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1. Historicky uvod

RTG difrakce je stard, bezmadla stoletd dama. O jeji
objev se zaslouzili Némci: Max von Laue, Walter Fried-
rich a Paul Knipping. V roce 1912 ozafili krystal modré
skalice RTG svazkem a zjistili, Ze rozptylena energie se od
krystalu §ifi pouze v ur€itych smérech, zatimco v jinych
vyhasina'. Tento vyznamny objev nedestruktivni interakce
RTG zéfeni s krystalickymi materidly vedl ke vzniku nové
analytické techniky — RTG strukturni krystalografie
(nasimi organiky nazyvané ,,ix rej*).

Fakt, ze v RTG difrakénim obraze krystalu musi byt
zakodovana informace o jeho vnitfni struktuie si poprvé
uvédomil William L. Bragg, ktery ke svym pokustim zacal

889

pouzivat monochromaticky RTG svazek. V letech 1912 az
1922 uréil’, za piispéni svého otce Williama H. Bragga,
krystalové struktury prvki (diamantu, grafitu, médi), jed-
noduchych anorganickych sloucenin a mineral (chloridu
sodného a draselného, sfaleritu, fluoritu, pyritu, kalcitu,
korundu, spinelu, ledu) a prvni organické latky (naftalenu).

U nés se pocatky RTG strukturni analyzy datuji mno-
hem pozdéji. Okolo roku 1950 zacal fyzik Allan Linek
fesit strukturu ethylendiamonium-tartaratu, aby vysvétlil
mechanismus jeho piezoelektrickych vlastnosti. Regeni
dosahl az vroce 1957 (cit.*) a model vyfesené struktury
byl vystaven na EXPO1958 v Bruselu (obr. 1).

S poc¢atky RTG strukturni analyzy na VSCHT Praha
je spojena i Usmévnd historka, o které pted lety vypravél
prof. Jaroslav Bauer z tehdejsi katedry mineralogie. Jakmi-
le se koryfej Ceské organické chemie prof. Rudolf Lukes§
v 50. letech minulého stoleti dozveédél o moznosti urcit
krystalovou strukturu z difrakce RTG zafeni, okamzité
prinesl dva krystalické vzorky a zadal asistenta Bauera
ojejich zméfeni. Hned druhy den poZzadoval vyfeSené
struktury, ale chudak Bauer mu mohl ukézat pouze dva
»smouhogramy* (praSkové rentgenogramy pofizené na
film metodou Debyeho-Scherrerovou). Pti pohledu na né
ztratil prof. Luke§ o RTG strukturni analyzu zdjem a zfej-
mé¢ o tom informoval kolegy, protoze dlouha desetileti
potom cesti organici pohlizeli na ,,rentgenare® neduverive.

Dalsim meznikem sv€tového vyvoje bylo vyfeSeni
prvnich struktur biologickych makromolekul. V roce 1962
obdrzeli Nobelovu cenu za chemii John C. Kendrew
a Max F. Perutz za vyzkum struktury globuldrnich protei-
nu a za lékarstvi Francis H. C. Crick, James D. Watson
a Maurice H. F. Wilkins za ur¢eni molekuldrni struktury
nukleovych kyselin pomoci RTG paprski. Od této doby

Obr. 1. Model prvni vyreSené krystalové struktury u nas
(ethylendiamonium-tartarat). Snimek laskavé poskytl Dr.
Ctirad Novak
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se RTG strukturni analyza postupné rozdélila na malé mo-
lekuly (zhruba do 1000 nevodikovych atomil) a velké mo-
lekuly (proteinova krystalografie, ale netykajici se pouze
proteind).

Je pravda, coz dokumentuje i tento clanek, ze
»Htématické nizky“ mezi malou a velkou krystalografii se
stale vice rozeviraji (vyuziti vysledkt, metody krystaliza-
ce). Na druhé stran¢ se zdokonalovanim RTG difrakéniho
experimentu se ,,proteindfi“ zacinaji zajimat i o véci
zmalé krystalografie (dvojcaténi, korekce na absorpci,
»disorder”, modulace). Na velkych krystalografickych
konferencich®’ je krystalografie malych a velkych molekul
stale prezentovéna ,,pod jednou stfechou®.

Hlavni brzdou Sirsi aplikace RTG strukturni analyzy
v chemii byla v zacatcich pravé jeji relativni pomalost.
Vétsinu chemikd nezajimala mnohaletd feSeni krystalo-
vych struktur, ve kterych se utdpéli RTG strukturni analy-
tici. Pokrok pfineslo jak vyrazné zdokonaleni techniky
RTG difrakénich experimentli a metod péstovani mono-
krystald, tak vyvoj matematickych metod feseni struktur
a samoziejme i obrovsky skok ve vyvoji pocitaci. Za bez-
mala stoletou existenci obdrzeli krystalografové za objev
a zdokonaleni metody RTG strukturni analyzy a za jeji
aplikace v pfirodnich védach dvanactkrat Nobelovu cenu.

2. Princip RTG strukturni analyzy

Pokud pomineme defekty realné krystalové struktury,
je idedlni krystal uvnitf (na atomové urovni), usporadan
trojrozmérné periodicky, tzn. opakuje se urcity atomovy
motiv. V krystalech elementarnich kovil je timto motivem
jeden atom, v krystalech biologickych objekti slozenych
z ruznych makromolekul to mize byt obrovsky pocet
nevodikovych atomi (napiiklad u vétsi podjednotky ribo-
somu pies 64 tisic®). Toto uspofadani, které nazyvame
krystalova struktura, se bohuzel nepfesné, ale velmi vzite,
oznacuje jako krystalova miizka’. Aproximace atomového
motivu bodem vede k pojmu prostorova miizka. Pokud
pres fyzikalni realitu — krystalovou strukturu, pfelozime
nasi aproximaci prostorovou mfizku, vymezime
v krystalové struktuie rovnobéznostény (elementarni bun-
ky), které jsou identické co do rozmérd i hmotné naplné
a jejich orientace v prostoru.

Reseni (stanoveni) idealni krystalové struktury zna-
mend urceni a upfesnéni soufadnic a parametrl teplotniho
pohybu vSech atomil v elementarni bunce. Piesnéji feceno
pouze v jeji asymetrické casti, protoze kazda krystalova
struktura je symetricka, jak popisuje jeji prostorova grupa.
Prostorovych grup je pouze omezeny pocet (230), coz
souvisi s faktem, ze prostorova symetrie krystaltt musi byt
konzistentni s jejich vnitfni periodicitou. Pozice vSech
atomi v krystalu (crystal packing) mohou byt generovany
prislusSnymi operacemi symetrie dané prostorové grupy.
Kromé atomovych parametri jsou nezbytnymi dal§imi
parametry vyieSené krystalové struktury rozméry elemen-
tarni buniky (mfizkové parametry) a prostorova grupa sy-
metrie.
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K urceni krystalové struktury musime krystal ozafit
monochromatickym RTG svazkem a tak ziskat jeho pozo-
rovatelny difrakéni obraz. Dopadajici (primarni) RTG
svazek se pruzné rozptyluje na elektronech méfeného krys-
talu (vznikd sekundarni neboli difraktované zafeni). Du-
sledky tohoto jevu lze jednoduse popsat, podle Braggovy
Sikovné a fungujici interpretace, jako reflexe primarniho
svazku na rovinach, které 1ze prokladat krystalovou struk-
turou. Difrakce se proto také oznacuji jako reflexe. Reflek-
tujici roviny v krystalu se rozliSuji hodnotami Millerovych
indext Akl.

Difrakéni obraz krystalu vSak neni mikroskopickym
obrazem jeho vnitfni struktury. Analyticky vyuzitelnymi
veli¢inami v difrakénim obraze krystalu jsou intenzity
a polohy (thly) jednotlivych difrakci. Kromé toho mohou
nekteré difrakce systematicky vyhasinat (mit nulovou in-
tenzitu). Z intenzit difrakci stanovime upfesnéné pozice
atomd a jejich teplotné-vibracni parametry, z poloh difrak-
ci rozméry elementdrni butiky a ze systematického vyhasi-
nani prostorovou grupu.

Pro urceni pozic atomi je tfeba vypocitat mapu distri-
buce elektronové hustoty v asymetrické casti elementarni
atomi), dobfe koinciduji (s vyjimkou atomd vodiku)
s pozicemi jader izolovanych atoml. Zavérem je nutné
upfesnit pozice atomu, odectené z map elektronovych hus-
tot, a jejich teplotné-vibracni parametry. Upfesiujeme
proto, Ze mame k dispozici vice pozorovani (méfenych
reflexi) nez parametri (pozice atomu a jejich teplotni vib-
race). Kazda reflexe je nezavisly experiment s vlastni chy-
bou.

