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Centralni dogma strukturni biologie
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DNA sekvence

Strukturni biologie v
,postgenomické” éfe biologie
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Pocet proteinovych struktur v PDB
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As of 22 January 2013, the breakdown of current holdings is as follows:

Experimental Proteins Nucleic Acids
Method

X-ray diffraction 72060 1432
NMR 8564 1017
Electron microscopy 339 39
Hybrid 45 3
Other 147 4
Total: 81155 2495

Protein/Nucleic Acid

complexes Other Total
3686 377181

191 7 9779

123 0 501

2 1 51

5 13 169

4007 24 87681




Membranové proteiny
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Primarni struktura — pfime urceni

* MS - hmotnostni spektroskopie (mass spectrometry)

e Techniky typu MALDI, Matrix-assisted laser desorption/
/ionization

» Detaily - pfednaska doc. Zdrahala

Sekundarni struktura — definice

Urcujici interakce —strukturu stabilizujici vodikové mustky
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Sekundarni struktura — nep imé urceni
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Sekundarni struktura a CD spekira
* cirkularni dichroismus — rlizna absorpce levotocivého a
pravoto€ivého kruhové polarizovaného svétla
» spektralné zavislé zmény - UV oblast - 170 - 260 nm
» Aditivni sianal (mnozstvi. délka drahy, slozky)
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CD - fyzikalni principy

Linearné polarizované SVetI0: http:/mww.enzim.hu/~szia/cddemoledemo2.htm
Lin. polarizované SVét|O+abSOl'pce:http://www.enzim.hu/~szia/cddem0/edem010.htm

Superpozice zAareni: nttp://www.enzim.hu/~szia/cddemo/edemod.htm
http://www.enzim.hu/~szia/cddemo/edemo5.htm

Kruhové polarizované SVetlo: hitp:/mww.enzim.hu/~szia/cddemo/edemo7.htm
Linearné vs kruhové polarizované svétlo:

http://www.enzim.hu/~szia/cddemo/edemo8.htm

Kruhové polarizované svétlo a absorpce:

http://www.enzim.hu/~szia/cddemo/edemo11.htm

Kruhové polarizované svétlo a cirkularni dichroismus (=rozdilnéa
absorpce LaP SlOiky): http://www.enzim.hu/~szia/cddemo/edemo14.htm

CD - instrumentace

The photoelastic medulator (PEM)
converts the linear polarised beam into
left and right circularly polarised (LCP
and RCP) light alternating at 50KHz.
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CD - instrumentace

* VVyrobce — napf. JASCO
* Zdroj svétla: Xe lampa
 Draha svétla ve vzorku: ~ 1 mrr

- Maximalné precistény vzorek
e Zadné dodatec¢né UV absorbenty
* Filtrace (parazitni rozptyl na mikronecistotach)

* Roztok — podminky blizké fyziologickym

Moalecular ellipticty

CD - priklad aplikace — prion PrPc

CD spektrum

B monomer
-@-oligomer

P L L M
200 210 220 230
Wavelength (nm)




CD - vyhody a nevyhody

Vyhody:

* nedestruktivni metoda

» malé mnozstvi vzorku (200 ul @ 0.5 mg/ml)

« citlivost na fyziololog. zmény ovliviujici sekundarni strukturu
« relativné rychla a ,levna“ metoda

Nevyhody:
* nejde pouzivat koncentrované absorbujici pufry
« relativné nizka presnost num. analyzy podilu a/@/ struktur

Hlavni oblast pouZiti:
Informace o stavu ,sbaleni“ (tzv. foldu), resp. sekundérni strukture
makromolekularniho vzorku za podminek blizkych fyziologickym

Year

Pocet proteinovych struktur v PDB

o 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000 70,000 80,000 90,000

87681
structures

As of 22 January 2013, the breakdown of current holdings is as follows:

Experimental Proteins Nucleic Acids Protein/Nucleic Acid Other Total
Method complexes

X-ray diffraction 72060 1432 3686 377181
NMR 8564 1017 191 7 9779
Electron microscopy 339 39 123 0 501
Hybrid 45 3 2 1 51
Other 147 4 5 13 169
Tofal: 81155 2495 4007 24 87681




(Strukturni) biologie — exp. techniky

Oblasti rozliSeni metod a velikostni Skaly objektd

~ AFM konventnimikroskopie
- NMRRTG © NMRRTG
I I I
1 nm 1pum 1mm

biomolekuly Protein. ,stroje"

organely buriky

Studium 3D struktur: sonda + vzorek

Sonda:

« (viditelné svétlo ?)

