ione, utrjujejo
strukturo celice. sodelujejo pri imunskem odgovoru
organizma, pri prenasanju zivénih impulzov ter kon-
trolirajo izrazanje genske informacije, ki je nujna za rast
in diferenciacijo celic. Sestavljeni so iz 20 razliénih
aminokislin, med seboj povezanih s peptidnimi vezmi
/1. Aminokisline se lahko na razlicne nacine povezu-
|&jo v polipeptidne verige in s term omogocijo izredno
raznolikost strukture in funkcije proteinov (primer: bak-

Slika 1: Primarna struktura encima heksokinaze
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terija E. coli vsebuje veé kot 1000 razlicnih proteinov,
ki skrbijo za normalni potek Zivljenjskih funkcij orga-
nizmay.

Strukturo proteina delimo na: primarno, sekundarno,
terciarno in kvartarno. Najenostavnej$a je primarna
struktura, ki nam pove, kaksno je zaporedje aminoki-
slin v polipeptidni verigi proteina.

S sekundarno strukturo (npr: vijacnica «, nagubana
struktura ) opisemo ponavljajoce se strukiurne ele-
mente v proteinu in se nanasa na prostorsko orientacijo
aminokislin, ki so si blizu skupaj glede na aminokislin-
sko zaporedje.
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Sfika 2: Sekundarna struktura proteina: vijacnica o in
nagubana struktura i

Slika 3: Terciarna struktura encima heksokinaze
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Terciarna struktura je tridimezionalna struktura poli-
peptidne verige. Kvartarno strukturo pa imajo le prote-
ini, ki so sestavljeni iz ve¢ polipeptidnih verig, opisuje
pa prostorsko orientacijo in organizacijo vseh polipep-
tidnih verig /2/.

Slika 4: Kvartarna struktura hemoglobina

2 Dolocanje strukture proteinov

Lastnosti proteina in njegova fizioloska vioga v celici so
odvisne od njegove tridimenzionalne strukture. To
strukturo proteinov lahko doloéamo na veé nacinov: z
MMR (jedrsko magnetno resonanco), z elektronsko
mikroskopijo ter z difrakcijo rentgenskih zarkov ali
nevironov na kristalih. Prva tridimenzionalna struktura
biclodke makromolekule je bila DNA-vijaénica, dologe-
na z difrakcijo rentgenskih zarkov leta 1853, za katero
sta leta 1962 Watson in Crick prejela Mobelovo nagra-
do. Prva tridimenzionalna struktura proteina, ki je prav
tako prinesla Nobelovo nagrado, je bila struktura mio-
globina, ki sta jo dolodila Perutz in Kendrew leta 1962,

Z metodo difrakcije rentgenske svetlobe na protein-
skem kristalu lahko dolocéimo polozaje vseh atomov v
molekuli in s tem strukturo maolekule, saj je valovna
dolzina vpadne rentgenske svetlobe priblizno enaka
dolzini kovalentih vezi v molekuli (0,15 nm).

Pri rentgenski difrakciji analiziramo uklonske kote
rentgenske svetlobe na monokristalu. (Monokristal je
periodicéno urejena tridimenzionalna struktura maolekul,
med seboj povezanih z nekovalentnimi interakcijami.)
Kristal vpnemo na goniometrsko glave med wir
rentgenske svetlobe in detektor. Vpadna svetloba se
na navideznih ravninah kristala uklanja, in to tem
mocneje, ¢im gosteje so ravnine zasedene z atomi.
Uklonjeno svetlobo, ki jo zazna detektorski sistem, nato
racunalnisko obdelamo.

