Rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalat

» A szerkezetmegoldas menete
P L chetdségek és korlatok
» Alkalmazasok



A Kkrisztallografia alapjai

Diffrakcio: a sugarzas rugalmas kolcsonhatasa az anyaggal

Rontgendiffrakcio analogiaja a mikroszkoppal:
Részletes, nagyitott kép alkotasa a vizsgalt targyrol
De nem allithatok elo megfeleld lencsek a szort sugarak refokuszalasara
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»Krisztallografia”:

A sugarzas-anyag kolcsonhatas gyenge — kondenzalt fazisu minta sziikséges
Rendezett minta (egykristaly): a szerkezetrdl 3 dimenzids informaciot kapunk,
amibdl sokatomos, bonyolult szerkezetek 1s meghatarozhatok
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Makromolekulas krisztallografia 1épései

Kristalyositas
Adatgyujtés

K :
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szubsztratkito oproenzim szerkezet
zseb (aktiv forma) oaktivalt szerkezet
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interpretalas
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Alkalmazasi lehetoségek és korlatok

Jellemzo

Kovetkezmény

Elény/ hatrany az
NMR-hez képest

Kristalyok vizsgalhatok

Oligopeptidek hajlékonyak, nem
kristalyosithatok

®

Hajlékony molekula esetén a kristalybeli |®
konformacio felrevezetd lehet
A molekulaméretben nincs Kozepes és nagy molekulak, komplexek |©
korlatozas (pl. virusok, riboszéma) 1s vizsgalhatok
Az elektronsiiriisegi térkép a A molekulamozgésok dinamikajarol ®
kristalybeli molekulakat ter- €s kozvetett informaciot kapunk
idéatlagban mutatja
Altalaban a fehérjék konformacidja |A kristalybeli konformécié fiziologidsan
jol meghatarozott relevans; sok esetben pl. enzimreakcid is
(globularis fehérjek) vizsgalhato
Modellépiteskor egy hasonlo Tobb hasonld szerkezet (pl. kismolekulas |©

szerkezet kiindulasi modellként
alkalmazhato

komplexek) esetén a szerkezetmegoldas
gyors




A meért adatok informaciotartalma: felbontas
Kismolekuldk: atomi felbontas (1-1,2A).

Makromolekulak:.
A kristaly rendezetlenebb, egysegnyi _
kristalytérfogatban kevesebb szor6 egység
(elemi cella) van. Altalaban a maximalis | g
felbontas 1,5-3A.

Alacsonyabb felbontas esetén az
elektronstirtiségi terkép részletgazdagsaga
kisebb (pl. nincs elektronsiriiségi
maximum az atomok helyén).

A geometriat leird paraméterek (pl. atomi
koordinatak) meghatarozasdhoz a meért
adatokon kiviil mas ismereteket is
figyelembe kell venni.

Felbontas:
1,2A

1,8A 4,0A




Modellépites - finomitas

Iterativ eljaras, eredmeénye az elektronsiirliségi térkep javulasa, ami egyre
pontosabb modell épitését teszi lehetove

11. kOre utan:
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A fehérjeszerkezet érvényessége

Rontgendiffrakcios (és NMR) szerkezetvizsgalat esetén A mérésbol nem
kozvetleniil kapjuk meg a szerkezetet: értelmezeési 1épés

» Illeszkedés a mért adatokhoz: krisztallografiai josagi tényezok (R faktor, R:..)
» Felbontas

» Mcért adatok (reflexiok) €s valtozok (atomonként 3 koordinata és altalaban egy
atomi mozgastényez0) szamanak ardnya
» Atomi mozgastényezok:
B>=100 kortili értékek esetén lehet, hogy a valdsagban nem i1s ott van az atom
» Kémiai relevancia:

geometriai jellemzok, nemkotd kolesonhatasok, konformacio, felgombolyodas,
Ramachandran terkép

