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Strukturni biologie v
.postgenomické* éfe biologie
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Techniky strukturni biologie
na atomarnim rozliSeni

NMR «——— RTG krystalografie

NS

Vypocetni
metody

+ metodiky ,budoucnosti“ : kryoEM, ...

Pocet proteinovych struktur v PDB
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Rozdilnost p Fistup it NMR a
rentgenove krystalografie
RTG NMR

®  Difrak éni ® jRe'soRnche
RTG obraz RF 4
Ho

»Primé detekce maxim »Nepfim4 interpretace
elektronové hustoty z meziatom. vzdalenosti
»Krystaly >V roztoku

Vliv a interpretace pohybu v RTG
krystalografii a NMR

RTG:

« Difaznost elektronovych hustot

e Pramérna struktura + ,teplotni* kmity
« Alternativni/ndsobné pozice

NMR:

« Ostrost rezonancnich signald

« Ansambl moZnych feSeni -> pramérna struktura

¢ Moznost studia pfechodl mezi riznymi konformacemi

Strukturni dynamika

Biopolymery jsou dynamické, a vesmés se vyskytuji ve
vice nez jediné mozné prostorové konformaci
Vysledky ani NMR, ani RTG experimentu hemohou byt

reprezentovany jedinou ,spravnou“ konformaci

Pro¢ vypocetni strukturni biologie?

* Experiment (RTG+ NMR) ne vzdy funguje: velikost.
limitace, stabilita/flexibilita, (ne)krystalizovatelnost, ...

« Potencialné velmi rychla cesta ke (spravné?) strukture

» ,Svaty Gral* vypocetni strukturni biologie: ab-initio
predikce 3-D struktur ze znamé primarni sekvence

1 QQYTA KI KGR (\

vypoéet ) —_
11 TFRNE KELRD — —2 ,h NS
21 FIEKF KGR ( 4

» Interpretace a vizualizace experimentalnich vysledk(:
podobnost/rozdilnost struktur, povrchy/dutiny, mutace ...

« Dynamika, atoméarni mechanismus interakci, QSAR, ...




Od sekvence ke 3-D strukture
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Replikace DNA do primarni struktury

Prokaryotes Eukaryotes
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Protein

VOV SOV

Vlastnosti aminokyselin

Amino Acids
Hydroxylic Aalanine (ala)
\ R arginine (arg)
= N asparagine (asn)

E glutamic acid (glu)
G glycine (gly)

\ P D aspartic acid (asp)
i C cysteine (cys)
A \ G Q glutamine (gln)

lisoleucine (il=)

L leucine (lsu)

K lysine (lys)

M metioneine (metf)

F phenyalanine (phe
Positive P proline (pro)
(Basic) S sefine

T threonine (
I W trytophan (trp)

Y tyrosine (tyr)

V valine (val)

Hydrophobic

Charged
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Polypeptidy

Amino acid (1) H Amino acid (2)

Dipeptide

Chemické interakce stabilizujici proteiny
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Limitovana konformaéni volnost protein(
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Sekundarni struktury proteinu

Uréujici interakce
» primérni struktura — kovalentni vazby
« sekundarni struktura — vodikové mustky

Nejjednodussi:
[-oto¢ka — 4AA + 1H-mUstek
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Sekundarni struktury protein(: a-Sroubovice Struktura a topologle protelnu (2D) zapis
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Sekundarni struktury proteinG: B-listy

Sekundarni vs. terciarni struktura protein

» SS stabilizuji protein jako celek C 'g‘;‘ % %

* Rigidita — gen vs. struktura 3 mar doses s
» CATH klasifikace

¢ H-mastky mezi paralelnlml AA vlakny (posun:2AA ~ 7A)

BBBBB Aoy s 2 dayer sandich

T I’k%
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~1400 Lactal dehydrogen:
Superfamilies SiAGman > (|DkAd .
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Sekundarni struktura — pfimé urceni

» Definice — H-vazby
* Nepfimy indikator— hodnoty Ghlt ¢ a y

* (0/B) charakteristika SS:
Cirkularni dichroismus

[T 20 20 20 a0 a0 20

Wavelength (vm)

Sekundarni struktura - predikce

Metody predikce:
« pravdépodobnostné/statistické techniky
« homologie s experimentalné ur¢enymi strukturami

Limitovana presnost - konce a/p struktur

Oktapeptid GSLVALGF:
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Terciarni struktura protein(

* Stabilizace struktury — O-H...O mustky, S-S mustky, iont.
interakce, kovové atomy/ionty, substraty, ...

» Sklad/folding protein(
- teoreticky nevyfeSeny problém

- vysledek zavisly na modelu Cogttin
Ly

- velké proteiny: experiment
je nezastupitelny

Skladani proteinu

\Entmpy {

Energy T

Energy gap

= Mottenglobule =/  Percentage of residues
— = of protein in
native conformation

Discrete folding
intermediates

Native structure
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Proteiny — alternativni konformace

Normal Conformer

Prion PrPC:

Multidoménova struktura proteinu

* Domény — separatné usporadané terciarni struktury
« Evoluéni pGivod — ,gen v genu®, ,protein u proteinu“

17

Multidomeénova struktura proteinu

stabilizace FAD: flavoprotein

Globularni a neglobulérni proteiny

« Rozpustné/globularni

* Membranové proteiny

¢ |IDP — ,intrinsically disordered"
proteins

« Proteinova viakna
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Membranové proteiny
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Membranové proteiny — mozné klasifikace

EXTRACELLULAR
SPACE

« funkce Y,

CYTOSOL

19

Membranove proteiny — mozné klasifikace

Glycolipid
anchor
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« pozice vic¢i membrané
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membrane proteins
protein

Membranové proteiny — mozné klasifikace

Signal-anchor C-terminal :
Typel  Typell  Typell anchor Polytopic

ER lumen

*Topologie

Cytoplasm

« Interakce

Sroubovice Smy¢ky Lipid ve sténé  lont. interakce
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Kvarterni struktura

« 2 avice fetézcu/podjednotek
« Stabilizujici interakce — shodné se silami stabilizujicimi struktury terciarni
« Podjednotky — shodné/neshodné — homo/hetero multimery

Homodimer HIV-1 proteasy
s inhibitorem

Kvarterni struktura

« Dimer (?) + neshodné jednotky: inzulin

e Stabilizace struktury — 2 Zn ionty
¢ Metody ur¢ovani kvarterni struktury — funkéni multimery ?
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Kvarterni + doménova struktura, multimery

= -2

heterodimer: ab

&

heterotetramer: a2b2

heteropentamer a2bcd

“
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Kvarterni struktury + ,kulova“ symetrie
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s

23




