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

* Potrfeba vhodn¢ ,,sondy‘ — napriklad rentgenoveho
zareni (1895, N.c. za fyziku 1901 — W. C. Rontgen)

1912 - prukaz vinové¢ 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)




1926 - chemie - T. Svendberg - priprava koncentrovanych
roztoku proteinu - ultracentrifugace, jednoznacna Mr

1946 - chemie - J.B. Sumner, J.H. Northrop, W. M.
Stanley - purifikace enzymu a viru, enzymy jsou proteiny,
enzymy a viry jde krystalizovat

1958 - chemie - F. Sanger - primarni struktura proteinu

1980 - chemie — P. Berg, W. Gilbert, F. Sanger — metody
na sekvenovani DNA




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

1982 - chemie — A. Klug — uziti elektronoveé mikroskopie —
struktury viru a komplexu protein-DNA

1988 - chemie - J.Deisenhofer, R.Huber & H. Michel -
prvni membranovy protein




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

2012 — chemie - Robert Letkowitz, Brian Kobilka - ,.studies of G-
protein—coupled receptors




* Proteiny — biopolymery, polypeptidy
» Stavebni jednotky — levotoCivé aminokyseliny

* Primarni struktura — posloupnost aminokyselin
(NC 1953 — F. Sanger — struktura inzulinu)




biologické makromolekuly/
proteiny => databaze PDB

Zlom - 90. leta:

-PCR [objev 1983, (1/2) N.C. za
chemii -1993 - Kary B. Mullis]
-plosné detektory RTG zareni

-synchrotronove zareni
-PC

http://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChar
t.do?content=total&seqid=100
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Z roztoku Krystaly

PDB NMR Difrak¢ni techniky
2001 ; 2 a /4 t1sice Pres 12 tisic
2008 ; 7 a 2 tisice 44 a ' tisice
2016 :cca 11 a ' tisice Pres 110 tisic

Ocekava se, Ze prevazna vétSina struktur globularnich proteinu
(=proteinu s dobfe urCenou terciarni strukturou) bude urCovana
difrakci RTG (resp. synchrotronoveho) zareni 1 v budoucnu.




,,sonda‘ vhodné velikosti pro studium atomi — napft.
rentgenové/el.mag. zareni o vinove delce v oboru
standardnich meziatomovych vzdalenosti (~ 1 A)

Foton s latkou interaguje rozptylem nebo absorbci
Rozptyl fotonu1 - se ztratami — Comptonovsky
- beze ztrat energie - Thompsonuv

Rozptyl jinych typu zareni (dualismus vilna/Castice)
nastava jinymi mechanismy

Elektrony jsou rozptylovany nabitymi ¢asticemi
Rozptyl neutronti - na nukleonech, resp. jadrech atomu




Kazda nabita Castice se v poli rovinného monochromatického
zareni stane sekundarnim zdrojem elektromagnetického pole
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[,=1, sin” ¢
0, Oi m27’264

=> rozptyl fotonl na protonech je nevyznamny (1837%x slabsi nez
na elektronech), difrakci RTG zareni proto studujeme zeymena
elektronovou strukturu latky




Rozptyl zatfeni na latce: vic (nez jedno) rozptylové centrum => prostorem se
soucasné Siti nékolik (mnoho) sekundarnich kulovych vin

AL A 14

Soucasn¢ Sifeni kulovych vin => sloZené vinéni, interference
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Roztok/amorfni latka: ndhodné orientované molekuly => vlny z nesouvisejicich
pocatku a sméru => slaby rozptylovy signal

Krystal/periodickée prostiedi => koherentni zafeni => moZnost zesileni signalu
pozitivni interferenci

Difrak¢ni podminky — podminky pro zateni s vyssi (=métitelnou) amplitudou




Vybér genu

Priprava rekombinantniho

proteinu, CiSténi, zahustovani. ..

Krystalizace
Difrakéni experiment

Fazovy problém + priprava
modelu

Zpresnovani modelu

Publikace/uziti vysledku
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krystalizace fazovy problém

exprese  purifikace | Sitakce zisk mapy

: ; RTG zarenim .
proteinu  proteinu 5 }',,, elektronove
: & J_-gh.l;\ hUStOty fit modelu
DR N vyfeseni
Ok G s struktury

W
-

= Lo
oY




Jakou genetickou informaci strukturné studovat?

Neni dosud presné znamo, kolik genu v lidské DNA je (lidsky
genom: v prubchu Casu 25000 = 28000 = 19313 genu
kodujicich proteiny/2016)

Zatim jen u cca 1/10 lidskych enzymu je znama jejich funkce
Strategicky cil — urcCit struktury vsech lidskych proteinu
(Human proteome project)

Prohledavani velkych databazi a hledani jednotlivych genu
Zpracovani - neni mozn¢ bez pocitac. SW + HW

Problematické misto - formulace hypotéz o polohach genu
a funkcich jejich produktu




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

* Vyhody — ,,snadnost* provadéni genetickych modifikaci
— jde pripravovat Se-Met proteiny (fazovy problem)

» Kriticka mista : - (ne)funkCénost rekombinantnich proteinu
- produkovany protein musi byt rozpustny
- C18téni, (ne)stabilita, tendence k agregacim,...