Z hlediska chemie podava rutinni RTG strukturni
analyza velmi uziteCnou, ale na druhé stran¢ statickou
informaci. Krystalova struktura v ozafovaném objemu
krystalu je prostorové zprimérovana do jedné elementarni
bunky, resp. jeji asymetrické casti, a ¢asové do délky trva-
ni difrakéniho experimentu. Timto zprimérovanim se pfi-
chézi o informace o defektech realné krystalové struktury,
coz je ale fesitelné jinak, napf. metodou tzv. difrakéniho
kontrastu.

Velkou vyzvou RTG strukturni analyzy je sledovat
menici se strukturu latky béhem chemické reakce in situ
(Casové rozlisena RTG krystalografie).

3. RTG difrakéni experiment a jeho zpracovani

Vychozim materidlem pro RTG difrakéni experiment
je bud’ monokrystal nebo polykrystalicky material (u ma-
lych molekul). Pokud je stanoveni struktury provedeno
z monokrystalovych dat, hovofime o monokrystalové RTG
strukturni analyze, pokud fe$ime strukturu z polykrysta-
lickych (praskovych) dat, hovofime o praskové RTG
strukturni analyze. Progresivni metodiku praskové RTG
strukturni analyzy jsme v Chemickych listech jiz podrobné
popsali®.

Experimentéalni zatizeni pro monokrystalovou RTG
strukturni analyzu se nazyva Ctyrkruhovy difraktometr,
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Obr. 2. Laboratorni monokrystalovy RTG difraktometr pro
FeSeni struktury malych molekul. Zleva doprava: kontejner
s kapalnym dusikem, ¢tyikruhovy goniometr s méfenym mono-
krystalem a pod nim zdroj RTG zéfeni, chlazeni RTG lampy,
chlazeni detektoru difraktovanych paprska

ktery je v laboratornim provedeni zhruba tak velky jako
Satni skiin (obr. 2). K rutinni strukturni analyze malych
molekul sta¢i monokrystalicky vzorek o rozmérech 10~ mm,
pfigemz v jednom rozméru to mize byt i 10 mm (napf.
monokrystalické jehlicky nebo listecky). Existuji vsak
i vicekruhové monokrystalové difraktometry, které jsou
pfipojeny na synchrotronové zafeni v RTG oblasti. Zde je
mozné méfit i monokrystaly, které maji fadové vSechny
rozméry 107> mm. Zmen3ovanim rozméri monokrystalu
samoziejme vzristaji naroky na manipulacni techniku.

Pro proteinovou krystalografii jsou nutné zdroje in-
tenzivniho RTG zéfeni (vzhledem k velkym elementarnim
buikdm a slabym difrakcim). Generatory, nejcastéji
s médénou rota¢ni anodou, se pouzivaji u laboratorniho (in

Obr. 3. Proteinovy difraktometr u RTG svazku ID14-1 (beam
line) synchrotronu ESRF v Grenoblu'’. Toto zatizeni je samo-
ziejmé podstatné vétsi nez laboratorni difraktometr na obr. 2
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house) sbéru difrakénich dat (u nas slouzi jeden — na pra-
covisti tfetitho a ¢tvrtého autora, diky Grantové agentufe
CR). Intenzivni a koncentrovany synchrotronovy RTG
svazek vybudi i v nepatrném monokrystalu proteinu (10> mm)
daleko vice méfitelnych reflexi nez laboratorni generator.
Ziskané soubory difrakénich dat jsou pak kvalitnéjsi
a poskytuji vyssi rozliSeni. Jemna laditelnost vinové délky
synchrotronového RTG zéafeni je nezbytnd pro pouziti
nékterych experimentalnich technik urceni fazi (napf.
MAD, Multiple Anomalous Dispersion). Statistika’ ukazu-
je, ze vroce 2005 se pocet proteinovych struktur vyfese-
nych synchrotronovymi RTG svazky uz pfiblizil poctu
struktur vyfeSenych laboratornimi RTG generatory. Doma-
ci proteinovy krystalograf je zatim odkazan na zahrani¢ni
synchrotronové zafizeni. Ta jsou ale dobfe dostupnd, po-
kud struénd zadost prokaze smysluplnost pozadavku na
méfeni.

Dosazeny stupei rozliseni struktury samoziejmé zavi-
si na kvalit¢ méfeného monokrystalu. Pocet difrakci nut-
nych kfeSeni krystalové struktury souvisi se sloZitosti
meéfeného krystalu (od nékolika desitek u krystali kovt az
k n€kolika miliondm u krystal virl). Doba sbéru dat ko-
lisa od nékolika hodin k n¢kolika dnim. M¢éfteni se b&zné
provadi za nizké teploty (100—150 K), nejcastéji v proudu
chladného dusiku. Dvodi je nékolik: potlaceni teplotné-
vibra¢niho pohybu atomu, ktery feSeni struktury kompli-
kuje, a u proteinti hlavn€ ochrana pfed radiacnim posko-
zenim, které by rychle nastalo pod RTG svazkem za poko-
jové teploty.

Nezbytnost dostatecné kvalitniho vstupniho materialu
je pro monokrystalovou RTG strukturni analyzu vaznym
omezenim. Casto se nedafi piipravit vhodny monokrystal,
nékdy to z principu neni mozné. U reakei v pevném stavu
ziskame vzajemnym ,,semletim“ dvou praskovych reaktan-
tl novou, ale opét praskovou fazi. V proteinové krystalo-
grafii je situace jest¢ komplikovanéjsi a krystalizace se zde
stala jiz samostatnym specializovanym oborem''. Preparat
bilkoviny pro krystalizaci musi vykazovat uniformitu
v kovalentni a konformacni struktufe, moznost zahusténi
ke koncentraci az 10 mg mI™", a s vihodou také testovatel-
nou biologickou aktivitu a stlost.

3.1. Hruba vypocetni sila

Pro vypocet map distribuce elektronové hustoty jsou
kromé¢ intenzit difrakei zapotfebi i udaje o fazovych thlech
(fazich) difraktovanych paprski. Tyto tidaje nejsou do-
stupné z RTG difrakéniho experimentu. I pfi ndhodnych
intenzitach, ale spravnych fazich bychom ziskali v zasadé
spravny model struktury, ale bohuzel obracené to neplati.
To proto, ze pribéh funkce elektronové hustoty vyraznéji
zavisi na fazovych thlech nez na intenzitich. Uvodni ne-
znalost hodnot fazi se ve strukturni krystalografii nazyva
fazovy problém. Tento problém je vSak v zasadé fesitelny,
protoze hodnoty fazi lze extrahovat ze souboru naméfe-
nych intenzit tzv. pfimymi metodami — aplikaci vztaht
zalozenych na nerovnostech, statistice a poctu pravdépo-
dobnosti (Sayreho vztah, strukturni invarianty a semi-
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invarianty, symbolicka adi¢ni procedura, vztah ¥,, tangen-
tova formule aj.). Na zékladé téchto vztahli se vybere nej-
vice pravdépodobné fazovani reflexi, a to se pak vyuzije
pro vypocet mapy elektronové hustoty a urceni pozic ato-
mi. Pouziti pfimych metod vyzaduje vstupni informace
o symetrii a geometrii krystalové struktury, sumarnim
chemickém slozeni a je predpokladano i urcité typické
rozlozeni elektronové hustoty v prostoru.

Pfimé metody dosihly Casem tak vysokého stupné
propracovanosti a univerzalnosti, ze by uz nikdo nepfed-
pokladal jejich podstatny rozvoj. Presto byla v roce 2004
(cit.'”) popsana nova metoda, nazvana ,,charge flipping,
ktera RTG strukturni analyzu malych molekul fesi netra-
di¢nim zplsobem. Tato metoda je z hlediska slozitosti
ptistupu krokem zpét ve vyvoji algoritmd. Misto vySe
uvedenych sofistikovanych vztahd ptimych metod se vyu-
ziva hrubé sily soucasné vypocetni techniky. Zakladem
pouziti je nasledujici princip: elektronova hustota musi
mit v krystalu vSude kladnou hodnotu. Pokud ji ma zapor-
nou, musime ji opravit. Jak algoritmus ,,charge flipping®
v praxi funguje? Postup lze rozd¢lit na nasledujici kroky:
1. Vstupnim datim (intenzitim naméfenych difrakci)

pfitadime ndhodné faze.

2. Z intenzit a fazi vypocteme mapu elektronové hustoty.
Ze zacatku bude vysledek velice vzdaleny skutecné
elektronové hustoté a v fadé mist bude mit mapa za-
pornou hodnotu.

3. Vmapé najdeme mista, jejichz velikost je mensi nez
urcita hranice, a hustotu v téchto mistech ndsobime —1.

4. Zupravené mapy elektronové hustoty spocitame faze.

5. Nové faze piifadime k experimentdlné¢ naméfenym

intenzitdm a vracime se do bodu 2.