Doloéanje strukture proteina z metodo rentgenske di-
frakcije poteka v veé stopnjah:

1. priprava cistega proteina

2. kristalizacija proteina ter rast visokokvalitetnih
monaokristalov

3. merjenje difrakcijskega vzorca proteina

4. dolocitev prostorske grupe kristala in vrednote-
nje merjenih podatkov

5. usklajevanje modela z merjenimi rezultati
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2.1 Kristalizacija

Doloéanje tridimenzionalne strukture proteinov z me-
todo rentgenske difrakcije se zacne s pripravo monok-
ristalov. Glavne razlike med anorganskimi kristali in
kristali proteinov so, da slednji vsebujejo velik delez
vode (20-80%, podobno kot Ziva celica) ter da so
molekule med seboj povezane s Sibkimi nespecificnimi
vezmi: (van der Waalsove sile, elektrostatske interak-
cije, vodikove vezi). Proteinske molekule se lahko
poslediéno urejajo na veé razliénih nacinov v kristalno
strukturo, zato lahko en protein kristalizira v vec
razliénih prostorskih grupah.

Proteinski kristali so opticno aktivne molekule,
sestavljene iz L-opti€nih enantiomerov aminokislin,
zato ne morejo vsebovati simetrijskih operacij, ki jih
opazimo pri anorganskih kristalih in ki zahtevajo enako
Stevilo D- in L-enantiomerov, kot so: zrcalna ravnina,
drsna zrcalna ravnina ali center inverzije. Zaradi teh
omejitev proteini kristalizirajo le v 65 prostorskin gru-
pah od skupno 230 /3/,

Proteini kristalizirajo iz prenasi¢enih raztopin proteinow,
v katerih se v doloéenem trenutku zacnejo tvoriti sta-
bilna kristalizacijska jedra, ki rastejo, dokler sistem ne
pride v stanje nasicene raztopine, kjer viada ravnotezje
med trdno fazo in molekulami v raztopini /4/.
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Slika 5: Energijski diagram poteka kristalizacije protei
nov 4/

Kristalizacijske pogoje doloéimo s =screeni=. To e
daloéeno Stevilo raztopin z razliénimi pH in razliénimi
koncentracijami aditivov: obarjalnega reagenta in dru-
gih anorganskih in organskih komponent. Raztopi-
nam, v katerih rastejo kristali, e dodatno spreminjamo
sestavo, da dobimo monckristal, primeren za struk-
turno analizo. Pri tem ne smemo pozabiti, da so prote-
ini, ki jih kristaliziramo, vajeni fizioloskih pogojev, Ki jih
imajo v celici /5/.

Za kristalizacijo makromolekul obstaja vec¢ metod:
dializa, difuzija topila preko plinske faze (anglesko:
vapour diffusion), difuzija topila med dvema raztopi-
nama (anglesko: crystallization by the interface diffu-
sion), metoda vsadka (anglesko: batch method).

Najbolj razsirjena je metoda izhlapevanja topila z difuz-
ijo preko plinske faze, kjer se stanju prenasicenosti
priblizamao z difuzijo hlapnih molekul topila. Poznamo
dve tehniki: z visedo kapljico ter s sedeco kapljico.
Kapljica, ki jo sestavljajo protein, pufer in obarjalni
reagent, se nahaja v posodici z rezervoarjem, Ki vse-
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buje wvisjo koncentracijo obarjalnega reagenta kot
kapljica. Hlapne molekule topila (ponavadi vode) di-
fundirajo iz kapljice v rezervoar, dokler se parni tlak
topila v kapljici ne izenaci s parnim tlakom topila v
rezervoarju. Pri term se v kapljici koncentracija obarjal
nega reagenta povecuje in priblizuje cbmodju pre-
nasi¢enja raztopine, pricne se rast kristala.

Slika 6: Knistalizacija z metodo izhlapevanja preko plin-
ske faze 4/

Optimalen &as rasti proteinskih kristalov je 14 dni,
rastejo pa lahko od nekaj dni do nekaj) mesecey.

Pri prehitrem prenasicenju se tvori veliko Stevilo
majhnih kristalizacijskih jeder, kar ima za posledico
nastanek velikega stevila majhnih kristalov ali pa celo
amorfne oborine /5/.