» Bioldgiai relevancia: 6sszhang az oldatbeli vizsgalatok eredményeivel?
Kristalyt vizsgalunk, nem oldatot - konformacid mas lehet



Oligopeptidek és fehérjék szerkezeti adatbazisokban

CSD (www.ccdc.cam.ac.uk)
Osszes szerkezet:
(~98% rontgendiffrakcio)
Ebbdl peptid:
aciklusos peptid: 728
pentapeptid, vagy nagyobb: 260
aciklusos pentapeptid, v. nagyobb: 139

J\m/ k/

R Iiew, IR lesss, UKalpel, Rishenk, W Jaibesn, N Chasshis,
V.Chavasind, KJostettausnn

J. Nae, Frod,, 65, 13X, 2002
S-Hydrowy-S-1sopropyl -3 8 ~disathyl-7, e~dulypdronaghthalene-1,2,6
()t xicne

Source: Heartwood of Mansonia gaoel

Nelting Posre 128~12% deg.C

Colour: wviolet

Demya Inforsavion: Plant used in Thai folk xedicine as a cardiac
athalant, mLAtaatAc and antidepressas
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PDB (www.pdb.org)
Osszes szerkezet:

(~92% rontgendiffrakcid)
Ebbdl fehérje vagy fehérje-fehérje

64781

59971
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An Information Portal to Biolo[}ﬁical Macromolecular Structures
As of Tuesday Dec 12, 2006 there are 40628 Structures @ | PDBE Statistics @

Welcome to the RCSB PDB

The RCSB PDBE provides a variety of tools and resources for
studying the structures of biological macromolecules and their
relationships to sequence, function, and disease.

The RCEE is a member of the wwPDB whase mission is to
ensure that the POB archive remains an international resource
with uniform data,

This site offers tools for browsing, searching, and reporting
that utilize the data resulting from ongoing efforts to create a
more consistent and comprehensive archive.,

Information about compatible browsers can be found here.

A& narrated tutorial illustrates how to search, navigate,
browse, generate reports and visualize structures using this
NEW SItE. [This requites the Macramedia Flash player download]

Comments? info@rcsb.org

Molecule of the Month: Transposase

In the 1940's, Barbara
MeClintock discovered that
the genome is & dynamic,
changing place. She was
studying maize, and she
found that the beautiful
musaic colors of the

e A b Em s

NEWS

m Complete News
m Newsletter

m Discussion Forum

12-December-2006
RCSB PDB's 2006
Annual Report Now
Available

The RCSB Protein Data
Bank's Annual Report is
currently being
distributed. Covering the
period of July 1, 2005 -
June 30, 2006, this report
documents the recently
released database and
website,




Oligopeptidek
» Sok ciklikus peptid, vagy makrociklus




Oligopeptidek

» Aciklusos peptidek kozott gyakori a helikalis konformacio

BUCOO  CH, CH,  CH,
HN—"—7—NH NH-——NH-——NH
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o CH,
O—
NH
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Oligopeptidek

» Hajtlikanyar

Br o H NH——CH, | N

HOQOC N CH..—NH
) |2

H,O MeCO—OEt




Oligopeptidek

O Pr O Pr O » Szokatlan konformaciok. Pl
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Bu—O NH NH NH balmenetes antiparallel -
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A rontgendiffrakcio alkalmazasai: makromolekulak

A15

K148

A kristalybeli konformacio altalaban azonos az oldatbelivel.
Kevésbeé részletes kep a molekulardl, kismolekulds eredmények felhasznalasa.
Legtobbszor feherjék, komplexeik €s fehérje-nukleinsav komplexek vizsgalata
(kristalyosithatosag)
» Nativ szerkezet vizsgalata: M7
szerkezet-funkci6 0sszefiiggés, (V, .
felgombolyodasi csaladok
» Muticiok hatésa: R 'l y
valtozasok a miikodésben, -- L
fehérjetervezes f 7 sl
» Komplexek ligandumokkal: \,'P s
informacidk a mechanizmusrol, .
specificitas; gyogyszertervezes _
» Komplexek makromolekulak kozott I
molekularis felismerés, szabalyozas "y
» Idofelbontasos krisztallografia