Vypocet povazujeme za dokonceny, pokud je elektro-
nova hustota ve vSech bodech vysledné mapy vyssi nez
ur¢eny limit nebo pokud se v né€kolika po sobé jdoucich
krocich vysledek neméni. Cely algoritmus je velice primi-
tivni, vypocetné naroc¢ny, ale je snadno implementovatelny
a u dostate¢n¢ kvalitnich vstupnich dat konverguje prekva-
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Obr. 4. Vysledek simulovaného FeSeni struktury metodou
»charge flipping® (kladna elektronova hustota cervené, za-
porna modre). Zleva doprava: idedlni struktura, vysledek po 1.
cyklu iterace, po 5. cyklu, po 50. cyklu'
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pivé rychle ke spravnému feseni (obr. 4).

Jaké jsou zasadni vyhody daného postupu?

Neni nutny zadny piedbézny piedpoklad o prostorové
grupé latky. Problém Ize fesit v nejméné symetrické grupé
P1 a skuteCnou symetrii zjistovat v dalSich fazich feseni.

Algoritmus pfi vypoctu nepouziva zadné piedbézné
predpoklady o rozmisténi atomd. Da se proto snadno mo-
difikovat pro feSeni nestandardnich problému, jako jsou
modulované struktury nebo kvazikrystaly.

Casova naroénost algoritmu neni diky moznostem
soucasné vypocetni techniky zdsadnim problémem.

Algoritmus ,,charge flipping“ je implementovan
ve volné dostupnych programech, zejména v softwaru
SUPERFLIP'. V soutasné dobé& probiha jeho testovéani
nejen pro feSeni struktur malych molekul z monokrystalu,
ale 1 pro feSeni struktury z praskovych dat a struktur pro-
teind. Zda se tato metoda stane plnohodnotnou nahradou
nebo jen doplikem piimych metod, ukaze Cas.

V souvislosti s feSenim struktury z praSkovych dat
dochazi k obnoveni z&jmu o rozvoj algoritmd pro indexaci
praSkovych difraktogrami. Spravnd indexace je prvnim
dilezitym krokem pii feSeni struktury. Kromé rozvoje
standardnich algoritmii zaloZenych na statistice nebo na-
hodném pfifazovani Millerovych index ikl jednotlivym
difrakcim (programy DICVOL, ITO, TREOR)®, se obje-
vuji 1 nové pristupy zalozené na soucasnych vypocetnich
moznostech. Piikladem je program McMaille'. Tento
program fe$i zadani bud’ metodou simulovaného Zihani
(hledani optimalni buriky z ndhodnych nastfelt) nebo do-
konce systematickym prohledavanim vsech moznych bu-
nék. Oproti standardnim metoddm je algoritmus velmi
vypodetné naroény, oviem praktické testy ukézaly'S, ze
jeho uspésnost je ze vSech existujicich postupti nejvyssi.
V publikovanych testech byl software McMaille schopny
spravné indexovat nejen data zatizena velkou experimen-
talni chybou, ale i jednodussi piipady smési. Extrémni
vypocetni naro¢nost programu (az nékolik dnd pro vétsi
butiky) se dafi kompenzovat pomoci verzi optimalizova-
nych pro moderni vicejaderné procesory — vypoctem zalo-
Zenym na paralelnim feSeni ulohy na vice jadrech.

V proteinové krystalografii existuji tii zakladni zpu-
soby jak ziskat informace o fazich. Do prvni skupiny patfi
metody zaloZené na porovnavani Pattersonovy funkce
(funkce meziatomovych vektorll) pro aktudlni naméfend
data a pro podobny, homologicky protein s jiz vyfesenou
strukturou. Mapu Pattersonovy funkce lze ziskat bez zna-
losti hodnot fazi a jeji maxima odpovidaji meziatomovym
vektorlim. Jeji pouZiti je zvlast€¢ vyhodné, kdyZ protein
obsahuje nebo vaze jeden nebo nékolik atomi s vyrazné
vyS§§imi protonovymi Cisly (napf. selen inkorporovany do
bilkovinného fetézce jako selenomethionin nebo xenon ¢i
jod vneseny do krystalu).

Druhou skupinu tvoii metody, které se n€kdy oznacu-
ji jako experimentalni. Je to napf. metoda vyuzZivajici ano-
malniho rozptylu a metoda izomorfni zamény.

Do treti skupiny patii pfimé metody stanoveni fazi
zalozené na statistickych metodach (napf.: SHELXD'
nebo Shake-and-Bake'®). Tyto metody maji v proteinové
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krystalografii omezené pouziti vzhledem k velkému obje-
mu dat a jejich nizkému rozliSeni. S uspéchem jsou vSak
pouzivany pro feseni substruktur, coz je nezbytny postup-
ny krok druhé skupiny urceni fazi.

Pro metody prvni skupiny se vzil nazev ,,molekulové
nahrazeni“ (Molecular Replacement) a to proto, ze pomoci
znamého strukturniho modelu pro podobnou molekulu
hleddme vhodnou polohu a vhodné umisténi studované
molekuly v elementdrni butice krystalu, ktery jsme méfili.
Pouzivané programy pro feSeni problému fazi metodou
molekulového nahrazeni s vyuzitim Pattersonovy funk-
ce v klasickém dvoukrokovém uspotfadani jsou napf.
MOLREP' a AMORE?, které obsahuje soubor krystalo-
grafickych programtt CCP4 (Collaborative Computational
Project, number 4.) Vzhledem k tlaku na robustni vypo-
cetni metody jsou v soucasnosti ve vet§i mife vyuzivany
metody molekulového nahrazeni, které prohledavaji jedno-
krokove Sest parametrli umisténi molekul v elementarni
burice (tfi translacné-polohové a tfi rotacné-uhlové). Vyho-
dou téchto metod je vétsi citlivost pro nalezeni spravného
feSeni, jelikoZ se netfiSti signal na piispévek translacni
a rotaéni. Pfikladem je program EPMR?', ktery vyuziva
evolu¢ni mechanismus k redukci vypocetniho ¢asu a pro-
gram BRUTE®, ktery opravdu systematicky prohledava
N-rozmérny prostor se zvolenym krokem.

4. RTG strukturni analyza malych molekul

Vysledkem feSeni krystalové struktury je seznam
upiesnénych pozic vSech atomil v asymetrické casti ele-
mentarni buniky spolu s jejich upfesnénymi teplotné-
vibraénimi parametry. Pfesnéji feceno kromé atomu vodi-
ku, protoze jejich pozice se vétSinou dopocitavaji
z oCekavané geometrie (napf. fenylové kruhy apod.).

Ukazatelem vérohodnosti vyfesené struktury je hod-
nota tzv. R-faktoru (reliability factor), coZ je v zésad¢é su-
marni relativni chyba mezi experimentalné zjiSt€nymi
intenzitami difrakci a intenzitami vypocétenymi z vyfeSe-
ného modelu struktury. U spravn€ vyfeSené struktury
z monokrystalu se hodnota R-faktoru pohybuje okolo 5 %
a mén¢. U struktur stanovenych z RTG praskovych dat se
bézné setkavame s hodnotami pies 10 %.

Vysledky RTG strukturni analyzy se dnes standardné
ukladaji do souboru cif (Crystalographic Information Fi-
le”), z kterého lze vypocitat libovolné tidaje o geometrii
molekulové i krystalové struktury (vzdalenosti, thly, pro-
kladani rovin a pfimek atd.). Uzitecny je také vypocet
tvaru a objemu kavit (prazdnych mist v krystalové struktu-
fe). Tato informace nam muze napf. poslouzit pfi piedpo-
védi solvatace farmaceutickych substanci, tzn. jak velké
molekuly solventu a jakého tvaru se do krystalové struktu-
ry substance mohou vejit**.

Za zv1astni zminku stoji stanoveni absolutni chirality
z RTG difrak¢nich dat. To je mozné pouze u enantiomeru,
protoze ten krystaluje v polarni prostorové grupé (nema
stfed symetrie ani jiné operace symetrie, které jej zahrnu-
ji). Z celkového poctu 230 prostorovych grup je pouze 65
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polarnich. U racematu je mozné urcit pouze relativni chira-
litu (krystaluje v centrosymetrické prostorové grup¢). Sta-
noveni absolutni chirality je zalozeno na anomalnim roz-
ptylu primarniho RTG svazku na elektronech métené 14t-
ky. Mira anomalniho rozptylu zavisi na velikosti atomu
a pouzité vlnové délce dopadajiciho RTG svazku. Piedpo-
kladem tspéchu pfi stanoveni absolutni chirality je pfitom-
nost tézkého atomu ve struktuie (napt. Br a vyse). Pokud
struktura obsahuje pouze lehké atomy (C, N, O, H), jsme
schopni stanovit pouze relativni chiralitu.

Kromé¢ toho mize RTG strukturni analyza slouZzit
jako vychodisko pro teoretické modely jinych metodik,
piip. je korigovat (IC, NMR).