Slika 10: Elektronska gostota in tridimenzionaina struk-
tura proteina (6)
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2.2 Meritve difrakcije vzorca

Proteinski monokristal pripravimo za meritev v kapilari
oziroma ga ujamemo v zanko, potopimo v tekodi dusik,
da v hipu zamrzne ter vpnemo na goniometrsko glavo
med vir rentgenske svetlobe in detektor

Slika 8: Zanka in kapilara za kristal

Vpadni zarki se na navideznih ravninah kristala uklan
jgjo, in to tem moéneje, ¢im gosteje so ravnine
zasedene z atomi. Kristal med snemanjem difrakci-
jskega vzorca vrtimo, pri cemer se izpolnjuje inter-
ferenéni pogoj za razliéne navidezne ravning

Slika 9: Merjenje proteinskih monokristalov z metodo
rentgenske difrakcije
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Slika 11: Anoda in rotirajoca anoda (8/

Rentgenska svetloba se dejansko uklanja na elektron-
skih oblakih atomov v molekulah kristala, zato lahko
dobimo iz uklonske slike karto elektronske gostote
molekule, ki je osnova za izdelavo modela molekule,
Kot vir rentgenske svetlobe se uporabljajo: rentgenska
elektronka, rentgenska elektronka z rotirajoo anodo
ter pospesevalniki delcev, ki proizvajajo sinhrotronsko
sevanje v obmodéju rentgenske svetlobe. V rentgenski
elektronki elektrone iz vroce katode pospesimo proti
kovinski anodi. Ko jo zadanejo, se v snovi ustavijo in
pri tem sevajo svetlobo karakteristicne valovne dolZine
skozi berilijevo okence. V proteinski kristalografiji upo-
rabljamo karakteristiéno rentgensko svetlobo Ky iz ba-
krove anode. Gostota toka rentgenske svetlobe je
omejena s koli¢ino toplote, ki jo prenese anoda. De-
setkrat boljsi izkoristek dobimo z uporabo rotirajoce
anode, pri kateri elektroni zadevajo vecjo povriino
anode, ki se zato pocasneje segreva. Najmocnejsi vir
rentgenske svetlobe pa so pospesevalniki delcev, pri
katerih pospeseni elektroni ali pozitroni kroZijo v vi-
sokem vakuumu s hitrostjo, ki se lahko pribliza svet-
lobni hitrosti. Energija je pospesevanim delcem dove-
dena z radiofrekvenénimi oddajniki, kroZzenje pospe-
senih delcev pa vzdrzujemo z moénimi magneti. Po-
speseni nabiti delci, kot sta elektron in pozitron, pri
krozenju oddajo skoraj celotno energijo v obliki sinhro-
tronskega sevanja. S sistemom fokusirajocih zreal in
monokromatorjev, ki so namesceni tangencialno na
obroé, lahko izbiramo moéne monokromatske rent-
genske zarke dolocenih valovnih dolzin (0,01 - 10 nm)
17/

Pospesevalniki, namenjeni uporabi v proteinski krista-
lografiji za dologevanje tridimenzionalnih struktur pro-
teinov, so; ELETTRA v ltaliji, ESRF v Franciji, DESY v
Nemdiji, SRS v Veliki Britaniji, APS, ALS, CHESS, NSLS
in SSRL v ZDA in drugi,

