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* Monokrystalova strukturni analyza - studium 3-D
struktur ,,molekul* difrakénimi technikami

» Potfeba vhodne ,,sondy* — napriklad rentgenoveho
zareni (1895, N.c. za fyziku 1901 — W. C. Rontgen)

1912 - prukaz vlnové povahy rentgenoveho zareni
jeho difrakci na krystalu (N.c. za fyziku 1914 — M.
von Laue)

1913-14 - Prvni analyzy struktur krystalu (N.c. za
fyziku 1915 —W.H. Bragg & W.L. Bragg)




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

* 1962 - chemie - M.F.Perutz & J. C. Kendrew — prvni proteiny
e 1962 - medicina - F.H.C.Crick, J.D.Watson, M.H.F.Wilkins-DNA
* 1964 - chemie - D. Crowfood-Hodgkin - biochemické molekuly

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

2003 - chemie (1/2) - R. MacKinnon - ,,structural and mechanistic
studies of 10on channels"

2006 - chemie - R. D. Kornberg - ,,molecular basis of eukaryotic
transcription® (= struktura RNA polymerazy)

2009 - chemie - V. Ramakrishnan, T.A. Steitz, A.E. Yonath -
,,Structure and function of the ribosome




biologické makromolekuly
(databaze PDB)

90. Iéta - PCR [objev 1983,
(1/2) N.C. za chemi1 1993 -
Kary B. Mullis],ploSné
detektory, synchrotronové
zareni

§=
25
N
Q
D
2
S
2
=i
L
—
N
2
d:
:_s
g
Q)
]
e
=
—
=
2
E
@
D
>Q
o
=W

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 genu (lidsky genom: 25000= 28000 =
+23500 genu/2011)

» UrcCovani funkce jednotlivych genu

 Struktury vSech proteintu: Human proteome project




Z roztoku Krystaly

PDB NMR Difrak¢ni techniky
2001 . 2 a Y4 tisice Pres 12 tisic
2008 : 7 a Y tisice 44 a > tisice

Ocekava se, ze prevazna vetsSina struktur globularnich proteinu
(proteint s dobie urCenou tercidrni strukturou) bude urCovana
difrakci rtg. (resp. synchrotronoveho) zareni 1 v budoucnu.




» sonda‘® vhodné¢ velikosti pro studium atomu —
rentgenove zareni o vinove delce v oboru standardnich
meziatomovych vzdalenosti (~ 1 A)

* Foton s latkou interaguje rozptylem nebo absorbci
 Rozptyl - senergetickymi ztratami — Comptonovsky

- beze ztrat energie - Thompsonuv




Nabita Castice je v poli rovinného monochromatického zareni
sekundarnim zdrojem elektromagnetického pole
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Rozptyl na protonech je nevyznamny (je 1837%x slabsi),
difrakci RTG zareni studujeme elektronovou strukturu latky




UrcCeni genu

Priprava rekombinantniho

proteinu, ¢iSténi, zahustovani. ..

Krystalizace
Difrak¢ni experiment

Fazovy problem, priprava
modelu

Zpresnovani modelu
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Neni dosud presné znamo, kolik genu v lidské DNA je.
e Zatim jen u cca 1/10 lidskych enzymu je znama jejich funkce

» Zpracovani genetickych informaci neni mozna bez pocitacu

* Problematické misto - formulace hypotéz o polohach genu
a funkcich jejich produkti




Naprosta vétSina v soucasnosti studovanych proteinu se
pripravuje biotechnologickymi metodami (rekobinantni
DNA, nadprodukce v modelovém systému, ...)

Vyhody — ,,snadnost* provadéni genetickych modifikaci

Kriticka mista : funkCnost u rekombinantnich proteinu
protein musi byt rozpustny

ciSténi




* AZ doposud nejkriti¢téjSi a Casove nejnarocné)si cast urCovani
3-D struktur

* Vyuzivani jiz existujicich zkuSenosti o krystalovani jinych
proteinu (statisticke zpracovavani ,,fidkych* mnoharozmér.
mnoZzin empirickych dat => krystalizacni sety pokryvajici
Sirokou Skalu chemickych podminek)

* Proteomicky projekt - prvni testy s robotem na automatickou
krystalizaci (automaticke michani a pipetovani roztoku,
nanolitrové objemy, strojem fizené mikroskopovani a na FT
zalozené vyhodnocovani vysledkil ) . Zpracovani az desitek
proteinu (desitky tisic testovacich krystalizaci) tydné.




pevna faze

koncentrace




koncentrace B
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Konvenc¢ni laboratorni zdroje charakteristického

rentgenoveho zareni — rentgenova lampa a rotac¢ni
anoda

Limitace — ,,bodovy* zdroj kulovych vin s omezenymi
moznostmi zvySovani vyzaren¢ho vykonu

Synchrotrony — zdroje vysoce intenzivniho spojitého
spektra — radové kratsi experiment (fadoveé hodiny)
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Detektor pracuje s podobnymi polovodiCovymi
prvky jako digitalni fotoaparat.