AZ doposud nejkritictéjsi a Casove nejnarocné€jsi ¢ast urcovani 3-D struktur
makromolekul difrakci

Urychleni: vyuZziti jiz ziskanych zkusSenosti o krystalovani (jinych) proteint +
automatizace/robotizace opakované provadénych experimentu

Empirie + statistické zpracovavani => Krystaliza¢ni screens = mnoziny
roztoku (s riznym chemickym sloZenim, pH, aditivy, ...) pokryvajici v
minulosti uspesné pouzité krystalizaCni podminky

Robotika na automatickou krystalizaci: automatické michani/fedéni +
pipetovani roztoki, pipetovani nanolitrovych objemu, strojem fizené
mikroskopovani + pocitaCové vyhodnocovani obrazu)

Pruchodnost: potencialné az desitky proteinu (desitky tisic testovacich
krystalizaci) tydné

http://en.wikipedia.org/wiki/X-ray crystallography#Crystallization




« Rust proteinovych krystali je relativné pomaly => pomalé zmény koncentraci
* MoZny ,,pomaly* fidici d¢j: difizni vyrovnavani koncentraci (rozpoustédla
=vody)

* Metoda sedici/visici kapky (sitting/hanging drop)

« Krystalizace ze smési latek: voda/rozpoustédlo, srazedlo/precipitant, pufry
(stabilizace pH), krystalovana makromolekula, ionty/soli, malé molekuly a
aditiva, ...

« Kapka + zasobnik/rezervoar: ruzné velke objemy, rozdilné sloZeni

* Velikost objemu x doba potiebna k difiznimu ustanoveni rovnovahy




koncentrace B

(protein)

Yacuu
grease

A

Reservoir solution

—

metastabilni oblast

kapalina

»

koncentrace A  (srazedlo)



* Pipetovani mililitrovych objemu (pro automatizovanou
pripravu krystalizaCnich ,,screens‘/roztoku)

* Pipetovani mikrolitrovych objemu (napf. pfiprava roztoku
do zasobniku/reseivoirs pro difuizni techniky)

* Pipetovani nanolitrovych objemu (napft. priprava kapek pro
metody sedici kapky/hanging drop)

« Skladovani + manipulace s krystalizaCnimi deskami +

automatizovany mikroskopicky monitoring zmén v
krystalizaCnich kapkach

http://www.rigakuautomation.com/desktop







Konvenc¢ni laboratorni zdroje RTG zéreni:

— brzdné zareni (nizka GCinnost pti generovani RTGQG)
— rentgenova lampa (A)

— rotacni anoda (B) — X-ray CF — svitivost 2.10°
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Limitace konvenc¢nich zdroji:
— fixni vlnova délka (charakteristické RTG zareni)
— ,,bodovy* zdroj kulovych vin
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Synchrotrony (C az F)
— zdroje vysoce intenzivniho zareni (kratky experiment)
— spojite spektrum (fazovy problém: Se proteiny + MAD)



Brzdné RTG zareni => vlastni RTG — jen jednotky % dodané energie
— hlavni faktor limitujici vykon — je nutné odvadeét teplo

Be okénko

rtg. paprsek

chladici voda

anoda

10-40 mA (V) 40-60 kV

rotujici anoda

_Be okénko

rte, paprsek

viakno

katody |W|




e zafeni od nabitych Castic na zakiivene¢ draze
» relativistické rychlosti, pohyb ve vakuu, ...
* ohyb drahy pomoci dipdlovych magnetu

* jeden ohybovy (bending) magnet
» sady magnetu: undulatory a wigglery

*——e____ RF element,
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wiggler — ohybové magnety jsou od sebe
,.daleko®, mtenzity zafeni vystupujici z 1000 100
jednotlivych ohybovych magneti se scCitaji, |
I~N (N je pocet magnetii)
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undulator— ohyboveé magnety jsou k sobé
,,blizko*, zareni z nich proto interferuje
(=s¢itaji se jejich amplitudy), I~N?