Rentgensko svetlobo, ki se uklanja na kristalu, zazna-
mo z detektorsko ploséo, s CCD-kamero (anglesko
Charge Coupled Device) ali z veckanalnim propor-
cionalnim stevcem (angl. multiwire proportional cham-
ber}. Najbolj uporabljene so detektorske ploéce, prekri-
te 5 tanko plastjo anorganske fosforjeve spojine, pri
kateri uklonjena rentgenska svetloba vzbudi elekirone.
Del elektronav se vrne v izhodno stanje in izseva ener-
gijo kot fluorescencno svetlobo, del elektronov pa osta-
ne ujetin v metastabilnih stanjih. Informacijo o poziciji
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Slika 12: Sinhrotron ESRF, Francifa

in intenziteti uklonjenih zarkov, shranjenc v detektorski
plosci, preberemo z laserjem, ki vzbudi elektrone iz
metastabilnih stanj v visja, kratkoziveca stanja. Pri pre-
hodu iz vzbujenega v osnovno stanje pride do odda-
janja svetlobe, ki jo zaznamo s fotopomnozevalko.
Merjena oddana svetloba je sorazmerna s Stevilom
fotonov, ki so padli na plosto oziroma z intenziteto
sipanega Zarka /8/.

2.3 Resevanje tridimenzionalne strukture
proteina

Pri uklonu rentgenske svetlobe na realni mrei kristala
dobimo difrakcijski vzorec oziroma reciproéno mrezo,
ki ima enako rotacijsko simetrijo kot realna. Vsak uklon
na realni mrezi lahko opisemo s Fourierovo vrsto v
enachbi strukturnih faktorjev.

n
2l he oy +l
Fh =Zf| @ iz
i=1

Fru ........strukturni faktor

n.......5tevilo atomov v osnovni celici

h.k| ......koordinate uklona v reciproénem prostoru
Xj.¥j.Zj......poloZaj atoma j v osnovni celici
fioeoovinnuklon 2zarka na atomu |

Enacba strukturnih faktorjev je torej zveza med re-
ciproéno in realno mreZo. Pove, da je posamezna slika
uklona na detektorju vsota prispevkov  uklonov
vsakega posameznega atoma v osnovni celici. Atom
predstavija krogelni delec elektronske gostote in ga
zapisemo kot vsoto prispevkov volumskih elementov
elektronske gostote v osnovni celici. Gostoto v valum-
skem elementu zapisemo kot px.y.z).

Fourierova transformacija je reverzibilna operacija,
zato lahko z njeno uporabo izrazimo elekironsko gos-
toto.

)= T T
h kI
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Vsako periediéno funkcijo opisemo z amplitudo, s
frekvenco in fazo. Pri metodi rentgenske difrakcije
izmerimo intenziteto (sorazmerna s kvadratom ampli-
tude funkcije) in pozicijo uklona. Faze navadno ne
moremo neposredno meriti, lahko pa jo doloéimo z
derivati molekule, ki vsebujejo tezke atome (Ph, Pi. Hg
itd.}, z anomalnim sipanjem nekaterih elementov (Fe,
Cu. Zn, Mn, Se) ter z molekulami s podobno strukturo
imetoda molekulske zamenjave).

Majpogostejsa je metoda molekulske zamenjave, pri
kateri dobimo faze iz strukturnih faktorjev znanega
proteina. Faze znanega proteina nam rabijo za zacetno
oceno faz nasega modela. Pricakujemo namreé, da
ima nas protein podobno zgradbo kot fazirajoéi model
7/

ot b b 2 g
|:!'I:><."_|I'.Z:I— ZEZ|FM\I| 2 ha+ky +1Z |-l

Vo volumen osnovne celice

thkl........faze fazirajocega modela znanega proteina

Faze, izradunane iz strukturnih faktorjev Feaie, in ampli-
tude merjene strukture uporabimo za izracun diferenc-
nih map elektronske gostote 2Fahs— Fraie in Fobs — Feale.
Mapa 2Fobs — Fealc pomeni celotno elektronsko go-
stota, mapa Fobe - Feale pa dele elektronske gostote,
ki v modelu manjkajo.

