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Monokrystalova strukturni analyza - studium 3-D
struktur ,molekul” difral¢nimi technikami

Pofreba vhodné ,sondy” — ndiklad rentgenoveho

zareni (1895, N.c. za fyziku 1901 — W. C. Rontgen)
1912 - pfikaz vinové povahy rentgenovéhaeai
jeho difrakci na krystalu (N.c. za fyziku 1914 — M.
von Laue)

1913-14 - Prvni analyzy struktur krysigN.c. za
fyziku 1915 -W.H. Bragg & W.L. Bragg)




1954 - chemie - L. Pauling - ,,The nature of the chemicaldand
the structure of molecules and crystals*

1962 - chemie - M.F.Perutz & J. C. Kendrevprvni proteiny
1962 - medicina - F.H.C.Crick, J.D.Watson, M.H.F kiik-DNA

1964 - chemie - D. Crowfood-Hodgkin - biochemické mallgk

1988 - chemie - J.Deisenhofer, R.Huber & H. Michel -
membranove proteiny

2003 - chemie (1/2) - R. MacKinnon - ,structural andahanistic
studies of ion channels"

2006 - chemie - R. D. Kornberg - ,molecular basis wfaryotic
transcription” (= struktura RNA polymerazy)

2009 - chemie - V. Ramakrishnan, T.A. Steitz, A.len4th -
Jstructure and function of the ribosome




biologické makromolekuly

(databaze PDB)

90. léta - PCR [objev 1983,
(1/2) N.C. za chemii 1993 -
Kary B. Mullis],plosné
detektory, synchrotronove
zaeni
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databaze PDB




« J.C. Venter et al.. The Sequence of the Human Genome,
Science 2001 February 16; 291: 1304-1351.

The genome international sequencing consortium: Initial
sequencing and analysis of the human genome, Nature 409,
860-921; 15 February 2001.

The Arabidopsis genome initiative: Analysis of the genome
sequence of the flowering plant Arabidopsis thaliana. Nature
408, 796-815; 14 December 2000.




* Prohledavani velkych databazi a hledani
jednotlivych ge#g (lidsky genom 25006=
28000= +23500 geii/2011)

o Urcovani funkce jednotlivych gén

o Struktury vSech protetnHuman proteome
project




Z roztoki Krystaly
PDB NMR Difrak¢ni techniky

2001 ; 2 a Yatisice Pres 12 tisic
2008 ; 7 a Y2 tisice 44 a Y- tisice

Ocekava se, zeipvazna ¥tsina struktur globularnich protein
(proteini s dol¥e ucenou terciarni strukturou) budetavana
difrakci rtg. (resp. synchrotronového}eai i v budoucnu.




,sonda“ vhodné velikosti pro studium atdm

rentgenové z@ni o vinové délce v oboru standardnich
meziatomovych vzdalenosti (~ 1 A)

e Foton s latkou interaguje rozptylem nebo absorbci
 Rozptyl - s energetickymi ztratami — Comptonovsky
- beze ztrat energie - Thompson




Nabitacastice je v poli rovinného monochromatickéhéeré
sekundarnim zdrojem elektromagnetického pole

et

| =] sin®
@) Ol mzr 2C4 ¢

Rozptyl na protonech je nevyznamny (je 1835labsi),
difrakci RTG zdéeni studujeme elektronovou strukturu latky




Urceni genu

Friprava rekombinantniho
proteinu,cisténi, zahusovani...

diffraction

. : St attern
Krystalizace o

Difrakeni experiment

Fazovy problém,fiiprava
modelu

Zpresiovani modelu

electron
. density map

refinement




Neni dosud fesre znamo, kolik getiv lidské DNA je.
Zatim jen u cca 1/10 lidskych enzyne znama jejich funkce

Zpracovani genetickych informaci neni mozna bestpdi

Problematické misto - formulace hypotéz o polohaahiig
a funkcich jejich produki




* Naprosta ¥tSina v sodasnosti studovanych protéise
pripravuje biotechnologickymi metodami (rekobinantni
DNA, nadprodukce v modelovém systemu, ...)