—
—

—_—
—

—_—
po—
- s
P
=]
—
—
—
—
—_—
—
—
—
.
—
L]
-
—
o
—
Q
f—
—
-~
b
—
. —
—
—
J
—
—
—_

0.1 I 10 100
Energie fotonu [keV|

Obrazek 22 Spektralni rozlozeni a kritickeé vinové dél-
ky pro ohybovy magnet (plna ¢ara). wiggler - posouvac
vlnovych délek (¢erchovana cara) a undulator (car-
kovana ¢ara) na 6GeV synchrotronu v ESRF (the




Detekce RTG: scintilaéni krystal (=,,phosphor®,
napt. z Nal legovaného Tl) prevadi RTG
zareni do pasma viditelného svétla

Viditelne svétlo se detekuje podobnymi
mikroelektronic. prvky, jaké obsahuje napf.
digitalni fotoaparat

Klady CCD: rychlost

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

NCJVétéi ZépOI': Vlastni teplotni §um GEPHOR FIBEROPTIC TAPER
[3 6:1 TAPER RATIO)
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Principle of an X rays diffraction
experiment

w
Arvea Detector{s)

Chi-Circle
S50keV
Electrons

Focussing Mirrors
{or Monoc hrormator)

PIillfm‘j' X-ray Beam

Rotating
Anode (Cu)

4-Circle Gonoimeter ( Eulerian or Kappa Geometry)




* Geometricka limitace poCtu méritelnych dat — mérime data jen do
urciteho (max.) difrakéniho uhlu (limitace: prostorove, ¢asove, ...)

e Limit pro max. délku experimentu: radia¢ni poSkozeni

» Braggova rovnice 2d,, sinf= A

* Difrakeni experiment a jeho limitovane rozliSeni (resolution):

emax — dmin //:\A
5
 Nedokonalost (,,mosaicita) krystalt

* Kryokrystalografie

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




Naprosta vétSina proteinovych struktur je v sou€asnosti urovana
ze synchrotron. difrak¢nich dat (hlavni klady: intenzita zareni,
rychlost experimentu, moznost optimalizace vinove delky) a za
kryopodminek (dlouhodoba stabilita krystalu pred experimentem
+ zvysSena odolnost vuci radiacnimu posSkozeni pi1 méreni, lepsi
difrakéni schopnosti, ...).

,,Domaci‘ laboratore: testovani difrakéni kvality krystalu
W 766 o [o) A \% /4 /4 o) ?
,,Jadéni kryoexperimentu, predzmrazovani krystalu.

Sbér uplnych difrakénich synchrotron. dat — radove desitky
minut, ¢asto 1 vyrazné¢ meén¢

Automatizovand vyména a méfeni zmrazenych (kryo)vzorku

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




Strukturni faktor — popisuje amplitudu difraktované viny

N
F (F)= IZ p,(F = F,)exp(2MiF . F)dr =

v J=l
N
= .[pj(Rj)eXp
4

j=!

27 (7 + Rj)]dﬁj - ﬁ £,(F Y exp2mF . F,
=l

Uvedena suma/integral = Fourierova transformace (FT). Analogicky k tomu je

krystalova elektronova hustota obracenym Fourierovym obrazem strukturnich
amplitud

p(F)= [ F(F")yexp(- 2mF". F)di’*:% f Fyy exp|- 27i(hx + ky + I2)|
.

[:

Fazovy problém — neméfime strukturni amplitudy, ale intenzity difrakci,
nezname amplitudy (resp. faze amplitud) se musi urcit/dopocitat




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

mezicil — urcit pi1 difrakénim experimentu ztracenou informaci
o fazich strukturnich amplitud a pote pomoci FT spocitat mapy
elektronovych hustot

nejjednodussi metoda — fazovy problém vubec netesit, vyuzit
podobnost studovaneho sytému se systemem s j1Z znamou 3-D
strukturou=modelem (metoda MR, Molecular Replacement,
molekulove nahrazeni) a faze pocitat na zaklad¢é tohoto modelu
staCi jedno méieni

je nutna relativné vysoka 3-D podobnost mezi modelem a
studovanym systémem (indikator podobnosti — 1-D podobnost:

identita AA cca 30% a Iépe, podobnost AA 50% a vic)




Fy — strukturni amplituda = komplexni
vektor

Imaginarni osa

¢y — faze = thel vektoru Fy; vuci redlné ose

Schéma MR

Nehledame jednotlive fazové
uhly ¢y , ale pozici modelu v

krystalu =3 rotace + 3 posuvy /
modelu




V proteinovych krystalech existuji makroskopicky dlouhe¢ ,,kanaly*
rozpoustédla (krystalograficky neusporadané vody) umoznujici difazi
cizich ,,malych* molekul do celého objemu krystalu

Tercidlni struktury globularnich proteini mohou byt az natolik stabilni, Ze je
chemicka interakce proteint s ,,malymi‘“ molekulami ,,ptilis* neovlivni

Dobra ,,derivujici® molekula — silny vliv na strukturni amplitudu (,,tézké*
atomy, kovy), maly vliv na 3-D strukturu proteinu (=isomorfni derivaty)
., , ) ., Tézky atom Ptriklady sloucenin
Hledani dobrych protein. derivatu je
experimentalné pracné. - -
R L , Pt K,PtCl,, K,Pt(CN),, K,Pt(NO,),,
Je nutné znat odpovédi mj. na otazky: Pt(NH,)CL,, Pt(NH,)Br,, PtCl,, PtCl,

Jak koncentrovany roztok pouzit? Hg HgCl,, HgAc,

, A U UO,(NO,),
Jake molekuly s jakym centr. atomem”? Rt AR e B Y.t

Jak dlouho to ma na krystal plisobit?