Po izracunu faz sledi gradnja modela molekule z inter-
pretacijo elektronske gostote. Prvotne faze so bile zgolj
grobi priblizki, zato iterativno izboljgujemo model, do
najboljega ujemanja izratunanih strukturnih faktorjev
z mearjenimi podatki. Pri tem minimiziramo energijo z
metodo najmanjsih kvadratow:

E=%+Eg

2
iy = Z[|anﬁ|_|Fﬁa'ﬂ|}r-k
hk

E........celotna energija molekule

Es.......energija geometrije molekule (kotov, vezi, kon-
formacij)

i.......vsota kvadratov razlik med merjenimiin izracu-
nanimi amplitudami (kristalografsko minimizi-
ranje)

Z minimizacijo energije zelimo doseci konvergenco
modela k dejanski strukturi. Merilo za uspegnost je radij
konvergence: razdalja do globalnega minimuma. Radij
konvergence mora biti na zacetku izboljdevanja struk-
ture ¢im vecji. To dosezemo z uporabo podatkov nizke
resolucije pri racéunanju funkcije @. Z manjSanjem
radija konvergence povecéujemo resolucijo in éedalje
manj omejujemo parametre modela, ki postopno kon-
vergira k merjenim podatkom. Konvergenco merjenih
podatkov z modelom dosezemo torej z iterativnim
izboljsevanjem geometrije molekule; izboljujemo tudi
temperaturne faktorje posameznih atomov, ki so mera
za oscilacijo atoma okrog polozaja v modelu. Ko je
ujermnanje med merjenimi in izraéunanimi intenzitetami
veliko, dodamo $e molekule topila. Mera za ujemanje
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oziroma za konvergenco je rezidualni indeks ali R-fak-
tor /7/:

B ||Fnb5| - |F|::alc ||
Fﬂbﬁ-|
R.....coooeeeeeo. R-faktor oz, rezidualni indeks
Fabs...oooooveenizmerjeni strukturni faktor
Frale ccviieinnn. izracunani strukturni faktor

Osnovno merilo za konec iterativnega postopka
resevanja strukture proteina je nepretrgana diferencna
mapa elekironske gostote okrog vecine atomov in
ujemanje le-te z molekulskim modelom. Koncni model
molekule v kristalu mora biti tudi kemijsko maozen, kar
pomeni, da nima kiralnega centra inverzije. DolZzine
vezi so ustrezne, peptidne vezi so skoraj planarne,
neprolinski peptidi so v konformaciji trans, razen ée za
to ni posebnega vzroka. Konformacijska kota glavne
verige & in ¥ morata biti v okviru me|, dobljenih z
Ramachandrovim diagramom, torzijski koti vezi stran-
skih skupin pa morajo biti v mejah stabilnih konformacij
7.9/

2.4 PDB-baza tridimenzionalnih struktur
proteinov

Resene tridimenzionalne strukture proteinov so shran-
jene v PDB-bazi (Protein Data Bank,
http://www.rcsb.org/pdby/ ), kjer vsaka dobi svojo kodo.
Od vzpostavitve PDB-baze leta 1972 do danes je Stevilo
resenih tridimenzionalnih struktur proteinov naraslo iz
nekaj struktur na leto na okoli 50 na teden.

Sedaj je v bazi okoli 17.000 tridimenzionalnih struktur
proteinov (19. 2. 2002: 17.357 struktur). K hitremu
razvoju in aktualnosti podrocja so prispevale vedno
boljse tehnike pridobivanja proteinov in merjenja pro-
teinskih kristalov ter pojav genomike (dolocevanja
zaporedja genov dednega zapisa).
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Slika 13: Zgodovinski razvof PDB-baze (10/
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3 Sklep