* RTG zareni

« viny/Céastice: elektrony
« radiofrekvenéni viny

Vzorek:

¢ (bio)molekuly v roztoku - NMR

* (bio)molekuly zmrazené v ledu -kryoEM

* (bio)molekuly usporfadané v krystalu - RTG

11



Studium 3D struktur proteinu

Z roztokd Krystaly
PDB NMR RTG difrakéni techniky
2001 : 2 aVatisice Pres 12 tisic
2008 : 7 a Y tisice 44 a Y tisice
2013 : 8 a Y tisice Pres 72 tisic

Odhad: étSina struktur finejmensim globularnich protein
(proteini s dolie u€enou terciarni strukturou = vysledky CD)
bude uéovana difrakci RTG Z&ni i v budoucnu.

Studium 3D struktur: RTG+NMR

RTG NMR
z j RF
®  Difrak &ni ® /
RTy' obraz Rj'f Resonance
Ho

Krystal: shodn é
orientované molekuly V roztoku
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RTG krystalografie - postup

(0.) Hiprava rekombinantniho S crystal
proteinu,Cisténi, zahudovani... ‘

1. Krystalizace
2. Difrakéni experiment

3. Fazovy problém,ifprava ',
modelu

4. Zpfesiovani modelu

diffraction
© pattern

L. electron
o density map

refinement

atomic
- model

Krystaly

Krystal — periodicky uspofadana latka
Opakovani motivu:

e posun

* rotace

Krystal (bio)polymeru
e oblast polymeru
e oblast rozpoustédla

Cistota + stabilita vzorku

13



Krystalizace proteinu

 Difazni techniky

» Fazovy graf
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Krystalizace proteinu

Problém:
Jak ,rychle* vypéstovat
~pouzitelny“ krystal?

» Empirie — sady roztoki
* SoubézZné experimenty
» Malé (nanolitrové) objemy

=> nasazeni robotiky
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Difrakéni experiment: principy
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Difrakéni experiment-schéma
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DifrakCni experiment: zdroj RTG
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Difrak&ni experiment: goniometr+detektor

X-RAY
PHOTON

PHOSPHOR
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Difrak¢ni experiment: instrumentace na MU

Kryokrystalografie — mj. eliminace radia¢niho aj. rozpadu vzorku

Difrakéni experiment: interpretace dat

Nabita ¢astice je v poli rovinného monochromatického zareni
sekundarnim zdrojem elektromagnetického pole

et .

I, = |y —5—5—SiN? ¢
Q Oi mzr 2C 4
Rozptyl na protonech je nevyznamny (je 1833labsi), difrakci
RTG zé&eni studujemelektronovou strukturu latky

Krystalova elektronovéa hustota je obracenym Fouviamoobrazem
strukturnich amplitud

p(F) = | F(F")exd- 2niF" F)dr" = é Y Fu exp- 27 bx+ ky + 12 )
v h,k,|=—co
F(r) je komplexni velina gfimo nen&fitelna, néfime jen jeji

velikost =>Fazovy problém krystalografie

17



Difrakcni experiment: vinéni, amplituda+faze

wavelength

Difrakéni experiment: limitované rozliSeni

geometrické limity na po¢et namérenych dat

2d. SING=A Ores = A/ 2siN6

<l/o(l) >

~Sum* detektoru

>

: /2sin(6), Rozligeni [A']
p(F) = | F(F")exd- 2niF" F)dr" = \% exip- 27 bx + ky + 1z )
h,k,| =—c0

rychlé + pfesné méfeni =>

/\ co nejintenzivngjsi zdroj RTG
~




Fazovy problém

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

prostfedek — urcit pfi difrakénim experimentu ztracenou informaci
o fazich strukturnich amplitud, pak Fourierovou transformaci
ziskat mapy elektronovych hustot

nejjednodussi metoda — fazovy problém vibec nefesit, vyuZzit
podobnost studovaného sytému se systémem s jizZ zndmou 3-D
strukturou (MR, molecular replacement).

nutna je pomérné velmi vysok& podobnost mezi modelem a
studovanym systémem (AA identita cca 30% a lépe, AA
podobnost 50% a Iépe)

Fazovy problém: SeMet proteiny +
kovove derivaty proteinu

neuspofadané vody)

relativni stabilita terciélni struktury

kandly rozpoustédla (krystalograficky 2
17
/ / 1F| \
globularnich proteint pfi interakci jejich f

\

interakci s ,malymi“ molekulami T 2

nutnost opakovanych méreni s riznymi ~
dobfe difraktujicimi izomorfnimi derivaty

podobnost struktur proteinu s jejich Se-Met
analogy

19



Strukturni model: vliv rozliSeni

(@) 5.0A (h) 3.0A (c) 15A

i

Nebezpedi: hlavni nebo vedlejSi fetézec => chybné postaveny model

Strukturni model: zpfesnovani

Nelinearni problém — iterativnost, konvergence

L . 2 IRl - KR
Kritérium spravnosti : R-faktory g-+__

Y
H

Startovni model

Manudlni Gprava modelu

i

Minimalizace Vyposet novych map
elektronové hustoty
Y Vypocet novych

strukturnich faktora

20



RTG krystalografie: vystupy

monokrystal — velikost ~104m, V ~10-10-10-12 m3
krystalova mfizka - mfizkové parametry ~10-¢ - 10°m
-V ~1024-102" m3
- typicky 2-8 ,molekul” v burice

strukturni model — ,primérna“, rovnovazna struktura
(ze souboru 1012-10'8 molekul)