Szubatomi felbontasu szerkezet

Még a kismolekulas kristalyok esetén is ritka.
Ha a felbontas 0,5 A koriil van, a finomitas soran a kotd elektronparokat is figyelembe
vevO modell.
Deformaciods elektronstiriiségi térkép — delokalizaltak-e a m-elektronok,
— milyen a nem kot6 elektronparok iranya.
A molekula dipolusnyomatéka meghatarozhato, és kovetkeztethetiink a
reakciokészségre is.

Pl. Krambin (46 aminosavas feheérje,
a kristaly viztartalma kicsi, felbontas 0,54A)

elektronslriiségi térkep
a peptidkotés sikjaban:

Jelsch et al. PNAS 97, 3171 (2000)




Atomi felbontasu szerkezet

elektronsiriségi
@' térkép

Vlzsgalhato a geometrla torzulasa,

esetleg a csoportok protonaltsagi foka is.

A vizmolekulak helyzete nagy biztonsaggal
meghatarozhato.

. . . , A ! .“5-‘0‘-“* ”\&/
Pl. Enzim mechanizmus vizsgalata: ETA b, , |

.- . . . eg o ) . , 1 297 A \5«495
Tripszin — peptid inhibitor szerkezetvizsgalata. : \ Gil-enzim
Osszehasonlitas az acil-enzim komplex e = s S KOmMplex

szerkezetével.

enzim-szubsztrat
&= l komplex

A hasitand6 kotés kornyezete, €s a karbonil
oxigent stabilizalo hidrogénkotések iranya
a nukleofil tAmadas iranyatol fliggenek. oxianion zseb Ser-195  ocilezés

Fodor et al. Biochemistry (2006) dezacilezés



Kozepes felbontasu szerkezet

-

A felbontas 1,8-2,7 A. Atlagos koordinata hiba
néhany tized A. ' &
A szerkezetmegoldaskor felhasznaljak az alkoto Y cloflostrissal térkép

molekula geometrijara vonatkozo6 ismereteket a KAR-2 krnyezetében
(idealis kotesszogek, kotéshosszak, van der Waals sugar)

A makromolekula konformacidja hordozza az informaciot. A KAR-2-vel kdlcsénhato

- aminosavak
M7 768
: N domen
Fi18 A1S
2 : 148

konformacio valtozasok.
Vizmolekulak €s egyes 1onok meghatarozasa
bizonytalan lehet.

Vizsgalhat6: masodlagos kolcsonhatdsok mintazata, })(
\ ¢
\

Pl. Kalmodulin-KAR-2 komplex szerkezete.

Szerkezeti jellemzok €s funkcid Osszefiiggése:
a KAR-2 bar kotodik, nem fejt ki antagonista hatast,
mint mas kismolekulak.

molekularis felszin a

Horvath et al. JBC. 280,8266 (2005) e Sianaas



Szerkezeti genomika

~20 konzorcium vilagszerte (sg.pdb.org)

Cél: nagy ateresztOképességli szerkezet meghatarozas (NMR
¢s krisztallografia)

Hatékonysag: Klonozastdl a szerkezetmeghatarozasig 4-18%,
Célfeheérje kivalasztasatol 2-8%
Vart hatas: evolucio €s genetikai diverzitaskutatas,
novenytermesztés, allattenyésztes, gyogyaszat

Szerkezet-funkcid 0sszefiiggések, szerkezet-alapu
gyogyszertervezes, patogén és gazda fehérje
osszehasonlitas, szerkezet €s funkcid predikciod

Technikai Ujitasok (pl. fehérje termelés sejtmentes kozegben)