Z razcvetom genomike se je pojavilo tudi vprasanje, v
kaj se ti geni prepisujejo. 5 tem se je odprlo novo
podrodje proteomike oziroma strukturne genomike, ki
se je naenkrat srecala z ogromnim Stevilom proteinov,
pri katerih bi bilo treba doloditi tridimenzionalno struk-
turo. Zaradi mnozice vhodnih podatkov se prihodnost
resevanja tridimenzionalnih struktur nagiba k avtoma-
tizaciji vseh procesov, od pridobivanja proteina do
robotske kristalizacije in avtomatskega merjenja krista-
lov na sinhrotronih /11/. Ob sinhrotronih Zze rastejo
tovarne proteinov, npr.: Protein Production Factory
(SRS, Daresbury, Velika Britanija), Protein Structure
Factory (Berlin, Nemd&ija), ki bodo kos novim zahtevam
po avtomatizaciji vseh procesov, ki vodijo do resene
tridimenzionalne strukture proteina. Poleg njih se na
sinhrotronih tudi navdusujejo nad moznostjo merjenja
proteinskih kristalov in dolocevanje strukture proteina
na daljavo preko interneta (protein poslan po hitri posti
na sinhrotron, avtomatske nastavitve ter spremljanje
procesov preko interneta).

Ceprav bo avtomatizacija skraj$ala ¢as in povecala
efektivnost resevanja struktur, bo posledicno povzro-
cila »poplavo« podatkov, ki jih bo treba smiselno obde-
lati, ter vsem proteinom, ki jim bo dolocena tridimen-
zionalna struktura, tudi pripisati njihovo funkcijo v bi-
oloskih procesih. Z razcvetom genomike in proteomike
in uporabo vseh tehnik, ki so se posledicno razvile, ter
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z uporabo sinhrotronske svetlobe, se je odprio novo,
zelo zanimivo podrocje, ki bo pripomoglo k razu-
mevanju delovanja celotnega organizma na maoleku-
larnem nivoju.

4 Literatura

1/ Stryer, L., Biochemistry, W. H. Freeman and Company, Mew
York, (1995), 18-72
f2/ Voat, D., Voet, J. G., Biochemistry, John Wiley & Sons, Inc
Mew York, (1996), 141-188
{3/ Eisenberg, 0., X-Ray Crystallography and Enyzme Structura,
editor: Boyer P. D, The Enzymes, Academic Press New York
(1970}, 1-23
4/ Mc Pherson, A, Crystallization of biclogical macromolacules,
Cold Spring harbor Laboratory Prass, WY (1970), 15%-215
/5{ Ducruix, A., Giegé, R., Methods of Crystallization, Crystal-
lization of Nucleic Acids and Proteins, Oxford University Press,
Mew York, (1292), 73-01
6/ Zarembinski, T., Hung, L. W., Mueller-Dieckmann, J., Kim, K.
K., Yokota, H., Kim, R., and Kim, H. 5., Proc. Natl. Acad. Sci.,
15, (1968), 15188
[7/ Bhodes, G., Crystallography Made Crystal Clear, Academic
Press, San Diego, (1993), 85-99
8/ Drenth, J., Principles of Protein X-Ray Crystallography, Sprin-
er-Verlag, New York (1984), 34-37
19/ gtern. I., Doloéanje tridimenzionalne strukture kompleksov
katepsinov 5 sinteiénimi inhibitorji. Magistrsko delo, Univerza
v Ljubljani, (2001), 21 - 25
10/ Weissig, H., Bourne, P. E., Biginformatics, 15 (1930}, 807-831
M1/ Lamzin, V. 5., Perrakis, A., Nature Structural Biology, (2000),
O78-081
A2 Crengo, C. A, Curr.Opin.Struct.Biol., 4 (1984) 429-240
13/ Holm, L., Sander, C., Nucleic Acids Res., 27 (1959), 244-247

In memoriam

DR. AVGUST BELIC (1928-2002)

Dr. Avgust Belic je izhajal iz skromne
felezniéarske drufine na Vicu v Ljub-
ljani. Rojen je bil 5. 3. 1928. Po osnov-
ni 5oli na Vicu se je |. 1939 vpisal na
1. driavno mosko realno g'mnazijo v
Ljubljani in jo z odliko konéal leta1947.
Jeseniistega leta se je vpisal na Tehni-
Sko visoko Solo, Oddelek za elektro-
tehniko.