Teplotni aj. pohyby —,teplotni faktory” (B, ev. U)

teplotni elipsoidy (ORTEP) — pravdépodobnost vyskytu

NMR spektroskopie

NMR — nuklearni magneticka rezonance

»nuklearni: jadra izotopl s nevykompenzovanymi spiny
1H, 13C, 15N

e ,magnetickd": externi (silné) magnetické pole

e rezonance": pohlcovani (+ vyzafovani) zafeni (RF
pasmo) je zesilovano na rezonancnich frekvencich

@ B spin
Transition
T Energy between
S separation spin states
o (AE) gives NMR
g line
(']
a spin
ﬁ%"‘ Irradiation

Magnetic field strength —>
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NMR spektroskopie: instrumentace

7] ] NMR Sample Tube
/[_ | Shim Cols
Liquid Helium - & — 2 | "
-269°C | Radio Frequency Cail
| p (Transmitter/Receiver)
Superconducting 3
Solencid —— ' |- Tuning Capacitors
|
Liquid Nitrogen —_| |
-196°C r— —— __|__— Removable Probe
T/R Switch

Proteinovy vzorek: objem cca 300-600 ul, mM koncentrace, Cistota + stabilita

NMR spektroskopie: chemicky posuv

Chemicky posuv (chemical shift) — posun resonanéni frekvence (vici
standardu)
Modifikace signalu: zmény magnetického pole + ,chemického prostredi*

(@ () (o
CH; —CH,— OH

(a)

Intensity —
Reference

8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical shift (ppm)

)
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical shift (ppm)
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NMR spektroskopie: multi D experimenty

Korela¢ni ovliviiovani se blizkych magnetickych momentu
Experiment: COSY + NOE spektroskopie

) B
HoC_H } Y,
\Cu\/ ey I-F!D H { t
NQL/C \/c.l/ " .
H | = p Vel H H H H
- Nng/ < b
H o | B || . t H
B o § >ai e |
Hg
Ala H 5. H

COSY - korelaéni spektroskopie —
koreluji momenty vazebné blizkych
jader (napf. z jednotlivych AA) - 1D

NOESY - ,nuclear Overhauser effect”
spektroskopie — zdroj 2D a 3D informaci
0 ,blizkych* (d <5 A) jadrech

NMR spektroskopie: multi D experimenty
FT NMR: NMR s
Fourierovou analyzou

Multi D experiment:
nékolik budicich pulst

Proton chemical shift (ppm)
(%]
T

9 7 51 3 1
Proton chemical shift (ppm)

‘ Preparation ‘ Evolution ‘ Mixing Time Detection




NMR spektroskopie: ,nepfima“ 3-D data

Korelaéni experimenty — ,pfifazeni“/indentifikace pikd vici primarni struktufe
NOE experimenty — distan¢ni informace o blizkych jadrech

Vysledek: ansambl moznych feSeni

Komplementarita experimentalnich technik

NMR < » RTG krystalografie

Vypocetni
metody

+ metodiky ,budoucnosti : kryoEM, ...

Limitace technik: velikost studovaného systému, rychlost,
mozné ,slepé” ulicky, ...
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KryoEM: transmisni elektronova mikroskopie

» elektronovéa mikroskopie —> vakuum
* transmisni —> tenky vzorek
* vzorek za ,pfirozenych“ podminek

-> Vzorek (monovrstva nahodné
umisténych a ndhodné orientovanych
vzork() je zmrazeny v (amorfnim)
ledu fixovanym v podpurné mfizce

P R :

G
£
v
.
»
i
L

-

KryoEM: pocitacova rekonstrukce obrazu

pohledy na ,rizné“ vzorky
~-hahodnym“ smérem

slaby/zaSumény signal
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KryoEM: pocitacova rekonstrukce obrazu

3D obraz : pocita¢ova rekonstrukce z (mnoha) 2D pohledu

[ U |
\ |

{

Strukturni informace: integrovany pristup

Povrchova obalka alfaviru pusobiciho
».Chikungunya“ hore¢ku.

Mr = 25 MDa
Cervena+zluta — 240 dimer(
protein. heterokomplexu

E1/E2 - vysledek RTG

Virion. obéalka — Seda —
vysledek kryoEM
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