Scintilacni krystal pfevadi rentgenove zareni do
pasma viditelného svétla

Klady: - rychlost

+-: - velikost CCD prvku — osvétluje se
zuzovacim segmentem ze svétlovodivych
vldken

FIBEROPTIC TAPER
PHOSPHOR
H[S.B:'I TAPER RATIO)

Zapor:- vlastni teplotni Sum polovodict

P}};—R?YN b ELECTRONS
oTO IN CCD PIXEL

VISIBLE
LIGHT
PHOTONS

VISIBLE
LIGHT
PHOTONS




Naprosta vétSina proteinovych struktur je nyni urCovana ze
synchrotron. difrak¢nich dat (hlavni klady: intenzita zafeni,
rychlost experimentu, moznost optimalizace vinove délky) a za
kryopodminek (dlouhodoba stabilita krystalu, lepsi difrakéni
schopnosti).

,,Domaci* laboratore — testovani difrakcni kvality krystali,
,,Jadéni“ kryoexperimentu, predzmrazovani krystalu.

Sbér uplnych difrakénich synchrotron. dat — fadové desitky
minut, ¢asto 1 vyrazné¢ mén¢

Automatizovana vymeéna a méreni zmrazenych (kryo)vzorku

Obrovsky ,,boom‘ Se-proteinit & MAD/SAD experimentil




Principle of an X rays diffraction
experiment
o Area Detector(s)
Chi-Circle
50keV
Electrons

Focussing Mirrors
{or Monoc hromator)

PI'iI;'BI‘}" X-ray Beam

Rotating
Amnode {Cu)

4-Circle Gonoimeter { Eulerian or Kappa Geometry)




* Geometricka limitace po¢tu méritelnych dat — Braggova rovnice

2d, sin@= A

» Difrak¢ni experiment a jeho rozliSeni
(Resolution)

<TI/o(l) >

2\/sin(0), Rozliseni [A]




Strukturni faktor — popisuje amplitudu difraktované viny

N
Fy(F) = IZ p,(F = F,)exp(27ir . F)dr =

voJ=l

N N

= Z Jpj(Rj)eXp 2777.’7*-(’71 t RJ)]dRJ - Z fj(F*)exp(Ziﬁf*-Fj)
J=ly =

Krystalova elektronova hustota je obracenym Fourierovym obrazem
strukturnich amplitud
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p(F) = | F(F")exp(- 2m7" .F)dr" =

|
— Y B, exp|- 27i(hx + ky + I2))
V* V h.k,]=—c
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Fazovy problém — nemétime strukturni amplitudy, ale intenzity difrakci




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

prostifedek — urcit pii difrakénim experimentu ztracenou
informaci o fazich strukturnich amplitud a FT poté ziskat
mapy elektronovych hustot

nejjednodussi metoda — fazovy probleém vubec neresit, vyuzit
podobnost studovaného sytému se systémem s jiz znamou
3-D strukturou (MR, molecular replacement).

nutna je pomérn¢ velmi vysoka podobnost mezi modelem a
studovanym systémem (AA 1dentita cca 30% a lepe, AA
podobnost 50% a lepe)




kanaly rozpoustédla (krystalograficky neusporadané vody)

relativni stabilita tercialni struktury globularnich proteinu pri
interakci jejich interakci s ,,malymi* molekulami

nutnost opakovanych méreni s ruiznymi dobre difraktujicimi
1Izomorinimi derivaty

podobnost struktur proteinu s jejich Se-Met analogy

disperzni zavislost redlne 1 imginarni slozky fg.




[zomorini nahrazeni

Imaginarni osa

Realna osa




Vicenasobn€ nahrazeni (MIR)

a




RozliSeni  Pocet nezav. Pom¢ér poctu

reflexi reflexia proménnych
[A] Xy.zy  iXY,zBj
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 souradnic, 6000 proménnych vcetné B

*Teplotni kmity




* Experimentalni proménné¢ — difrakce
* Modelova funkce — strukturni amplituda

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

» Kriterium spravnosti — R faktory

* Limitovany pocet pozorovani dany rozliSenim experimentu
e Nelinearni problem — iterativnost, konvergence
* Lokalni vs. globalni minima

o _ Prefitovani‘




 ,,constrained” minimalizace: X=CX'+¢

* ,, Tvrdé* vazebni podminky

* Trivialni aplikace — operace symetrie pro S.G. vyssi nez P1
 ,rigid body refinement* + volné proménné popisujici AA

» priklad: 17 atomovy fragment
fenylalanin-alanin

e 51 vs 11 parametrt

 aplikace — zpfesnovani el. hustoty




o ,,mckkeé* vazebni podminky
e restrained* minimalizace — vyuziti nekrystalografickych dat

e popis pomoci ,,toleranci*

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

e chemicka ,,energie* popisujici vzdalenosti, thly, planarity, ...
2
Sp = WDZ w; (dj,IDEAL a dj,MODEL)
J

e dodate¢ne tdaje — strukturni databaze, spektralni data, QM vypocty
« vahove¢ koeficienty

e 2 stupnove zpresnovani — generovani chem. informace + minimalizace




 Krystalografie malych molekul — metoda neymensich Ctvercu
S = Z WH(‘F H

C)z s2=Y WH(\FH 2)2
H H

 Tayloruv rozvoj kolem minima se ¢leny 1. faddu vede na soustavu k rovnic
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* Proteiny — jde doopravdy o rozvoj kolem globalniho minima?

*Spatné urena faze — pomala konvergence (minimalizace rozdili mezi
mapami elektron. hustoty)




Startovni model

Manualni Gprava modelu

+

\ 4
A 4
Minimalizace
A 4
\ 4

Vypocet novych map
elektronove hustoty

+

Vypocet novych
strukturnich faktoru




,Primy“ prostor

£k+1

,Reciproky‘“ prostor

£k+2







