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Proteinova krystalografie

Bilkoviny jsou zadkladni stavebni a funkéni jednotka organizmd.
Znalost jejich struktury je dllezitd pro pochopeni principl jejich
funkce. Také umoziiuje racionalné navrhnout dpravy, které povedou
ke zméné &i ovlivnéni této funkce.
Uplatnéni:

o Biotechnologie: vyzkum biokatalyzator(

e Farmaceuticky priimysl: boj proti rakoving, AIDS, Alzheimerov&

chorobé...

Makromolekuldrni krystalografie je st&€Zejni disciplinou pro uréeni
struktury.
Proces: ziskani proteinu, krystalizace, difrakéni experiment,
zpracovani dat, uréeni struktury
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Usporadani difrakéniho experimentu — schéma
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Realné usporadani difrakéniho experimentu
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Krystaliza¢ni podminka: 0,01 M ZnS, 12 % (v/v) PEG550 MME,
0,1 M MES pH 6,5.

Krystalizaéni desti¢ky byly uchovdvany pfi teploté 298 K.
Mé&Feni na synchrotronu Petra Ill v Hamburku

A =0,9201 A

Vzdalenost vzorku od detektoru: 419,67 mm

Rotaéni metoda, 2000 snimki, A¢ = 0,1°, expozice 0,15 s
Celkem rotace o 200°, expozice 300 s

Vizualni inspekce: reflexe spat¥eny p¥i rozligeni 2,25 A.

Na 3. snimku: ¥ady rozstépenych reflexi. Vzorek je tedy tvoren
dvéma krystaly, které pravdépodobné vznikly nasté€penim jednoho.
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Rady rozét&penych reflexi na 3. difrakénim snimku

’.}}'
M|
=
—— -
"""-;.. .
N
- 6
T
e,

e i 0

. :

Martin Maly (FJFI CVUT) Korekce na radia&ni pogkozeni 7. CSSVKF



Zpracovani difrakénich dat

Zpracovani bylo provedeno softwarovym balikem XDS.

Indexace reflexi a urleni grupy symetrie prob&hly bez problémi.
Béhem integrace a seskdlovani reflexi také nenastaly Zadné potiZe.

V pribéhu experimentu dochdzelo k radiaénimu poskozeni krystalu.

Reflexe ze snimki 1550-2000: znatelny pokles hodnot indikatoru
kvality //o.
Optimalizace zpracovani:

e PouZita pouze data ze snimkd 1-1550.
o Zménén difrakéni limit nejvy&iho pouZitého rozligeni z 1,95 A na
2,00 A.
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Srovnani zpracovani pred a po optimalizaci.

Pouzité snimky 1-2000 1-1550
Difrakéni limit [A] 50,00-1,95 (2,07-1,95) | 50,00-2,00 (2,12-2,00)
Prostorova grupa Ccl21 c121

a= 132,75 a= 132,77

b = 56,97 b = 56,99

Parametry elem. buiiky [A] c = 86,84 c = 86,88
a =~ = 90,00° a =~ = 90,00°

B = 95,66° 5 = 95,66°

Potet reflexi

157808 (22970)

118941 (17525)

Potet nezavislych reflexi

46312 (7066)

42072 (6477)

Kompletnost [%] 97 (93) 95 (91)
Redundance 3.4 (3.3) 2,8 (2,7)
Mozaicita [°] 0,3 0,3

CCyp2 0,994 (0,320) 0,995 (0,571)
Wilsoniiv B-faktor [A?] 37 36
/o 8,0 (1,5) 9,0 (2,0)
Rumeas 0,150 (1,404) 0,113 (0,898)
Rmerge 0,127 (1,176) 0,093 (0,738)
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Interpolace dat

@ Korekce radiaéniho poskozeni krystalu v priib&hu méfeni:
o Interpolace experimentdlnich dat k hypotetické nulové absorbované
ddvce zafeni pfi doporué¢eném snimku 350.
e PouZita jiZ optimalné zpracovana data programem XDS.

Software XDS | XDS & XSCALE
Difrakéni limit [A] 50,00-2,00 (2,12-2,00)
CCy) 0,995 (0,571) | 0,996 (0,613)
1/o 0 (2,0) 11,3 (2.4)
Rimeas 0,113 (0 898) | 0,099 (0,847)
Rmerge 0,093 (0,738) | 0,082 (0,697)
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Regeni struktury — Molrep, REFMAC5
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Elektronovd hustota — ligand
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Elektronovd hustota — molekuly vody
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Shrnuti

7

@ Uspésna krystalizace, difrakéni experiment na synchrotronu

o Radiaéni poskozeni krystalu, rozstépené reflexe
@ Optimalizované zpracovani programem XDS

e Vynechany snimky z konce méfeni

o Zménén difrakéni limit
@ Interpolace pomoci XSCALE

@ Ziskana elektronovad hustota a struktura komplexu protein:ligand
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Podé&kovani

Rad bych podékoval Ing. Petru Kolenkovi, PhD. za spolupréci a vynikajici
vedeni mé prace.
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Dékuji za pozornost!
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