Tab. 14
Priklady sloucenin nej€astéji pouzivanych k ptripraveé ko-
vovych derivati proteinti. Ac = acetyl.




. ., Imaginarni osa
Jeden (single) derivat: A

SIR, Single Isomorphous Replacement

= jednoduché isomorfni nahrazeni

Vektorové znazornéni:

Zname velikost strukturni amplitudy pro nativni

a derivovany protein F, a Fjp, muzeme urcit/

spocitat velikost 1 smér F, (ptispévku tézkého kovu), i
calna osa

hledame nezname thly ¢,

Jednoznaéné feSeni - nékolik (Multiple) derivati a
nckolik méfeni: MIR, Multiple Isomorphous Repla-

Y

cement = vicecetné isomorfni nahrazeni




MAD/SAD - experimentalné relativné jednoduché feSeni fazového problému
Opakovan¢ méfeni na jediném krystalu vyuZzivajici spektralni zavislosti
(=disperze) rozptylovych vlastnosti prvki.

Zména vlnové delky = synchrotron

Vhodny prvek:

Se (SeMet),

S (S-S mustky),

kovy v metaloproteinech, ...
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Geometricka limitace poCtu métitelnych dat — méfime jen do urcitého (max.)

difrakéniho uhlu
RozliSeni  Pocet nezav. Pomér poctu
reflexi reflexia proménnych
[A] X.y.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 faktorti B

*Parametr B - teplotni kmity (=zapocteni neurcitosti/neusporadanosti)




Mozné problémy:

Experimentalni proménné — difrakce
Modelova funkce — strukturni amplituda

Startovni strukturni model (z MR) a/nebo mapa el. hustoty
(ziskana po vyreseni fazoveho problému)
Kriterium spravnosti — R faktory

Limitovany pocet pozorovani dany rozliSenim experimentu
Nelinearnost problému — 1terativnost, konvergence
Lokalni vs. globalni minima

,Piefitovani“ (moznost biologicky nesmyslného “feSeni‘
obsahujiciho (jen) molekuly H,O)




« ,constrained” minimalizace: X=C.X'+c
o, Tvrde* vazebni podminky
* Trivialni aplikace — operace symetrie pro S.G. vyssi nez Pl

 ,rigid body refinement™ + volne proménne popisujici AA

« priklad: 17 atomovy fragment
fenylalanin-alanin

* 51 vs 11 parametru

» aplikace — zpfesnovani el. hustoty




,,mekkeé* vazebni podminky
,,Jrestrained minimalizace — vyuziti nekrystalografickych dat
popis pomoci ,,toleranci

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

chemicka ,,energie* popisujici vzdalenosti, uhly, planarity, ...
2
Sp = WDZ w; (dj,]DEAL N dj,MODEL)
J
zdroj dodatecnych. udajt — strukturni databaze, spektralni data, QM vypocty

2 stupnove zpresnovani — generovani chem. informace + minimalizace
rozdilli model/experiment

vahov¢ koeficienty, soucCasne zptesnovani RTG dat + molekularni
mechanika/molekularni dynamika




 Krystalografie malych molekul — metoda neymensich Ctvercu

S' = ZWH(\FHO—\FHC)z S = ZWH(\FH

H H

7\2
C
 Taylortiv rozvoj kolem minima se ¢leny 1. fadu vede na soustavu linearnich
rovnic 2

5|, |
S =Y w,|AFL =Y i
H

T 0y

2
o

_‘FH

C

Ax, | =(F-AX) ' W(F - AX)

Zdroje nelinearity:
* Proteiny — jde doopravdy o rozvoj kolem globalniho minima?
* Spatn¢ urcCené startovni faze => pomala konvergence ke spravnému teSeni




Startovni model

Manudlni iprava modelu

;

\ 4
\ 4
Minimalizace
A 4
\ 4

Vypocet novych map
elektronove hustoty

+

Vypocet novych
strukturnich faktoru




,,PTimy* prostor, prostor atomovych
souradnic + elektron. hustot

o

,,Reciproky* prostor = prostor po FT SQk+2
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Obrazek 96 Ramachandramiv graf dobre vypresnéného
peptidickeho retezee haloalkan dehalogenasy LinB. Glycin
je znacen trojuhelnicky (A). ostatni rezidua ¢tverecky ().