Ismert funkci6 szekvencia alapjan:
Hosokk fehérje (Methanococcus
Jannaschii), pdb:1shs

/ )
falciparum (malaria) Funkci6 azonositasa a szerkezet alapjan:
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz, ATP-kotod fehérje, pdb:1mjh

P A I A



Nagy meéretu molekulakomplexek: virusok

Bakteriofag ®X174: 7 fehérjelanc, 60 masolat: 590 000 nemhidrogén atom
A komplex nagy szimmetridja (nemkrisztallografiai szimmetria) noveli a
kristalyosodasi hajlamot, €s felhasznaljak a szerkezetmegoldasban
(fazisprobléma megoldasa, modellépites).

(pdb:1cd3, T.Dokland et al, J.Mol.Biol.288, 595,1999 )

O P e =
WAL T TN
e

BT

Seaffolding



Keémiai Nobel-dij 2009.

,A riboszoma szerkezetének és funkcidjanak tanulmanyozasaert”

i 4( N /
Venkatraman Thomas A. Steitz Ada E. Yonath
Ramakrishnan

Yale Egyetem, Weizmann
MRC Molekularis Howard Hughes Tudomanyos Intézet
Biologiai Laboratorium  Orvostudomanyi Intézet
Rehovot
Cambridge New Haven Israel

Egyesult Kiralysag USA



A A

8.
9.

10.
11.

http://pubs.acs.org/cen/news/87/i41/8741notwl.html

Riboszoma: a sejt fehérjegyara
Mukodese soklépcsos folyamat

@ MRNA
4 1 .

30S—kezdeti komplex,
70S—kezdeti komplex,
70S—kezdeti komplex metszete
dekodolas (EF-Tu /GTP)

A ¢€s P hely kozt peptid kotes
szintézis

EF-G /GTP kotése a
pretranszlokaciés komplexhez

EF-G/GTP a poszttranszlokacios
komplexben

GTP hidrolizise (EF-G)
Dekodolas (mint 4.)

A ciklus befejezése(RF1 és RF3)
Kiindulasi allapotba (RRFés EF-
G/GTP)




. . r ?
Az atomi szintu szerkezetek jelentosege

©

~35000 atom ~64000 atom

20 fehérjelanc, 33 fehérjelanc,

1 RNS (~ 1600 nukleotid) 2 RNS lanc (~2900 és 120 nukleotid)
» ElsO kristalyok ~1980 (Yonath)

» Alacsony felbontasu szerkezetek 1985- (Steitz)

» Elso nagy felbontasu riboszoma alegység szerkezetek 2000 (Ramakrishnan
, Steitz, Yonath)

» Azota tobb, mint 120 szerkezet: 30S, 50S ¢€s a teljes 70S komplex.
» Komplexek: mRNS, tRNS, iniciator faktorok, antibiotikumok...

» Gyakorlati jelent0ség: antibiotikum rezisztencia me%ertese
http://www.weizmann.ac.il/sb/faculty _pages/Yonath/home.html



A peptidkotés szintézise

» Helye: 50S alegység
» Katalizator csoport: Adenin 2486

P site tRNA  Adenine /6
Asite 4 0

AT6

0, /O'
.._.J‘ s
(@ Ju— H >~ H
Phe \1
AN
Peptide
0

A site tRNA
http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2009/cheadv09.pdf
T.M.Schmeing és mts. Nature 438, 520




A riboszoma mukodeset Kisero mozgasok

A tRNS elmozdulasa az A-rol a P kotOhelyre:
kiilonbozd komplexek szerkezeteinek osszehasonlitasa
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http://www.weizmann.ac.il/sb/faculty _pages/Yonath/home.html



Membranfehérjék szerkezetvizsgalata

Nehézseégek a fehérje eldallitasakor, tisztitasakor, kristalyositasakor: a transzmembran
régiok hidrofobok, vizben nem stabil - detergensek hasznalata

Kalcium pumpa szerkezetek (pdb:1iwo, leul) 4 Iépéses ciklus
1: iires pumpa (H* a transzfer helyen)
2: 2 Ca?* megkotése

3-4: ATP megkotése, hidrolizise kozben a Ca?* lefele tavozik
(Toyoshima et al, Nature 418, 605 2002)




Membranfehérjék szerkezetvizsgalata

Kalcium pumpa mitkodése

E1Ca?