Experimentaln¢ vyfeSené krystalové struktury se
ukladaji do databazi, &jsi  jsou: CSD*
(Cambridge Structural Database) — asi 424 tis. organic-
kych a organometalickych struktur; ICSD* (Inorganic
Crystal Structure Database — asi 92 tis. struktur prvki
a anorganickych slou¢enin; CRYSTMET*® — asi 110 tis.
struktur kovi, slitin a intermetalickych fazi.

4.1. Tématické trendy v krystalografii malych
molekul

Pfedstavu o tom, co feSi souCasna RTG struktur-
ni krystalografie, 1ze ziskat z programu velkych krystalo-
grafickych konferenci (24™ European Crystallographic
Meeting, ECM 24, Marakés, Maroko 2007 a XXI Con-
gress and General Asembly of the International Union of
Crystallography, IUCr2008, Osaka, Japonsko 2008)*°.

Z hlediska slozeni se studuji struktury anorganicke,
mineralogické, organické, organokovové a polymerni.
Z hlediska aplikace struktury farmaceutické, struktury pro
ukladani jaderného odpadu, struktury typu hostitel-host,
struktury aperiodické, struktury potravindiskych ingredien-
ci, struktury uhlikatych nanotrubi¢ek a dalSich materiald,
struktury defektni, struktury amorfnich a semikrystalic-
kych fazi, struktury povrchii, struktury monitorované pro
zachovani a konzervaci kulturniho dédictvi a jiné. Vedle
pevné faze se studuji i strukturni jevy v kapalindch. Hleda-
ji se cesty, jak ridit krystalizaci a budovat struktury elek-
tronové, krystalové, mikro- a nanostruktury s pfedem vyti-
povanymi vlastnostmi. Zkoumaji se krystalové stavebni
jednotky a jejich vztah k samousporadavajicim procestim
vedoucim k supramolekulam. Velk4 pozornost je vénova-
na strukturnimu studiu fazovych ptechodi a reakcim typu
monokrystal — monokrystal a monokrystal — prasek.
Zdokonaluje se RTG difrak¢ni experiment za normélnich
a extrémnich podminek a jeho casové-rozlisené verze,
vyvijeji se RTG zdroje (laboratorni i synchrotronové)
a detektory RTG zafeni a v neposledni fadé i matematické
metody zpracovani difrak¢nich dat. RTG strukturni analy-
za se kombinuje s ostatnimi strukturnimi metodikami:
elektronovou a neutronovou difrakci a vysoce-rozliSenou
elektronovou mikroskopii, NMR, hmotnostni spektrosko-
pii atd.

Rychleji se rozviji stanoveni struktury z praskovych
dat pred daty z monokrystalu. Praskovy material je daleko
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Casté&ji k dispozici nez monokrystal, jehoZz vypéstovani se
viibec nemusi povést. Na druhé stran¢ vSak z praskového
materialu nikdy nedostaneme tak velky soubor 3D difrakei
jako z monokrystalu. Tento rozdil dohani hruba vypocetni
sila. Kromé toho jsou intenzity difrakci z praskovych dat,
zméfené na laboratornich difraktometrech, skoro vzdy,
vice ¢i méné, postizeny prednostni orientaci (texturou)
krystalitd, jejiz korekce je slozita. Zakladem uspésného
feSeni struktury z prasku je proto méfeni na synchrotronu.
Zde se praskovy vzorek méfi v kapilare, kdy jednotlivé
reflexe jsou dostatecné intenzivni a maximaln¢ separova-
né. Opatieni dat ze synchrotronu je dnes komerc¢né dostup-
né zasilkovym zpisobem. To vSak neznamena, ze feSeni
struktury z prasku i ze synchrotronovych dat je ve vSech
ptipadech Gsp&$né. Zvlasté u vyssich hodnot findlniho R-
faktoru si nemtizeme byt jisti spravnosti piijatého struktur-
niho modelu a z praSkovych dat se zatim nedaji fesit mole-
kuly velké a vniting velmi flexibilni®. Nicméng jsou prova-
dény i prvni pokusy fesit z praSkovych dat i struktury pro-
teint.

Velka pozornost je vé€novéana aplikaci RTG praskové
strukturni analyzy ve vyzkumu 1éCivych latek. Velmi na-
déjné jsou tzv. molekularni kokrystaly, které modifiku;ji
farmakokinetické vlastnosti 1éCivych latek (pfedevsim
jejich rozpoustéci rychlosti). Mechanochemickou syntézou
dvou vychozich prasku, napt. karbamazepinu (1é¢iva latka)
a sacharinu (host), vzniké4 praskovy produkt typu hostitel-
host (kokrystal’’), kde molekularni pomér karbamazepin :
sacharin = 1:1. Obé€ slozky se v kokrystalu spoji vodiko-
vymi mistky (pferusované ¢ary, obr. 5).

Pravidla pro vytvareni kokrystalli s farmaceutickou
aplikaci jsou pfisnd. V soucasnosti pfichazi v avahu asi
230 potencidlnich hosti, kteti jsou pro kokrystaly farma-
ceuticky akceptovatelni. To spolu s asi 5000 1éCivymi lat-
kami (hostiteli) pfedstavuje obrovsky kombina¢ni potenci-
al. Pfi vytvareni kokrystall se vyuzivaji postupy HT krys-
talizace (High-Throughput) a synthonovy pfistup.

Pomoci ¢asove rozliSeného RTG difrakéniho experi-
mentu se studuji strukturni zmény u vybranych chemic-
kych a fyzikalnich déji in situ. Jedna se napf. o fotoche-

Obr. 5. Molekularni kokrystal sacharin

karbamazepin :
(1:1), jehoZz struktura byla vyreSena z RTG praskovych dat
(obrazek laskavé poskytl prof. M. Zaworotko, University of Sou-
th Florida)
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Obr. 6. Srovnani experimentalnich a teoretickych nabojovych
hustot v jednotkach e. Vlevo vysledky z RTG difrakéniho expe-
rimentu, vpravo teoreticky vypocet (B3LYP/6-311G**). Obrazek
laskavé poskytl Dr. M. Slouf

mické procesy, pfechody nizkospinové <> vysokospinové
faze v komplexech, dé&je v solarnich clancich, déje
v polovodicich, mfizkové deformace v monokrystalech,
chemické reakce v kapalinach, spalovaci déje atd. Tyto
procesy probihaji fadové v ms az fs a proto musi byt napf.
u fotochemickych reakci laserovy pulz (iniciujici reakci)
spfazen se synchrotronovym pulzem (sbér difrakénich
dat). Tak byl napt. studovan ptrechod mezi nizkospinovym
a vysokospinovym stavem komplexu Fe' tris(1,10-fenan-
trolin)s (cit.*®), kdy synchrotronovy pulz trval 50 ps.

Je znamo, ze chemickou reakci lze zpomalit a tak
strukturné charakterizovat nestalé intermediaty vyraznym
ochlazenim. Tohoto principu vyuziva kryokrystalografie.
Pro Casové rozlisené RTG strukturni studie jsou vyvijeny
nové typy velmi vykonnych a citlivych detektorti, napf.
detektor PILATUS 6M™.

Peclivé méfeni RTG difrakci umoziiuje stanoveni
deformagnich a nabojovych hustot™. Tyto udaje Ize potom
porovnavat s teoretickymi vypocty (obr. 6). Nekdy se tak
velmi piekvapiveé reviduji modely klasické strukturni che-
mie. Studium nébojovych hustot a jejich okamzitych zmén
je vyznamné pro piesny popis elektronového stavu jakého-
koliv systému.

Vyznamnou studovanou skupinou jsou aperiodické
krystaly, mezi které fadime kvazikrystaly, nesouméfitelné
(incommensurate) a kompozitni struktury. Tyto latky ne-
vykazuji klasickou 3D periodicitu. Odchylky od 3D perio-
dicity, tzv. modulace struktury, se projevi v difrakénim
obraze vznikem dodatecnych, tzv. satelitnich reflexi, které
jsou pravideln¢ uspofddany a lze je popsat, pfiddme-li
k elementarni bunice jeden nebo vice vektori. To vede
k zavedeni vicedimenzionalniho popisu symetrie aperio-
dickych krystalii v tzv. superprostoru, (3+d)D. Superpro-
storova teorie umoziuje zobecnit zakladni krystalografické
pojmy a vytvorit metody pro feSeni a upiesnovani aperio-
dickych struktur. Atomy jsou v modulovanych strukturach
vyjadieny jako d-rozmérné atomové domény, charakteri-
zujici vychyleni atomi ze zakladnich 3D poloh.

