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Struktura dnesniho povidani

© Biologické makromolekuly
o Nukleové kyseliny
o Bilkoviny
@ Metody urcovani jejich struktury
o Kryogenni elektronovd mikroskopie (Cryo-EM)
o Nukledrni magneticka rezonance (NMR)
o Makromolekularni krystalografie (MX)
© Urcené struktury vyznamnych makromolekul
o Urceni struktury enzymu PETasy, DNA a ribozomu
e Struktura viru SARS-CoV-2 a jeho proteasy (Cryo-EM, MX)
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Biologické makromolekuly

nukleové kyseliny a bilkoviny
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Nukleové kyseliny

DNA - deoxyribonukleova kys. 4 dusikaté baze (DNA)

o Nejvétsi makromolekula v burice Q ,,,,,, & Q ______

@ Obsahuje veskeré informace
nutné k syntéze vSech
biomolekul v burnce

thymin adenin cytosin guanln

: end

hydrogen

@ Dvoujita Sroubovice

RNA - ribonukleova kys.

e Razné typy (tRNA, mRNA..)
(vétsinou jednovlaknova)

@ Uracil misto thyminu
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Bilkoviny = proteiny

@ Obrovské molekuly — tisice
atomi

@ Zakladni stavebni a funkéni
slozka organismi

o Nékteré umoznuji pribéh
konkrétnich chemickych reakci
(tzv. enzymy)

o Napft. hemoglobin, insulin,
imunoglobulin, ribozom

@ Biopolymery — slozeny z 20
zékladnich aminokyselin

@ Prostorovou strukturu nelze
spolehlivé predpovédét

o Aplikace: medicina,

farmaceuticky primysl, -
biotechnologie insulin (PDB 1zN1) I \Ja
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Znalost struktury a funkce biomolekul

Pochopeni bunéénych procesi (nap¥. metabolickych drah)
Navrh novych lécCiv

Biotechnologie (nap¥. proteinové inZzenyrstvi)

~ = v A va '~ O
‘matics/ebooks, ring-the-mass-spectrometry-toolbox-for-integrated-structural-biology-307610

https://www. etworks.com/infort
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Metody studia struktury makromolekul }

Kryogenni elektronova mikroskopie (CryoEM)
Nukledrni magneticka rezonance (NMR)
Makromolekularni krystalografie (rentg. difrakce)

e
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Kryogenni elektronova mikroskopie (CryoEM)

@ Pomérné novad metoda, rychly vyvoj

o Vitrifikace vzorku — nalit na
podlozku a zamrazit na cca -170 °C

pfiprava vzorku vitrifikace - zamraZeni na mfizce sbér snimku

@ Tisice snimkd — riizné orientace

y

]
@ vybér gastic
-
Uy

qg'"' [
JER

struktura

Weissman KJ, Nat. Prod. Rep., (2015), 32:436-453
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@ Pomérné novad metoda, rychly vyvoj
o Vitrifikace vzorku — nalit na

= v H [¢]
pfiprava vzorku vitrifikace - zamraZeni na mfizce sbér snimku pOdIOZku a ZamraZIt Na CCa _170 C

@ Tisice snimkd — riizné orientace

Prednosti a nedostatky metody

+ Neni tfeba krystalizovat
— Neprilis dobré rozliseni
(ale stale se zlepsuje)

— Nevhodné po studium dynamiky

Vhodné pro opravdu velké molekuly
(viry, proteinové komplexy)

: s
R > @
struktura I \J g
Weissman KJ, Nat. Prod. Rep., (2015), 32:436-453
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Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

§§ ﬂ h <°><¢T> ° fyt:hrreozs iig;O—kladné nabité,

= ma magneticky moment

Rezonanéni frekvence

https:/ /www. ive-bi m, i f- d-em_6.htm

°
@ Méfeni v silném magnetickém poli
@ Spektra pfenosu magn. momentu
°

Znaceni mist v molekule — izotopy

8 (13C) [ppm]

8 6
8 (TH) [ppm]

\ S E
- Y y
Leonor Morgado et al. (2012) Biochem. Soc. Trans. 40: 1295-1301 / é
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Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

é ﬂ %% QO?T)@ ° fyt:hrreozs iig;O—kladné nabité,

= ma magneticky moment

Rezonanéni frekvence

https:/ /www. ive-bi m, i f- d-em_6.htm

MérFeni v silném magnetickém poli

Spektra prenosu magn. momentu

Znaceni mist v molekule — izotopy

8 (13C) [ppm]