Cytoplasm

2Cat . ATP SR
E1 =+ E1Ca*' >~ E1ATP membrane

2-3H

T ADP 4
2-3H
E2 - E2P <+ EIP

Pi 2Ca% Lumen




Idofelbontasos felvételek kiértékelése.

Idofelbontasos felvételek:
» elegendden lassu reakcio
» az egeész kristalyban egyszerre indithatd
» a kozti termék elég nagy koncentracidéban
» j6 mindségl kristaly

Fotoaktiv sarga protein

(M.Schmidt et al, Methods Mol. Biol., 305, 115 2005)
1. K¢k fény hatasara para-kumarinsav transz—-cisz
2. Sotét szakasz: a fehérje relaxalodasa (szub ps-ms)
A fotociklus jellemzese 100ps-1s

Abra: differencia elektronsiiriségi térkép zaj simitas elott
idofiiggetlen differencia elektronstiriiségi térkép
a kozti termék modellezett elektronstriiségi térképe




Idofelbontasos felvételek kiértékelése

Laue felvételek — adatkészlet nem teljes

Differencia elektronslriiségi térképek
készitése a monokromatikus
sugarzassal készitett ‘alapallapot’-hoz
képest

Kozt termékek azonositasa, atlagolas arenl o
id8ben ‘/ ’ ‘\

Déntés kiilonboz6 kinetikai modellek k. ||

kozott ' s
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Idofelbontasos krisztallografia

A reakci6 befagyasztasa, adatgytijtés monkromatikus sugarzassal:

» lassu reakcio
> a kozti termék elég nagy koncentracioban

Citokrom cd1 nitrit reduktaz
NO, +2H*+e —> NO + H,0
O, +4H* + 4e- > 2H,0
(J.Hajdu et al, Nat.Struct.Biol.7,1006,2000)

A citokrom cd1 nitrit reduktdz enzim
c tipusti doménjének szerkezetvaltozasai

Redukélt enzim Intermedier szerkezet a nitrittel Oxidalt enzim
valé visszaoxidalaskor




MASP-2 enzim autoaktivacioja

Mann6zkoto lektin-asszocialt szerin-proteaz 2

Kimotripszin tipusu szerin-protedz

Az immunrendszer részet képezd komplement kaszkad indito 1€pésében vesz részt
Autoaktivalodasra képes
Multidomén fehérje

Aktivalt és

Zimogén (inaktiv)
szerkezet:
(Gal P. et al\BC, 280, 33435,200

A csalad aktiv szerkezeteiben az
Asp194 kifordul, s6hidat 1étesit az
1j N-terminalissal, és igy alakul ki
az oxianion zseb.




MASP-2 enzim autoaktivacioja

Az aktivalt-zimogeén er,121m-szubsztrat Aclive T Zymogen form (substrate)
komplex modellezése:
a kotdédés nem igényel nagy

konformaciovaltozast
Zimogén-zimogén enzim-szubszrat Zymogen form Zymogen form (substrate)
komplex: S

ekiilonithetd egy régio, ami
kedvezden kotddik, €s egy, ami
kedvezdtlen kdlcsonhatasokat alakit
ki ez indukalja az enzim konformécios

atalakulasat




MASP-2 enzim autoaktivacioja

A

A ket 1épés feltételezett mechanizmusa:

Mutaciokkal igazoltuk az Argl192 szerepét.

crer

ismeretlen az Asp194 ionparja.

Inactive/ »

Q
active-like l %

transition