Prvni modulované struktury byly nalézany zejména
mezi anorganickymi (obr. 7) a mineralogickymi krystaly,
brzy se vsak ukazalo, ze tento fenomén je rozsifen i mezi
strukturami organokovovymi a organickymi a v posled-
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Obr. 7. Modulovana struktura faze y-Na,CO;. Vlevo jsou ty-
pické satelitni reflexe, které lezi mimo reflexe zékladni trojroz-
mérné struktury, tj.mimo sit’ bilych ¢ar. Vpravo jsou charakteris-
tické vychylky atomt ze zakladnich poloh (obrazek laskavé po-
skytl Dr. Michal Dusek)

nich letech se objevily i informace o satelitnich reflexich
pozorovanych u krystald proteind. Postupné se tak
z okrajového oboru krystalografie stava nezbytny nastroj
materidlového vyzkumu a studia fyzikdlnich vlastnosti
latek. Je potésitelné, ze prace laboratofe vedené Dr. Vacla-
vem Petii¢kem ve Fyzikdlnim ustavu AV CR predstavuji
v oboru modulovanych struktur svétovou Spicku a zde
vyvijeny program Jana®' je zakladnim vypo&etnim nastro-
jem pro studium aperiodickych krystalt.

Aktudlni RTG strukturni studie za extrémnich podmi-
nek (tlak 0,1 az 100 GPa a teplota 1 az 3000 K) jsou pro-
vadény ve specialnich diamantovych celach s vyuzitim
3. generace vykonnych synchrotronovych zdroji. Studuji
se vysokotlaké a vysokoteplotni faze a jejich piechody
bud z hlediska materialového nebo geofyzikalniho.
Z hlediska materiali byly za extrémnich podminek zkou-
many napt. materialy typu ,,nanocage® (klecové ¢i pasto-
vé)*”, kam patii napf. interkalované fulereny, kiemikové
klatraty aj., nebo vysokotlaké faze kifemiku, elementar-
nich kovti, vysokotlaké kovové faze molekularnich krysta-
It aj. V souvislosti s geofyzikalnimi problémy je studova-
na zejména dynamika zemského jadra — kapalné Zelezo
pod vysokymi tlaky (az 10> GPa)™.

Velmi dulezité jsou strukturni studie u molekuldrnich
materialt, které vykazuji zajimavé elektrické, magnetické
nebo optické vlastnosti. Pro praktické aplikace je dulezité,
aby bylo moZné tyto multifunkéni vlastnosti skokové pre-
pinat vn&jsim vlivem (hv, p, T). Piikladem je piezoelek-
tricky material Ko4Fe", [Cr''(CN)slos, kde piilozenym
vnéjs$im tlakem dojde k rotaci skupin CN a tim ke zméné
magnetického momentu™.

5. Proteinova krystalografie

Pohled na uZitecnost vyfeSenych bilkovinnych struk-
tur se od doby pocatkl proteinové krystalografie hodné
zménil. VyfeSené struktury jsou dnes vnimany predevsim
jako kli¢ k odpoveédim na otazky, jak vlastné mohou bilko-
vinné molekuly vstupovat do interakci samy se sebou nebo
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s jinymi biologickymi makromolekulami ¢i s nizko-
molekularnimi ligandy. Trochu rigor6éznéji formulované
otazky zni asi takto: kde je strukturni zéklad rozeznavani
biologickych molekul a co podminuje silu a specifitu je-
jich interakci? Dale: vodikové vazby, -elektrostatické
a hydrofobni interakce stabilizuji do jisté miry vnitini
strukturu bilkovinné molekuly, ale dovoluji také urcité
konformacni prechody: jak se tim méni tvar a povrchovy
naboj molekuly a jaka je zde spojitost s biologickou funk-
ci? V téchto smérech pak soucasné piiklady uplatnéni
strukturnich informaci uz zahrnou nejen konven¢ni proble-
matiku tvorby komplexu enzymu se substratem a nasledné
katalyzy, ale tfeba i proteinové inZenyrstvi protilatek smé-
rem k posilovani jejich uzite¢nych vlastnosti (a potlacova-
ni nezadoucich)® nebo mechanismus procesu, pfi némsz
stovky stejnych bilkovinnych molekul kondenzuji do cent-
rilniho objektu, kapsidu, v retrovirové astici HIV. Asi
ted’ uz nikoho nepiekvapi, ze proteinova krystalografie ma
zasadni vyznam také pro odhalovani molekuldrnich zékla-
di  mnoha chorob, vcetné genetickych poruch,
a pro souvisejici vyvoj uspesnych 1éciv.

Udaje o primarni struktuie bilkovin, aminokyselino-
vych sekvencich, se dnes ponejvic odvozuji z prectené
genetické informace (tj. z nukleotidovych sekvenci koduji-
cich nukleovych kyselin). K identifikaci kvartérnich struk-
tur bilkovin ve vétSich biologickych objektech vyborné
slouzi techniky elektronové mikroskopie. Sekundarni
a terciarni struktura se vSak tyka prostorové vystavby hlav-
niho fetézce a poloh bocnich skupin — jinymi slovy prosto-
rového usporadani atomi v bilkovinné molekule. Zde je
ustfedni metodou proteinova krystalografie, jez v zasadé
umoziuje ziskani informaci az k atomovému rozliSeni
1,0 A.

»Strukturni biologii* se rozumi obecnéji pojaty funda-
mentélni aspekt soudobé molekularni biologie, zaméteny
na uréeni trojrozmérnych struktur biologickych molekul,
obzvlasté bilkovin, a poskytujici pohled do funkce téchto
molekul v Zivém organismu. Sila proteinové krystalografie
(nebo strukturni biologie) spoc¢iva kromée jiného v tom, ze
umoziuje identifikovat aminokyselinové zbytky podstatné
pro funkci. Dalsi sledovani struktur se pak mlize zaméftit
i na bilkovinné molekuly konstruované tak, aby jejich
vybrané aminokyseliny byly zaménény (,,cilené mutova-
ny*) nebo aby byly odstranény nebo noveé vneseny celé
useky polypeptidového fetézce, piirozené ¢i umélé.

5.1. Zvlastnosti postupt proteinové
krystalografie

Proteinova krystalografie je dnes multidisciplindrnim
oborem, v némz se protinaji zajmy fyziki, biochemik,
biologt a dalSich profesi, o komer¢nich zdjmech zde zatim
jesté nemluvé. Prinik do biomediciny je patrny i ze zafa-
zovani kurzd proteinové krystalografie do vyuky Iékait
(napt.*”). Praktické feseni 3D struktury bilkoviny mé pfi-
tom samoziejme stale stejny princip, RTG difrakci na mo-
nokrystalu, ale v prib&hu poslednich dvaceti let se jednot-
livé postupné kroky vedouci k feSeni staly podstatné ro-
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bustnéjsimi, rychlejsimi a dostupnéj$imi. Neékterych aspek-
th tohoto vyvoje jsme se dotkli jiz shora, jiné si vSak zaslu-
huji samostatny vyklad (prehled®®).

Produkce bilkovin pro proteinovou krystalografii se
uz nerealizuje izolaci z pfirodniho materialu (az na vyjim-
ky, jednu uvedeme nize), ale izolaci ze systémil rekombi-
nantni exprese (cizoroda bilkovina se produkuje naptiklad
v bakteriich E. coli nebo v kvasinkach za kodovani prislus-
nou nukleovou kyselinou, pfedem ziskanou molekularnim
klonovanim). Rekombinantni exprese je mnohostranné
pouzitelny nastroj: vétSi bilkoviny mivaji kromé pevné
organizovanych domén i hodné dal§ich, inherentné neu-
spofadanych nebo prili§ hydrofobnich (napf. transmembra-
novych) soucasti polypeptidového fetézce. Pokud takovéto
bilkoviny nekrystalizuji, vychodiskem z nouze je exprese
,»osekanych“ (truncated) bilkovin nebo jednotlivych izolo-
vanych domén; vyfeSené parcialni struktury pak pfipadné
poskytnou urcitou ,,skladacku®. Zasadné se zménila i do-
stupnost bilkovin pro proteinovou krystalografii. Expresi
v E. coli a naslednou purifikaci 1ze dnes uz pomérné poho-
dIn¢ ziskat naptiklad retrovirovou proteasu HIV nesouci
konkrétni bodovou mutaci spojenou s rezistenci k 1é&ivu®.
Konvenéni preparace by zde schtidné nebyla, uz proto, ze
by vyzadovala izolaci ze smési s prili§ podobnou normalni
bilkovinou a s jen velmi malo odliSnymi bilkovinami ne-
soucimi jiné mutace.

Pro experimentalni urCeni fazi, jez jsou nezbytné
k vyfeseni struktury (podkap. 3.1.), se vyuzivaji postupna
meéfeni s RTG zéafenim o rGznych vinovych délkach, proto-
ze nékteré atomy krystalu méni své rozptylové vlastnosti
v zavislosti na energii zafeni (Multiple Anomalous Disper-
sion, MAD). Standardnim postupem zavedeni anomalné
rozptylujicich atom@ do bilkovinné molekuly je rekombi-
nantni exprese bilkoviny v obohaceném minimalnim kul-
tiva¢nim médiu s obsahem selenomethioninu.