Prednosti a nedostatky metody

+ Neni tfeba krystalizovat

-+ Studium dynamiky

8 6
8 (TH) [ppm]

— Vhodné jen pro malé molekuly
(peptidy)

Leonor Morgado et al. (2012) Biochem. Soc. Trans. 40: 1295-1301 ’ ‘u ¥ ]
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Makromolekularni krystalografie

@ Trik: pouZijeme krystal
(tj. periodické a symetrické usporadani molekul)
= Mdizeme pouZzit aparat popisujici periodické systémy

monokrystal difrakéni snimek  mapa elektronové hustoty atomarni struktura

https:/ /www.creative-biostructure.com/comparison-of-crystallography-nmr-and-em_6.htm
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Makromolekularni krystalografie

@ Trik: pouZijeme krystal
(tj. periodické a symetrické usporadani molekul)
= Mdizeme pouZzit aparat popisujici periodické systémy

monokrystal difrakéni snimek  mapa elektronové hustoty atomarni struktura

https:/ /www.creative-biostructure.com/comparison-of-crystallography-nmr-and-em_6.htm

Prednosti a nedostatky metody

+ Casto opravdu dobré rozliseni
+ Vhodné pro molekuly riznych velikosti
+ Pomérné dostupna metoda

— Nutna krystalizace

— Nepfilis vhodné po studium dynamik
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Metody studia struktury makromolekul }

Kryogenni elektronova mikroskopie (CryoEM)
Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Makromolekularni krystalografie (rentg. difrakce)
KROK ZA KROKEM

e
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Interference zareni — skladani vin

Interferencni jevy — pokud vin. délka je srovnatelna s velikosti Stérbin
Pozorujeme maxima (,sectené viny") a minima (,,odectené viny")

1 Stérbina 2 Stérbiny vice $térbin — m¥izka

two slits many slits

i

,AJLJLM

1

ad

S

Broad lines; low resolution More slits; sharper lines
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Interference zareni — skladani vin

Interferencni jevy — pokud vin. délka je srovnatelna s velikosti Stérbin
Pozorujeme maxima (,sectené viny") a minima (,,odectené viny")

1 Stérbina 2 Stérbiny vice $térbin — m¥izka
B iacton two slits many slits order
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: /1
Broad lines; low resolution More slits; sharper lines

Pouzijeme krystal jako mfizku!
Jeho béze je usporadana periodicky a s urcitou symetrii.
M¥izkové parametry charakterizujici zakladni buriku: 3, b, ¢, a, 3, v
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Difrakce zareni na krystalu

@ Dopadajici elektromagneticka vina
@ Vinova délka srovnatelna se vzdal. mezi atomy

= rentgenové zéareni (vinovéa délka A =~ 0,1 nm = 1 A) je nejvhodng&jsi
@ Rozptyl zateni na elektronovém obalu
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Difrakce zareni na krystalu

@ Dopadajici elektromagneticka vina
@ Vinova délka srovnatelna se vzdal. mezi atomy

= rentgenové zéareni (vinovéa délka A =~ 0,1 nm = 1 A) je nejvhodng&jsi
@ Rozptyl zateni na elektronovém obalu

o Difrakéni zdznam = matematicka transformace objektu
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o Difrakce = rozptyl a nasledna interference /‘:}‘%é




Vitejte v nasi laborce!

Pripravime vzorky, namérime data a
urcime strukturu

monokKrystal difrakéni snimek  mapa elektronové hustoty atomarni struktura Lo
)

VR

WF

https:/ /www.creative-biostructure.com /comparison-of-crystallography-nmr-and-em_6.htm
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Krystalizace

— Nelze predpovédét kryst. podminku

— Cil: vznik jen par krystalizaénich center a
nasledny rist

— Nap¥. metoda difuze par (uspofadan
visici nebo sedicvi kapky)

,
|

@ Rezervoar (1 ml) — cokoliv, obvykle
roztok soli, pufru a precipitantu

@ Kapka (1 ul) — roztok z rezervodru +
vzorek proteinu

— Chirélni centra — staeni polarizovaného
svétla

Kapka roztoku proteinového
vzorku a rezervoaru

@© Imperial College London

Roztok rezervoéru
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o Kruhovy urychlovac Castic

@ Elektron nebo pozitron pohybujici se relativistickou rychlosti po
zakFivené draze zplisobené magnetickym polem

@ Tecny smér: emise zkého kuZelu elektromagnetického zareni
(rentgenové, IR)

Linedrni urychlovac Synchrotron

Akumulaéni
prstenec

R. Bartolini, John Adams Institute, (Wikipedia)



Synchrotron

, SSY Il — Helmholtz Zentrum Berlin

Foto Helmholtz Zentrum Berlin

Diamond Light Source — Londyn

Fo
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Umisténi vzorku na goniometr
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Difrakce — r

zptyl a interference

zareni na krystalu
100 K

detektor
rotace krystalu podle osy ¢

goniometr
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Vysledna struktura proteinu — zde karbohydratova oxidasa
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Priklady urcenych struktur. . .