Kot mladinec je med vojno sodeloval pri aktivnostih narodno-
osvobodilnega boja v domaci Rozni dolini. e zgodaj oa je privia-
tila tehnika. Med studijem je pricel (1952) kot laborant sodelovati
v Ingtitutu za sibki tok TVS pri prof. Dudanu Lasicu. S tem se je
vklopil v formiranje nastajajoéega Instituta za elektroniko in
vakuumsko tehniko, ki mu je ostal 2vest vso svojo delovno dobo.
Leta 1956 je z odliko diplomiral, postal samostojni raziskovalec,
kmalu potem (1960) vodja Laboratorija za optiéna merjenja v
Oddelku za elektronsko vakuumsko tehniko in &tiri leta kasneje
vodja Odseka za termicne elektronke. Vzporedno z ustvarjanjem
druzine je poveceval aktivnosti na strokovnem podrocju in bil
postavijen za vodjo Oddelka za kontakte in specialne elekironke
(1972). 1ztega obdobja se njegovi sodelavei spominjamo razvoja
hermeticnin kontaktnikov, stevilnib patentov, spoznavanja novih
tehnologij. stikov s tujino, aktivnosti za rast instituta (IEVT) in
povecevanja oddelka. Sodeloval je pri vodenju razvojnorazisko-
valne dejavnosti celotne hige in po inZ. Kobetu postal direktor
(1974): njegovi trije mandati so bili najuspesne|$e obdobje Insti-
tuta. Doktoriral je 1. 1977 in se istoéasno trudil za postavitev

moéne vodstvene strukture, ki jo je indtitut z nad 300 zaposlenimi
nujno potreboval. Upokojil se je leta 1987

Dr. Belic, vseskozi napredno tehnicno mislec, je okrog sebe z
veseljem zbiral miajse sodelavce, jih vpeljeval v raziskovalno delo
in skroel za njihovo napredovanje. Ze iz rane mladosti ga je
spremljal izreden socialni ¢ut, kar smo velikokrat opazili, ko je z
njemu znacilno vzirajnostjo pomagal vsakomur, ne glede na stan
ali izobrazbo. V prostem casu, kolikor mu ga je ostajalo, Je poleg
drufine viagal svojo energijo 5e v ZdruZenje rezervnih vojaskih
staresin, deloval pri lovskih in strelskih druzinah, bil strasten
radinamater, kasneje tudi racunalnicar, ekspert za strelna orozja,
za letala in sploh za tehnolosko zahtevne tehnicne izdelke vseh
vrst. Prav v zadnjem obdobju se je z vsem Zarom posveli
sisternom GPS. Na tem novem podrocju je svetoval stevilnim
podjetiem, med drugim tudi Ministrstvu za obrambo in Mini-
strsfvu za notranje zadeve, vodil je tecaje za uporabo GPS
sisternov in bil celo somentor pri diplomah Studentov, ki so se
ukvarjali s tem tehniéno dokaj zahtevnim podrocjem

Strokovno in znanstveno delo dr. Belica obsega Stevilne Elanke
v tujin in domacih revijah, referate na simpozijih in konferencah,
strokovna porocila, recenzije in patente. Bil j2 znanstveno-
tehnoloski svetovalec v vec tujih firmah, dobil dve nagradi za
izume in tehnicne izboljave, sodeloval pri snovanju in zaéetnem
delovanju Jugoslovanskega centra za vakuumsko tehniko ter bil
predsednik Jugoslovanskega komiteja za vakuumsko tehniko
Ves ¢as je z velikim razumevanjem podpiral delovanje nasega
drustva, ki je nastalo in Zivelo v isti stavbi kot Institut; Stevilne
aktivnosti 50 se v skupnem okolju dopolnjevale. Nanje in na dr.
Belica nas vezejo mnogi lepi sparmini.

Andrej Pregelj
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