Hodné empirie stile zistava v postupech nalézani
krystalizacnich podminek (crystallization trials).
Za skuteCnost, ze dnes zpravidla vysta¢ime ,jen‘
s nékolikamiligramovym mnozstvim preparatu bilkoviny,
vdé¢ime mikrokrystaliza¢nim technikdm, a za relativni
experimentatorsky komfort pak komeréné dostupnym sou-
pravam desitek az stovek krystalizanich roztoku
(crystallization screens) a ruznych typu plastovych desti-
¢ek s diftiznimi komiirkami pro visici nebo sedici kapky
o typickém objemu mens$im nez deset pl. Krystalizace
komplexti bilkovina/ligand se realizuje bud’ pfitomnosti
ligandu v krystaliza¢nim médiu nebo namacenim bilkovin-
nych krystalli do roztoku ligandu. NovéjSimi technikami
pouzitelnymi jak pro metodu MAD, tak pro metodu izo-
morfni modifikace k ur€ovani fazi, je tlakové zavadéni
atomi xenonu do zmrazenych krystalt bilkoviny nebo
namaceni krystalli do koncentrovanych roztoki jodidu.

Krystalizace zGstava stale izkym hrdlem feseni bilko-
vinnych struktur a stava se tedy pfedmétem snah o sestave-
ni alternativnich systémui (krystalizace v gelech nebo na
rozhranich olej/vodny roztok) nebo snah o robotizaci
a automatizaci standardnich postupa''. Pfislusna instru-
mentace by zde idealn¢ méla ,,sama* a opakované po delsi
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Obr. 8. Vyiez modelu HIV proteasy v mapé elektronové hus-
toty’’, PDB kéd 1NHO. Bilkovinna molekula je znizornéna
ty¢ovym modelem, bodové atomy jsou pospojovany ve sméru
kovalentnich vazeb, ty¢e nesou zbarveni podle druhu atomu, ze
kterého vychazeji (zluta uhlik, modra dusik a cervena kyslik).
Mapa elektronové hustoty (modra sit’) je konturovana na irovni
1o, zde cca 0,8 elektronu na A3

dobu analyzovat a zaznamendvat mikroskopické obrazy
kapek, rozeznéavat v nich amorfni nebo olejovité srazeniny
nebo i kyzené, ale tieba malic¢ké, srostlé nebo deformova-
né krystaly a poskytovat tak voditka pro jemné vylad’ovani
krystalizaénich podminek. Novéji se robotizace uplatiiuje
u vymény a montaze krystalll do optimalnich pozic vzhle-
dem k synchrotronovému RTG svazku®. Automatizace
muize dnes zasahovat i do vybéru krystald s nejlepsi
difrakéni kvalitou, do sbéru a zpracovani difrakénich dat,
poptipadé az po nekonvenéni metody vystavby a upfesiio-
vani modelu*'.

V bézném postupu se model bilkovinné struktury
buduje do map elektronovych hustot vypoctenych na za-
kladé méfenych intenzit difrakci a jejich fazi ziskanych
vySe zmin€nymi metodami. Proces upfesiiovani prvotniho
modelu spociva v postupném dolad’ovani jeho parametr,
konkrétné souboru soufadnic x;, yj, z;, teplotniho faktoru B;
a n¢kdy téz okupacniho faktoru o; kazdého i-t¢ho atomu
modelu tak, aby bylo dosaZzeno maximalni mozné shody
s experimentalnimi daty (obr. 8). V proteinové krystalo-
grafii se za uspokojivé vyfeSenou povazuje struktura s R-
faktorem pod konvenc¢ni hranici 25 % (i kdyZz se publikuji
i struktury s R-faktorem vys$$im, napf. v Nature v roce
2007 zhruba kazda Sesta).

Krystalografie biologickych makromolekul neni fun-
damentalné odlisna od krystalografie nizkomolekularnich

vvvvvv

kularniho systému. Pokud je struktura tvofena nékolika
atomy, je na kazdy upfesiiovany parametr k dispozici do-
statek experimentalné stanovenych intenzit, takze uptesné-
ni Ize provést iterativnim vypoctem, a do jehoz pribéhu
neni vétSinou nutné manualné zasahovat. Typicka mak-
romolekula je vSak tvofena nékolika tisici atomy a krysta-
lizuje v elementarnich buiikach o objemu miliont A’
takze pomér experimentalné zjisténych intenzit k poctu
parametrd, které je tfeba stanovit, se stava velmi neptizni-
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Obr. 9. Riizné zpusoby grafického zobrazeni proteini: mole-
Kkula lidského Arg36Ser yp-krystalinu®®, PDB kod 2G98, pro-
gram pyMOL®, Zleva: sekundarni struktura s barevnym rozlise-
nim domén a spojky; povrch vybarven podle elektrostatického
potencialu; atomy pospojovany tycemi; atomy reprezentované
koulemi van der Waalsovych poloméri

vym. Komplexnost této tlohy vyzZaduje kombinovani itera-
tivnich uptesiiovacich (rafina¢nich) metod vyuzivajicich
matematickych principti a manualnich zasah feSitele pfi
budovani, resp. pfebudovavani, modelu ve 3D prostoru
(pridavani nebo odebirani konkrétnich atomu, ptipadné
zména jejich polohy editaci soufadnic).

Exponencialné rostouci pocet vyfesenych bilkovinnych
struktur si vyzadal vytvofeni samostatnych elektronickych
databazi. V dominantni RCSB Protein Data Bank** (dale jen
,,PDB%) je dnes deponovéno pies 50 tisic struktur, identifi-
kovanych c¢tyiznakovymi kody. PDB je spravovana kon-
zorciem nékolika americkych instituci (Research Collabo-
ratory for Structural Bioinformatics, RCSB) a slouzi uzi-
vatelim zcela pratelskym zplisobem. Vystupy z PDB po-
skytuji kromée vlastnich struktur i literarni odkazy a prova-
zani k jinym databazim. Vizualizaci bilkovinnych struktur
na mnoho zplisobu (s moznostmi vybarveni povrchu podle
van der Waalsovych parametrii nebo podle naboje,
s vyznacenim nékterych vzdalenosti apod.) slouzi progra-
my pocitatové grafiky, napt. popularni pyMOL® | viz
obr. 9.

5.2. Zuzitkovani strukturni informace

Co vsechno lze ze strukturni informace vytézit a jak

Obr. 10. Priklad topologie (vlevo) a sekundarni struktury
(vpravo) modulu zinkového prstu; C oznacuje cysteinové zbyt-
ky, H histidinové. Adaptovano z cit.**
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se orientovat v novych piinosech proteinové krystalogra-
fie? Ilustrativni mlize byt kratky vybér z vice nez stovky
»molekul mésice”, vyhlasovanych a komentovanych
v PDB. Pozpatku podle abecedy nalezneme ,,zinkové prs-
ty* (bfezen 2007). Zinkové ,lepkavé™ prsty jsou tvoreny
specifickymi kompaktnimi moduly, jejichz prostfednic-
tvim bilkovina rozeznava strukturni motivy v DNA, RNA
nebo v jinych bilkovinach*. Klasicka topologie modulu
zinkového prstu zahrnuje dva [-listy (poskytujici
k tetragonalni vazbé zinkového atomu dva cysteiny)
a jeden a-helix (poskytujici k vazb& téhoz atomu dva histi-
diny); ¢ast z ostatnich asi 25 aminokyselinovych zbytki
modulu tvofi malé hydrofobni jadro modulu (leuciny
a fenylalaniny) a zbyvajici ,,hledi ven“ a nachazeji partne-
ry k pevanym funkénim interakcim (obr. 10). V PDB je
ulozeno pies tisic () struktur obsahujicich zinkové prsty
v kontextu rtznych bilkovin — funguji napf. ve ,,Cteni®
nukleotidové sekvence specifickych segmenti DNA, jez
reguluji transkripci (pfepis do RNA).

Strukturu transkripéniho faktoru ma i bilkovina p53
potlacujici maligni rtst (p53 Tumor Suppressor), jeZ byla
vyhlasena molekulou mésice cervence roku 2002. Funguje
v pfipadech, kdy jsou normdlni prvky regulace transkripce
v DNA narusené (zafenim, kancerogeny apod.) a to zhruba
tak, ze ve své tetramerni formé ,obejme“ DNA
v relevantnich mistech genomu a v souhie s dalSimi bilko-
vinami umozni napravu (nebo fizenou bunétnou smrt,
apoptozu). Bilkovinu p53 vsak inaktivuji mutace, jezZ pro-
vazeji asi 50 procent lidskych nadorti. Doménové struktury
vyfesené do roku 2002 uz umoznily pochopit nékteré on-
kogenni mutace p53. Naptiklad mutace jednoho aminoky-
selinového zbytku argininu predstavuje ztratu ,,prstu®,
ktery zapadd do malého Zlabku Sroubovice DNA. Skute¢né
fascinujici je vSak neddvny vyvoj na tomto poli***.
V dasledku jinych onkogennich mutaci jsou destabilizova-
ny lokalni struktury v oblasti vazby p53 k DNA (zasazené
struktury roztaji jiz pfi télesné teplot€¢ nebo pod ni). Pro
vyfeSeni kompletni struktury p53 s potfebnym rozlisenim
byla napted proteinové-inzenyrsky zkonstruovéana praktic-
t&j8i, ale nadale biologicky aktivni varianta p53 a na tomto
zéakladé byly feSeny struktury p53 nesouci destabilizujici
onkogenni mutace. Ve vyfeSenych strukturach byly nale-
zeny dutiny, pro né€z byly Usp€sné navrzeny malé syntetic-
ké molekuly zpevilujici strukturu, tedy prototypy slouc¢enin
k novému sméru protinadorové intervence.

