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

Potiteba vhodné ,,sondy* — naptiklad rentgenoveho
zareni (1895, N.c. za fyziku 1901 — W. C. Rontgen)

1912 - prukaz vlnové povahy rentgenového 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
1962 - medicina - F.H.C.Crick, J.D.Watson, M.H.F.Wilkins-DNA
1964 - chemie - D. Crowfood-Hodgkin - biochemické molekuly

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

2006 - chemie — Roger Kornberg — RNA polymeraza

2009 - chemie - Venkatraman Ramakrishnan, Thomas A. Steitz,
Ada E. Yonath - ribosome




90. léta - plosné detektory,
synchrotronové¢ zateni, PCR
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(databaze PDB)

)

=
2
=
-3
N
=]
=
"
g
=
]
=
=
3]
—_
a
-
=
=
g
-
-
2
Eb
by
:rfj
=
=
=
o
—
7]
k3
»
<
(=W




« 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 Iinitiative: 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:25-28000 genu?)

» UrCovani funkce jednotlivych genu

 Struktury vSech proteinti:Human proteome project




Z roztoku Krystaly
PDB NMR Difrak¢ni techniky

2001 . 2 a Y tisice Pres 12 tisic
2008 . 7 a Y tisice 44 a Y tisice

Ocekava se, ze prevazna vétsina struktur globularnich proteinu
(proteinu s dobie ur¢enou terciarni strukturou) bude urCovana
difrakci rtg. (resp. synchrotronového) zareni 1 v budoucnu.




,,sonda‘“ vhodne velikosti pro studium atomu —
rentgenove zareni o vilnove délce v oboru standardnich

meziatomovych vzdalenosti (~ 1 A)

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

- beze ztrat energie - Thompsoniiv




Nabita Castice je v poli rovinneho 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




UrCeni genu

Ptiprava rekombinantniho

proteinu, Ci1Sténi, zahustovani. ..

Krystalizace
Difrak¢ni experiment

Fazovy problém, priprava
modelu

Zpresnovani modelu

refinement

diffraction
pattern

electron

| density map

atomic

Y <, model




Neni dosud piesn€ znamo, kolik genu v lidské DNA je.
Zatim jen u cca 1/10 lidskych enzymu je znama jejich funkce

Zpracovani genetickych informaci neni moZzna bez pocitact

Problematické misto - formulace hypotéz o polohach genu

a funkcich jejich produktu




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

Vyhody — ,,snadnost* provadéni genetickych modifikaci

Kritickd mista : funk¢nost u rekombinantnich proteinu

protein musi byt rozpustny
C1Sténi




* AZ doposud nejkrititéjsi a Casove nejnarocn€)si Cast urCovani
3-D struktur
Vyuzivani jiz existujicich zkusenosti o krystalovani jinych
proteinu (statisticke zpracovavani ,,fidkych* mnoharozmér.
mnozin empirickych dat => krystalizacni sety pokryvajici
Sirokou Skalu chemickych podminek)

Proteomicky projekt - prvni testy s robotem na automatickou
krystalizaci (automatickeé michani a pipetovani roztoku,
nanolitrové objemy, strojem fizen¢ mikroskopovani a na FT
zalozen¢é vyhodnocovani vysledku ) . Zpracovani az desitek
proteint (desitky tisic testovacich krystalizaci) tydné.




teplota

pevna faze

koncentrace




A
koncentrace B

—

metastabilni oblast

kapalina

>

koncentrace A




Konvencni laboratorni zdroje charakteristického
rentgenoveho zareni — rentgenova lampa a rotacni

anoda

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

Synchrotrony — zdroje vysoce intenzivniho spojit¢ho
spektra — radove kratSi experiment (fadové hodiny)
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Rentgenovy film

Scintilacni detektor

PloSny mnohadratovy proporcialni detektor

Detektor typu ,,obrazova deska“
CCD detektor




Elektronicky zpracovatelny analogie
klasického filmu

Integrujici detektor zaznamenavajici
virtualni obraz (ionty Eu’*)

Klady: - 50x citlivéjsi nez film, nizky
Sum

+/-: - velké rozméry celého zatizeni

- rozliSovaci schopnost cca 0.1 mm
dana zrny krystalt detek¢ni latky

Zapory: - omezena linearita
- ,,vyvolavani“ je relativné dlouhé

5 ey

Laser. paprsek

200mm 7
>

vystup




Detektor pracuje s podobnymi polovodiCovymi
prvky jako digitalni fotoaparat.

Scintilacni krystal prevadi rentgenove zareni do
pasma viditeln¢ho svétla

Klady: - rychlost

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

Zapor:- vlastni teplotni Sum polovodict

PHOSPHOR

VISIBLE
LIGHT
PHOTONS

FIBEROPTIC TAPER
[3 6:1 TAPER RATIO)

\ cco
ELECTRONS
IN CCD PIXEL

VISIBLE
LIGHT
PHOTONS




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

,,Domaci* laboratore — testovani difrak¢ni kvality krystalu,
,,Jadéni kryoexperimentu, predzmrazovani krystalu.