* Vyhody — ,snadnost” provashi genetickych modifikaci

o Kriticka mista : funknost u rekombinantnich protéin
protein musi byt rozpustny
cisteni




o Az doposud nejkrititéjSi acasow nejnar@ngjSi ¢ast utovani
3-D struktur

Vyuzivani jiz existujicich zkusenosti o krystalovanygh
protein (statistické zpracovavantigkych* mnoharozrer.
mnozin empirickych dat => krystalizai sety pokryvajici

Sirokou Skalu chemickych podnek)

Proteomicky projekt - prvni testy s robotem na autickau
Krystalizaci (automatické michani a pipetovani roatok
nanolitrové objemy, strojeifizené mikroskopovani a na FT
zalozené vyhodnocovani vysladk. Zpracovani az desitek
proteini (desitky tisic testovacich krystalizaci) tgdn




teplota

pevna faze

koncentrace




A
koncentrace B

—

metastabilni oblast

kapalina

>

koncentrace A




Konvertni laboratorni zdrojeharakteristického
rentgenoveho zéni — rentgenova lampa a rémad
anoda

Limitace — ,bodovy* zdroj kulovych vin s omezenymi
moznostmi zvySovani vyraneho vykonu

Synchrotrony — zdroje vysoce intenzivniho spojitého
spektra fadow kratSi experimentr@dow hodiny)

Intenzita [(foton.s™").(mm mrad)?]

1900

1940

1980







Rentgenovy film
Scintilaéni detektor

Plosny mnohadratovy proporcialni detektor
Detektor typu ,obrazova deska“
CCD detektor




Elektronicky zpracovatelny analogie
klasického filmu

Integrujici detektor zaznamenava|ici gy,

virtualni obraz (ionty E#r)

Klady: - 50x citlivejSi nez film, nizky
sum

+/-: - velké rozndry celého z#izeni

- rozlisovaci schopnost cca 0.1
dana zrny krystél detekni latky

Zapory: - omezena linearita
- vyvolavani* je relativi¢ dlouhé

Laser. paprsek




Detektor pracuje s podobnymi polovéowvymi
prvky jako digitalni fotoaparat.

Scintilacni krystal fevadi rentgenove @ni do
pasma viditelného stla

Klady: - rychlost

+-: - velikost CCD prvku — ositluje se
zuzovacim segmentem zesdovodivych
EUGT

Zapor:- vlastni teplotni Sum polovadi

FIBEROPTIC TAPER
[3 6:1 TAPER RATIO)

CCD
ELECTRONS
1N CCD PIXEL

VISIBLE
LIGHT
e PHOTONS
VISIBLE
LIGHT
PHOTONS

PHOSPHOR




Naprosta ¥tsina proteinovych struktur je nynidamvana ze
synchrotron. difraénich dat (hlavni klady: intenzita izni,
rychlost experimentu, moznost optimalizace vinov&yéa za
kryopodminek (stabilita krystalu, lepsi difréki schopnosti).

,Domaci“ laboratde — testovani difraini kvality krystat,
Jadeni® kryoexperimeni, predzmrazovani krystél

Sker uplnych difraknich synchrotron. datfadow desitky
minut.

Automatizovana vyrna a ndreni zmrazenych vzoik

Obrovsky ,boorfi Se-proteiri & MAD/SAD experiment




Principle of an X rays diffraction
experiment

Area Detector(s)

50keV
Electrons

Focussing Mirrors
{or Momochromator)

.

Primary X-ray Beam

Rotating
Anode (Cu)

4-Circle Gonoimeter ( Eulerian or Kappa Geometry)




o Geometricka limitace gau metitelnych dat — Braggova rovnice

2d, siné= A

» Difrakéni experiment a jeho rozliSeni
(Resolution)

2\/sin(8), Rozligni [A]




Strukturni faktor — popisuje amplitudu difraktovanay!

N
Fu(F)= [ Y p,(F - F,)exp@r F Y =

v j=1

J/,Oj(lij)eX[{ZﬂiF* (r, + Fij)]dﬁej - Jlel f, @ )exfr i)

Krystalova elektronova hustota je obracenym Fouramwbrazem
strukturnich amplitud

o(F) = j*F(F*)exp(— 27iF F)dF’ :Vi f Foo €XP- 271 fix+ ky + 12 )

v h,k,|=—oco

Fazovy problém— nengrime strukturni amplitudy, ale intenzity difrakci




cil — zjistit 3-D model studovane (makro)molekuly

prostedek — uéit pri difrakénim experimentu ztracenou
Informaci o fazich strukturnich amplitud a FT poitskat
mapy elektronovych hustot

nejjednodussi metoda — fazovy probléabec néesit, vyuzit
podobnost studovaného sytému se systemem s jizamnam
3-D strukturou (MR, molecular replacement).