Dnes uz klasickym ptfikladem intenzivniho zapojeni
proteinové krystalografie do racionalniho designu 1é¢iv je
vyvoj inhibitori retrovirové proteasy HIV (PDB molekuly
mesice ¢ervna roku 2000, jez svého Casu doznala i Casté
prezentace v kalendafich a na titulnich stranach firemnich
katalogli). Inhibitory proteasy preruSuji infekéni cyklus
retroviru tim, Ze zabranuji proteolytickému zpracovani
bilkovinnych prekurzorti na funkéni stavebni a enzymové
bilkoviny. Prazakladem struktur inhibitori se staly struktu-
ry prirozené Stépitelnych mist (napf. oktapeptidd
s nahradou $tépené peptidové vazby nestépitelnou skupi-
nou). Voditkem pro syntetickou organickou chemii pak
byly stovky struktur komplexti HIV proteasy s inhibitory
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Obr. 11. Detaily  struktury komplexu HIV  proteasy
s fenylnorstatinovym inhibitorem, rozliSeni 1,03 A¥. Detail
vlevo: Katalytické misto; cervené konturovand mapa diferen¢ni
elektronové hustoty uprosted prislusi vodikovému atomu; cerve-
né vyznacené kyslikové atomy karboxylovych skupin proteasy
a hydroxylové a karbonylové skupiny inhibitoru jsou kruhové
propojeny vodikovymi vazbami. Detail napravo: Cast inhibitoru
v ,,podmisté P1“ vazebné dutiny proteasy; pii vazbé inhibitoru
(vybarven fialové) k normalni 82Val protease (zelen€) je thel
napojeni bo¢ni fenylové skupiny k hlavnimu fetézci inhibitoru
deformovany, ale pii vazbé ke mutované 82Ala protease je nor-
malni (Zluté a tyrkysove)

pochazejicimi z réiznych fazi strukturniho designu®’. Struk-
tura komplexu z nadeho pracovi§té®® byla svého &asu struk-
turou s nejvyssim publikovanym rozligenim, 1,03 A. Toto
rozliSeni umoznilo napf. stanovit donory a akceptory vodi-
kovych vazeb v katalytickém misté a urcit polohu vodiko-
vého atomu drzen¢ho dvéma katalytickymi Asp zbytky
(obr. 11). V jiném sméru struktura vysvétlovala schopnost

Obr. 12. Elementarni buiika krystalu lidského Arg36Ser yD-
krystalinu*. Vodorovné Sipky sméfuji ke kontaktnim zonam
serinu 36 z Cervené vybarvenych molekul, svislé ke kontaktnim
zonam serinu 36 z modfe vybarvenych molekul
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nové fenylnorstatinové slouceniny inhibovat téz HIV pro-
teasu, jeZ mutaci ziskala rezistenci k antiretrovirotickym
1é¢ivim, napf. k Ritonaviru. Pro uvedenou rezistenci je
podstatnd mutace proteasového zbytku 82 (valinu na ala-
nin) a pro jeji prekonani prodlouzena délka hlavniho fetéz-
ce inhibitoru v misté nahrady peptidové vazby. Jak ukazu-
je obr. 11, inhibitor dobfe vypliiuje zvétSenou vazebnou
dutinu mutovaného enzymu (jez je ale pro vazbu Ritonavi-
ru jaksi pfili§ ,,volnd*). Skutecnost, Ze mutovana proteasa
je novou slouceninou inhibovana dokonce ponékud lépe
nez proteasa divokého typu, lze vysvétlit prekazkou, kte-
rou pro inhibitor v ,,normalni* vazebné dutin¢ predstavuji
dvé methylové skupiny bo¢niho fetézce valinu 82.

Dal3i zajimavy patogenni proces®® mizeme vysvétlit
1 na jinych molekul4ch, nez na prominentnich ,,PDB mole-
kulach mésice”. Bilkovina yD-krystalin se ve vysoké kon-
centraci nachazi v o¢ni Cocce a zajiStuje jeji svétlolom-
nost. Nekteré mutace povrchovych zbytkd molekuly yD-
krystalinu vedou ke vzniku kalného depozitu, coz se proje-
vi onemocnénim kataraktou (lidové ,,Sedym zakalem®).
Misto ocni Cocky s poskozenou funkei lze postizenym
chirurgicky poskytnout umélou nahradu. Vsimavy mole-
kularni patolog zjistil, Ze na rozdil od b&znych piipadi
amorfniho bilkovinného depozitu ma depozit v jednom
chirurgicky odstranéném materidlu krystalicky charakter.
Po zjisténi genetického zakladu onemocnéni, potvrzeného
i stanovenim mutace v bilkovinné molekule jako Arg36-
Ser, piedal drobné krystaly patogenni bilkoviny proteino-
veé-krystalografickému pracovisti. Krystaly nemély idedlni
kvalitu, ale vykazovaly celkem uspokojivou difrakci
a umoznily vyfeseni struktury s rozlisenim 2,25 A. Jaky
strukturni prvek podminuje krystalizaci patogenni bilkovi-
ny Arg36Ser yD-krystalinu v ¢occe lidského oka? Obr. 12
ukazuje, jak tésné¢ se molekuly Arg36Ser yD-krystalinu
v elementdrni buiice krystalu dotykaji. Do z6ény kazdého
kontaktu se jesté vejde bocni fetézec aminokyselinového
zbytku 36Ser, ale pfitomnost 36Arg v normalnim yD-
krystalinu t€sné kontakty znemoZiluje (arginin mé bocni
fetézec mnohem vétsi nez serin). VyfeSena struktura byla
prvni publikovanou strukturou lidského yD-krystalinu:
normalni bilkovina totiz navzdory svému pojmenovani
»tvrdohlavé® odolava krystaliza¢nim pokustim a setrvava
v roztoku ¢i gelu i pii vysokych koncentracich, jak to
ostatné€ odpovida i jeji fyziologické funkci.

6. Predikce

V roce 1988 John Maddox* ustépacné prohlasil, zZe:
,J€ skandalni, ze teoreticka fyzika stale neumi predpovédét
krystalovou strukturu latky pouze z jejiho vzorce®. O to
vice je skanddlni, Ze to jednoznan€é neumi ani v roce
2008.

* Sir John Maddox (*1925), teoreticky fyzik a chemik, editor casopisu Nature v letech 1966-73 a 1980-95
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Problém ma nékolik rovin. U malych molekul je teo-
reticky vypocet dnes Casove srovnatelny s experimentem.
Teoreticky vysledek je ovSem nejisty, tak pro¢ teoretizo-
vat? Na druhé strané je vsak teoreticka predikce krystalové
struktury stale prestizni a fundamentalni otdzkou. Predikci
vSak vyrazné komplikuje velmi rozsifeny fenomén poly-
morfismu chemickych entit. V zavislosti na podminkach
krystalizace muze jedna molekula vykrystalovat
v n¢kolika strukturdch — polymorfech. Neni snadné ur€it,
kterd minima na hyperpotencialové plose odpovidaji real-
nym polymorfiim a ktera nikoliv. Pravé predikce polymor-
fismu farmaceutickych substanci by byla velmi uzitecna
napt. pro originalni farmaceutické firmy, které by tak blo-
kovaly konkurenci generickych firem. Bohuzel vsak
u patentovych sporti farmaceutickych firem soudy predikci
jako dikaz neuznavaji.

Ackoliv se predikéni algoritmy vyvijeji stale k vétsi
dokonalosti, ¢as od ¢asu provede Cambridge Crystallogra-
phic Data Centre ,,slepy* test”’, jehoZ podstatou je predi-
kovat ab initio neznamé a neprilis slozité krystalové struk-
tury malych molekul. Tento test je pak zaddn vybranému
vzorku teoretickych laboratofi disponujicich riznym pro-
gramovym vybavenim. Vysledek je vSak jiz n€kolik let
tentyz: zpravidla jsou zadany 4 slouCeniny a spravnou
strukturu vSech Ctyf neptfedpovi zadna laboratotr. Vétsinou
laboratote predikuji jednu nebo dvé spravné struktury, ale
Casto jiné kombinace. Suma sumarum: predikce krystalové
struktury malych molekul je mozna, ale zcela nejedno-
znacna.