Sbér uplnych difrak¢énich synchrotron. dat — fadovée desitky
minut.

Automatizovana vymeéna a méfeni zmrazenych vzorkiu

Obrovsky ,,boom* Se-proteinit & MAD/SAD experimentu




* Geometricka limitace poctu métitelnych dat — Braggova rovnice

2d,, sinfd= A

» Difrakeéni experiment a jeho rozliSeni
(Resolution)

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




Strukturni faktor — popisuje amplitudu difraktované viny

N
Fu(P)= [ Y p,(F - T exp(2rif”.F)dF =

v j=1

\ N
=2 [ iR expl2ait” (F, + R, |oR, = X (") exp(27iF 7))
v =1

j=1

Krystalova elektronova hustota je obracenym Fourierovym obrazem
strukturnich amplitud

NGE jF(r*)exp( 27iF" . F)dF” vi Z 1 €xp| = 27i(hx + ky + 12)]

v’ —00

Fazovy problém — neméfime strukturni amplitudy, ale intenzity difrakci




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

prostiedek — urcit pri difrakénim experimentu ztracenou
informaci o fazich strukturnich amplitud a FT poté¢ ziskat
mapy elektronovych hustot

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

nutna je pomérné velmi vysoka podobnost mezi modelem a
studovanym systemem (AA identita cca 30% a 1épe, AA
podobnost 50% a Iepe)




kanaly rozpoustédla (krystalograficky neusporadané vody)

relativni stabilita tercidlni struktury globularnich proteina pri
interakci jejich interakei s ,,malymi“ molekulami

nutnost opakovanych méreni s ruznymi dobie difraktujicimi
1zomorfnimi derivaty

podobnost struktur proteint s jejich Se-Met analogy

disperzni zavislost realné 1 imginarni slozky fg,




[zomorfni nahrazeni

Imaginarni osa

Realna osa




Vicenasobn¢ nahrazeni (MIR)
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Vicenasobna anomalni disperse (MAD)




RozliSeni  Pocet nezav. Pomér pocti
reflexi reflexi a proménnych
[A] Xy.zy  {XY,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 soutadnic, 6000 proménnych vcetné B

*Teplotni kmity




Experimentalni proménne — difrakce
Modelova funkce — strukturni amplituda

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

Kritérium spravnosti — R faktory

Limitovany pocet pozorovani dany rozliSenim experimentu

Nelinearni problém — iterativnost, konvergence
Lokalni vs. globalni minima

,,Prefitovani




,,constrained‘ minimalizace:
,, Lvrdé*‘ vazebni podminky

Trivialni aplikace — operace symetrie pro S.G. vyssi nez P1

,,11g1d body refinement® + volné proménne popisujici AA

priklad: 17 atomovy fragment
fenylalanin-alanin

51 vs 11 parametra

aplikace — zptesnovani el. hustoty




,,mékkeé“ vazebni podminky

,Jrestrained minimalizace — vyuziti nekrystalografickych dat

popis pomoci ,,toleranci

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

chemicka ,,energie* popisujici vzdalenosti, uhly, planarity, ...
2
SD = WDZ W (dj,IDEAL - dj,MODEL)
j

dodatecn¢ tidaje — strukturni databaze, spektralni data, QM vypocty
vahove koeficienty
2 stupnove zpiesnovani — generovani chem. informace + minimalizace




 Krystalografie malych molekul — metoda nejmensich Ctvercu

SIZZH:WH(‘FHO_‘FH C)Z SzZZWH(‘FHi_‘FH i)z
H

 Taylortv rozvoj kolem minima se ¢leny 1. fadu vede na soustavu k rovnic

2

5|F,y ) ;
AX, | = (F - AX)"'W(F - AX)

S'=) w,| AF, - )
I

C 0X,

* Proteiny — jde doopravdy o rozvoj kolem globalniho minima?

*Spatn¢ urCena faze — pomald konvergence (minimalizace rozdili mezi
mapami elektron. hustoty)




Startovni model

Manualni tprava modelu

Minimalizace

+

Vypocet novych map
elektronové hustoty

+

Vypocet novych
strukturnich faktoru




na empirii zaloZzené Upravy map elektronové hustoty
knihovny fragmentu

zpresnovani pomoci maximalizace entropie vs. konvencni

minimalizace nejmensSich ¢tvercu (LS)

eliminace nedostatku exp. dat vyuzivanim chem. informace

,,brute force* pristup: doplnovani a ubirani molekul vody &
hledani chemicke interpretace noveho modelu




*Pannu & Read (1996) — alternativni pristup —
nejpravdépodobné;si feseni  (maximum likelihood method, ML)

2 |
SLSZZH:WH(‘FHO_‘FH C) SMnggiﬂL(‘FH
* podobnost vztahu pro LS a ML

* metoda nejmensich Ctvercll — specidlni pripad maximalizace
pravdépodobnosti

* problemy — vahy, implementace ,,chyb®, ,,pfefitovani*

o kross-validace®, R-free




e automatizovany pristup k reseni proteinovych struktur

* pozadovany veliky vystup & obrovske finance na vstupu

e |imitovana ucinnost




