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FJFI ČVUT v Praze
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Proteinová krystalografie

B́ılkoviny jsou základńı stavebńı a funkčńı jednotka organizmů.
Znalost jejich struktury je důležitá pro pochopeńı principů jejich
funkce. Také umožňuje racionálně navrhnout úpravy, které povedou
ke změně či ovlivněńı této funkce.
Uplatněńı:

Biotechnologie: výzkum biokatalyzátor̊u
Farmaceutický pr̊umysl: boj proti rakovině, AIDS, Alzheimerově
chorobě...

Makromolekulárńı krystalografie je stěžejńı discipĺınou pro určeńı
struktury.
Proces: źıskáńı proteinu, krystalizace, difrakčńı experiment,
zpracováńı dat, určeńı struktury
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Uspǒrádáńı difrakčńıho experimentu – schéma
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Reálné uspǒrádáńı difrakčńıho experimentu
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Experiment

Krystalizačńı podḿınka: 0,01 M ZnS, 12 % (v/v) PEG550 MME,
0,1 M MES pH 6,5.

Krystalizačńı destičky byly uchovávány p̌ri teplotě 298 K.

Mě̌reńı na synchrotronu Petra III v Hamburku

λ = 0,9201 Å
Vzdálenost vzorku od detektoru: 419,67 mm
Rotačńı metoda, 2 000 sńımk̊u, ∆φ = 0,1◦, expozice 0,15 s
Celkem rotace o 200◦, expozice 300 s

Vizuálńı inspekce: reflexe spaťreny p̌ri rozlǐseńı 2,25 Å.

Na 3. sńımku: řady rozštěpených reflex́ı. Vzorek je tedy tvǒren
dvěma krystaly, které pravděpodobně vznikly naštěpeńım jednoho.
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Difrakčńı sńımek č. 3
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Řady rozštěpených reflex́ı na 3. difrakčńım sńımku
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Zpracováńı difrakčńıch dat

Zpracováńı bylo provedeno softwarovým baĺıkem XDS.

Indexace reflex́ı a určeńı grupy symetrie proběhly bez problémů.
Během integrace a seškálovańı reflex́ı také nenastaly žádné pot́ıže.

V pr̊uběhu experimentu docházelo k radiačńımu poškozeńı krystalu.

Reflexe ze sńımk̊u 1 550–2 000: znatelný pokles hodnot indikátoru
kvality I/σ.

Optimalizace zpracováńı:

Použita pouze data ze sńımk̊u 1–1 550.
Změněn difrakčńı limit nejvyš̌śıho použitého rozlǐseńı z 1,95 Å na
2,00 Å.
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Srovnáńı zpracováńı p̌red a po optimalizaci.

Použité sńımky 1–2 000 1–1 550

Difrakčńı limit [Å] 50,00–1,95 (2,07–1,95) 50,00–2,00 (2,12–2,00)

Prostorová grupa C 1 2 1 C 1 2 1

a = 132,75 a = 132,77

b = 56,97 b = 56,99

Parametry elem. buňky [Å] c = 86,84 c = 86,88

α = γ = 90,00◦ α = γ = 90,00◦

β = 95,66◦ β = 95,66◦

Počet reflex́ı 157 808 (22 970) 118 941 (17 525)

Počet nezávislých reflex́ı 46 312 (7 066) 42 072 (6 477)

Kompletnost [%] 97 (93) 95 (91)

Redundance 3,4 (3,3) 2,8 (2,7)

Mozaicita [◦] 0,3 0,3

CC1/2 0,994 (0,320) 0,995 (0,571)

Wilson̊uv B-faktor [Å2] 37 36

I/σ 8,0 (1,5) 9,0 (2,0)

Rmeas 0,150 (1,404) 0,113 (0,898)

Rmerge 0,127 (1,176) 0,093 (0,738)
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Interpolace dat

Korekce radiačńıho poškozeńı krystalu v pr̊uběhu mě̌reńı:

Interpolace experimentálńıch dat k hypotetické nulové absorbované
dávce zá̌reńı p̌ri doporučeném sńımku 350.
Použita již optimálně zpracovaná data programem XDS.

Software XDS XDS & XSCALE

Difrakčńı limit [Å] 50,00–2,00 (2,12–2,00)

CC1/2 0,995 (0,571) 0,996 (0,613)

I/σ 9,0 (2,0) 11,3 (2,4)

Rmeas 0,113 (0,898) 0,099 (0,847)

Rmerge 0,093 (0,738) 0,082 (0,697)
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Řešeńı struktury – Molrep, REFMAC5
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Elektronová hustota – ligand
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Elektronová hustota – molekuly vody
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Shrnut́ı

Úspěšná krystalizace, difrakčńı experiment na synchrotronu

Radiačńı poškozeńı krystalu, rozštěpené reflexe

Optimalizované zpracováńı programem XDS

Vynechány sńımky z konce mě̌reńı
Změněn difrakčńı limit

Interpolace pomoćı XSCALE

Źıskána elektronová hustota a struktura komplexu protein:ligand
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Děkuji za pozornost!
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