Jsou vsak i dil¢i uspéchy. Ptikladem je predpovéd
existence tietiho polymorfu paracetamolu a jeho nasledné
experimentalni potvrzeni>’. Na zdokonalovani predikénich
algoritmi vsak teoretici usilovné pracuji.

Pokud je Zadouci nebo nutné ziskat informace o bil-
kovinné 3D struktufe, jez dosud nebyla vyfeSena experi-
mentalné, je v zasadé mozné snazit se ji vypocitat postu-
pem, jemuz se iika modelovani. Homologni modelovani®'
spociva v odhadu nezndmé ,,cilové“ 3D struktury na zakla-
de struktury ,,vzorové“ (template) bilkoviny, ziskané zpra-
vidla RTG strukturni analyzou a ulozené v PDB, s tim, Ze
uvazovana ,,vzorova“ bilkovina je s ,,cilovou* homologni
co do aminokyselinové sekvence. Na stupni sekvencni
homologie pak zavisi i presnost vypocteného modelu:
Uprostied spektra piesnosti lezi modely zaloZené na sek-
venéni identité 30 az 50 %, u nichz az 85 % modelovanych
Co atomt lezi ve vzdalenosti do 3,5 A od spravnych po-
loh. Model, i kdyz neni absolutné dokonaly, mize byt
velice uzite¢ny. Muze napfiklad napomoci navrhu cilenych
mutaci k testovani hypotéz o funkci bilkoviny, slouzit
k identifikaci a vylepSovani ligandt, k pochopeni substra-
tové specifity a k racionalizaci experimentalnich pozoro-
vani.

Popis metod homologniho modelovani by piesahl
ramec tohoto ¢lanku. Jedna se, ve znacné stru¢nosti fece-
no, o nasledujici kroky: Nalezeni ,,vzorové“ struktury;
porovnani (alignment) aminokyselinovych sekvenci vcetné
potiebnych korekei; generovani hlavniho fetézce; na da-
tech zalozené generovani ,,kanonickych®“ smycek; genero-
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vani poloh bocnich fetézch a nasledna optimalizace; vy-
stavba smycek zaloZena na ab initio vypoctech; celkova
optimalizace modelu zaloZena na vypoctech energetickych
minim a pfipadné iterace predeslych krokd k odstranéni
chyb. Popularnimi programy pro homologni modelovani
jsou napi. MODELLER, SWIS-MOD a WHAT IF umisté-
né na vefejné dostupnych serverech. Program SWIS-MOD
ma odkaz na seznam REPOSITORY, tj. knihovnu modelo-
vanych struktur vytvofenych na zdkladé dostate¢né homo-
lognich aminokyselinovych sekvenci nalezenych v PDB.

Rozsah pouzivani postupii modelovani struktur biolo-
gickych makromolekul kolisa podle objekti zajmu:
U struktur smycek v fetézci variabilnich oblasti imunoglo-
bulini je b&zny®, zatimco vyladovani struktur bilkovin-
nych ligandii jako potencidlnich 1é¢iv vyZaduje zpravidla
vysoké rozliseni poskytované jen experimentalnimi krysta-
lovymi strukturami komplexti protein/ligand***’. Vztah
proteinové krystalografie a modelovani je obousmérny. Na
jedné strané jsou zakladem porovnavaciho modelovani
vyfesené krystalové struktury, na druhé strané¢ mize mode-
lovani wulehcovat postup molekuldrniho nahrazovani
v proteinové krystalografii a napomahat designu bilkovin-
nych molekul s kompaktni strukturou (bez dlouhych smy-
¢ek a exponovanych hydrofobnich oblasti) pro lepsi Sance
uspésné krystalizace.

7. Zavér

Soucasnd RTG strukturni analyza pfedstavuje nejdi-
a krystalové struktury latek. Pokud je k dispozici mono-
krystal (u malych i velkych molekul), pak se s velkou
pravdépodobnosti podaii vyfesit jeho strukturu. Omezeni
monokrystalové RTG strukturni analyzy (malych i velkych
molekul) pfedstavuje pravé vypéstovani vhodného mono-
krystalu. U latek, které jsou slozené z malych a nepfilis
vnitin€ flexibilnich molekul, a nedafi se je pfipravit ve
formé monokrystalu, je Sance vyfeSit strukturu
z praskovych dat. Rychlost provedeni rutinni RTG struk-
turni analyzy malych molekul (n€kolik hodin) se vyrovna
strukturnim  spektroskopickym technikam, piedevsim
NMR, se kterou se vhodné¢ dopliuje.

Trendy v krystalografii malych molekul se ptesouvaji
od statického stanoveni struktury ke strukturnimu sledova-
ni chemickych reakci in situ a ke stale podrobngjSimu
a jemnéjSimu popisu struktury (aperiodické krystaly). Vel-
kou vyzvou je predikce krystalové struktury z vypocta ab
initio, podobné jako nalezeni fundamentalnich pficin exis-
tence polymorfismu molekuldrnich krystalti. RTG krysta-
lografie je stale vice pfi feSeni urcitych problémt vhodné
kombinovana s ostatnimi metodami stanoveni struktury
latek — NMR, elektronovou mikroskopii, elektronovou
difrakei aj.

Jak v soucasné ,,postgenomické® éfe nacrtnout trendy
proteinové krystalografie? Zietelné se etabluje ,,strukturni
genomika®, jejiz strategii je ur€ovani bilkovinnych struk-
tur ve velkych, byt zatim asi nutné netplnych, souborech
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genovych produktli kodovanych jednotlivymi genomy.
Strukturni genomika se piednostné zaméfuje na lidsky
genom a genomy patogennich organismi, véetné paraziti.
Akademicky vyzkum hled4d (a nalézd) souhru genovych
produktl, napt. v regulaci jejich tvorby, bunééném trans-
portu a uplatnéni v normalnich a patologickych procesech.
Dulezité je, ze vhodné kandidaty na selektivni terapeuticky
zasah lze hledat (a nalézat) mezi bilkovinami se zvlastni
nebo dokonce ojedinélou strukturou (v jistém slova smyslu
mezi ,,molekularnimi jednorozci®). Z druhé strany se pro-
teinovd krystalografie nezanedbatelné¢ uplatiiuje
v proteinovém inzenyrstvi bilkovin, jez maji do procest
probihajicich v Zivém organismu zasahovat: Ve tfid¢
,.biofarmaceutickych bilkovin jsou stale nové konstruova-
ny terapeutické protilatky, imunogeny a mnoho dalSich
perspektivnich prostfedkti 1é€by nebo prevence. Shora
zminéné komercni z4jmy se zde tykaji ro¢niho objemu
svétového trhu v ftadech desitek miliard dolard.
V soucasnych trendech, jisté ohromujicich svou novosti
a zabérem, muze vSak pozorny proteinovy krystalograf
nebo strukturni biolog rozeznat i prvek kontinuity: kardi-
nalni misto porad zaujima prastaré téma vztahu struktury
a funkce bilkovin. A tento zobecnény vztah struktura/
vlastnosti plati i pro malé molekuly.

Prace byla podpofena vyzkumnym zémérem MSMT
CR ¢ 604613730, projektem GA CR 203/07/0040, vyzkum-
nym zamérem AV CR AV0Z50520514 a vyzkumnym cen-
trem MSMT CR ¢ M0505.
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Referat

B. Kratochvil’, M. Hu$ak®, J. Brynda"",
and J. Sedlaéek” (“ Department of Solid State Chemistry,
Institute of Chemical Technology, Prague, Czech Repub-
lic; " Laboratory of Structural Biology, Institute of Mo-
lecular Genetics, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Prague ; “ Team of Structural Biology, Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of Sci-
ences of the Czech Republic, Prague): What Can the
Current X-Ray Structure Analysis Offer?

X-ray diffraction analysis is still the most important
method for crystal structure determination. It is used in
crystallography of small molecules and proteins. Although
principles of both applications are the same, they differ in
methodology of crystallization and utilization. The main
limiting factor of progress is the preparation of single crys-
tals. This article reviews current methods and trends, as
presented at the last European Crystallographic Meeting
and Congress of the International Union of Crystallogra-
phy. The crystallography of small molecules tends towards
solving structures from powder diffraction data, studying
structural changes in chemical reactions in situ and de-
scribing detailed structure (aperiodic crystals). The ad-
vanced “charge-flipping” method for the phase problem
solution is mentioned. In protein crystallography, solving
crystal structures is easier with novel procedures for pro-
tein supply, crystallization tests, and data collection using
common and synchrotron x-ray sources as well as ad-
vanced computational methods of phase determination and
model refinement. The solved protein structures are exem-
plified with several “molecules of the month” in the Pro-
tein Data Bank, emphasis being put on structural basis of
pathological mechanisms and the use of crystal structures
in design of drugs and biopharmaceuticals..4b initio pre-
dictions and simulations of crystal structures are discussed.