nutna je porarné velmi vysoka podobnost mezi modelem a
studovanym systémem (AA identita cca 30% a lépe, AA
podobnost 50% a léepe)




kanaly rozpoustla (krystalograficky neuspadané vody)

relativni stabilita tercialni struktury globularniphoteini pri
Interakci jejich interakci s ,malymi“ molekulami

nutnost opakovanych &eni s fiznymi dol¥e difraktujicimi
Izomorfnimi derivaty

podobnost struktur proteirs jejich Se-Met analogy
disperzni zavislost realné i imginarni slozky f




[zomorini nahrazeni

Imaginarni osa

Realna osa




Vicenasobné nahrazeni (MIR)

7

A




Vicenasobna anomalni disperse (MAD)




RozliSeni Poet nezav. P@mpocta
reflexi reflexi a prornnych
[A] xy.zp  {xy.z,B}
40.0-3.0 3500 0.8 -
40.0-2.5 6800 1.6 1.2
40.0-1.9 13500 3.1 2.3
40.0-1.5 29800 6.8 5.1
40.0-1.2 58800 13.3 10.0
40.0-1.0 81300 18.5 13.8

*Protein s 182 AA, 40% solventu a 1468 atomy
*+/- 4500 soadnic, 6000 prognnych \tetré B

*Teplotni kmity




Experimentalni prodnné — difrakce
Modelova funkce — strukturni amplituda

Startovni strukturni model — MR, faz. problém + mapa
hustoty

Kritérium spravnosti — R faktory

Limitovany pa@et pozorovani dany rozliSenim experimentu
Nelinearni problem — iterativnost, konvergence

Lokalni vs. globalni minima

,Prefitovani*




,2constrained” minimalizace:
,Tvrdé“ vazebni podrimky
Trivialni aplikace — operace symetrie pro S.G. vy&a P1

,rgid body refinement* + volné prosmné popisujici AA

priklad: 17 atomovy fragment
fenylalanin-alanin

51 vs 11 paramair

aplikace — zpesiovani el. hustoty




,méekkeé* vazebni podminky
Jrestrained” minimalizace — vyuziti nekrystalografickydat
popis pomoci ,toleranci”

dist(Atom,, Atom,) = D+ g(D)

chemicka ,energie“ popisujici vzdalenosti, uhly, platyar...
2
SD = WDZ W; (dj,IDEAL - dj,MODEL)
J

dodaténé udaje — strukturni databaze, spektralni data, QMdatypo
vahoveé koeficienty
2 stumoveé zggesiovani — generovani chem. informace + minimalizace




 Krystalografie malych molekul — metoda nejmensicieraqi

2 5 AY:
SlZZH:WH(‘FHO_‘FH C) SZ:ZWH(‘FHO_‘FH C)
H
» Tayloniv rozvoj kolem minima séleny 1.radu vede na soustavu k rovnic

2

SAx, | =(F - AX)"W(F - AX)

3| F,

H < 0%

Si:ZWH AFIL_Z

* Proteiny — jde doopravdy o rozvoj kolem globalnthimima?

Spatré urcena faze — pomala konvergence (minimalizace rozdézi
mapami elektron. hustoty)




Startovni model

Manualni Uprava modelu

Minimalizace

+

Vypocet novych map
elektronové hustoty

+

Vypocet novych
strukturnich faktoru




,Primy* prostor

,Reciproky* prostor

£k+2







na empirii zalozené upravy map elektronové hustoty
knihovny fragment

zpresiovani pomoci maximalizace entropie vs. koriren

minimalizace nejmensiativerai (LS)
eliminace nedostatku exp. dat vyuzivanim cheformace

,brute force* @istup: dophovani a ubirani molekul vody &
hledani chemicke interpretace noveho modelu




Pannu & Read (1996) — alternativriigtup —
nejprava@podobrjSi reSeni (maximum likelihood method, ML)

2 1
so=Xw (Rl L) se=T (R

H Ome

e podobnost vztainpro LS a ML

e metoda nejmensiaitveral — specialni pipad maximalizace
pravcépodobnosti

 problemy — vahy, implementace ,chyb* rgditovani*
e kross-validace”, R-free

1384




e automatizovany istup kieSeni proteinovych struktur
e pozadovany veliky vystup & obrovskeé finance na pstu

e [imitovana &innost