... a spousta udélenych Nobelovych cen

ey
s
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PETasa — enzym rozkladajici PET plasty

~ Trpi85
-
|

HP Austin et al. Characterization and engineering of a plastic-degrading aromatic polyesterase. PNAS (2018), 115:E4350-E4357

https: //www.genengnews.com/news/molecular-scissors-for-plastic-waste
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Ribozom — proteinovy komplex — prepis genet. informace

Exit tunnel

tRNA Growing
molecules Pelypeptide l

Large
subunit
Small
subunit
0
3!
mRNA
H. Khatter. Purification, characterization and crystallization of the human 80S ribosome. Nucleic Acids Research (2014)“);

http://bio1151.nicerweb.com/Locked /media/ch17/ribosome.html
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@) struktury DNA — vldknova difrakce

PUOTOGRAPYH 51 8Y FRANKLIN . bgistance belween dases
B-tilt of helix

[

t-glstancs for are complede turn of helix

~~
£

Ronald Vale: The Structure of DNA

Martin Maly (FJFI CVUT, BTU AV CR) Tajemstvi molekul DNA a bilkovin



SARS-CoV-2
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Struktura viru SARS-CoV-2 — Cryo-EM

Cryo-EM results of SARS-CoV-2. (A) and (B). Cryo-EM images of SARS-CoV-2. (C). Zoom-in view of the virion showed in
(A). Envelope and nucleocapsid are indicated by green and blue respectively, remarkable spikes are indicated by red triangles.
(D). Zoom-in views of the two virions showed in (B), remarkable spikes are indicated by red triangles. (E). Zoom-in view of the
spike indicated by yellow triangle in (C). The shape is depicted by yellow dot lines. (F). Zoom-in view of the spike indicated by
yellow triangle in (D). The shape is depicted by yellow dot lines.

Chuang Liu et al. Viral Architecture of SARS-CoV-2 with Post-Fusion Spike Revealed by Cryo-EM, bioRxiv 2020.03.02.972927



Struktura viru SARS-CoV-2 — Cryo-EM

This illustration, created at the Centers for Disease Control and Prevention (CDC), reveals ultrastructural morphology exhibited
by coronaviruses. Note the spikes that adorn the outer surface of the virus, which impart the look of a corona surrounding the
virion, when viewed electron microscopically. (...)

CDC/ Alissa Eckert, MS; Dan Higgins, MAMS



Samotny protomer S proteinu obsahujici receptor vazajici doménu (RBD)
Cil vakciny, protilatek a diagnostiky
2 mozné konformace: zavrena X otevrena

Daniel Wrapp et al. Cryo-EM structure of the 2019-nCoV spike in the prefusion conformation, Science (2020): 1260-1263



Struktura viru SARS-CoV-2 a ochranna opatreni
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Bonnie Berkowitz, Aaron Steckelberg, John Muyskens: What the structure of the coronavirus can tell us.
Washington Post March 23, 2020



Struktura hlavni proteasy viru SARS-CoV-2

Virus napadne hostitelskou burku.

Vnuti jejimu reprodukénimu systému svou genetickou informaci (RNA).
Na jejim zakladé zacne probihat syntéza polyproteinu viru.

Hlavni proteasa — soucast hlavniho polyproteinu, stépi ho.

a b
<
=l
g[
a
= ~140°, | ~180° z A
: O ©
5 Protomer B
a
txiﬁx L},
|
£|
8 /
Protomer B Protomer A

Proteasa je enzym = hledani vhodného inhibitoru = lécivo

Zhenming Jin et al. Structure of Mpro from COVID-19 virus and discovery of its inhibitors. bioRxiv 2020.02.26.964882
(PDB ID: 6LU7)



Struktura hlavni proteasy viru SARS-CoV-2

Potencialni léCiva — simulace vazby molekuly v aktivnim misté

a b

Disulfiram

Tideglusib
»

Zhenming Jin et al. Structure of Mpro from COVID-19 virus and discovery of its inhibitors. bioRxiv 2020.02.26.964882
(PDB ID: 6LU7)
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