Biologia strukturalna

Badania ksztattu i architektury makroczgsteczek biologicznych, w tym w
szczegolnosci biatek i kwasow nukleinowych

Wiasciwe funkcjonowanie makromolekut
(RNA) wymaga aby przyjety one wtasciwg
strukture przestrzenng

Makromolekuty sg zdolne do wypetniania swoich funkcji dzieki precyzyjnemu
utozeniu grup chemicznych w ich strukturze
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Podstawy struktury RNA

Graphic by M. Orozco (IRB Barcelona)



Rybozym







Double-stranded
segment (dsRNA)

|

Two-stem junction
(coaxial stack)

() —<

i=1

Bulge

Pseudoknot

() () ()
i1 j=1
3<i<8
Internal loop (if | = j, symmetric Hairpin

internal loop; if i # j, asymmetric  (stem-loop)
internal loop)

Kissing hairpins

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Dodatkowo: miejsca wigzania jonow metali
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http://ww2.chemistry.gatech.edu/~lw26/structure/nucleic_acid/rna_motifs/tetra_loops/



¢T3
Y A
€ A
T—A
6—¢
G—¢
G T
T—g
A
™ 4
0—¢C
A—TY
We—oW
¢c—o
A A
A A
AAA

AT
c—¢
T—A
QT

G—c
c—¢
Al
s

~
L RN

(<]
A—T
c—a

>
Trn»

Stem il ©
wiA=Ug, G
c-G
SrommG"C
C-G
C-G

-

Stem |

Stem |

G, Undine

turn




Podstawy struktury RNA

glmS ribozyme-riboswitch Lysine riboswitch

100 A

(b)

T. thermophilus 30S ribosome subunit (RNA only) T. thermophilus 30S ribosome subunit
Current Opinion In Structural Biology
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Struktura drugorzedowa RNA moze by¢ stosunkowo precyzyjnie
przewidziana na podstawie porownania sekwencji lub metod
termodynamicznych

o« -30.83 [inidlially -d45. 33 Ity hasvbt ot



Metody chemiczne

Niskokgtowe rozpraszanie promieniowania Rentgena (SAXS)

Mikroskopia elektronowa (EM)

Jadrowy Rezonans Magnetyczny (NMR)

Krystalografia

Metody obliczeniowe

Metody wyspecjalizowane (np. FRET)



Produkcja RNA:

Synteza (do kilku dziesieciu nukleotydow)
Transkrypcja in vitro

Zrodia naturalne

Oczyszczanie w warunkach denaturujacych:
HPLC
Zele sekwencyjne

Oczyszczanie w warunkach natywnych:
Metody chromatograficzne (filtracja zelowa)



Chemiczne metody badania RNA (chemical probing)

Enzymy
Nukleaza S1

Rybonukleaza V1
Rybonukleaza T1

Rybonukleaza U2

Odczynniki chemiczne

Imidazol

Otow
Ethylnitrosourea ENU
Rodniki hydroksylowe

Dimethylsulfate DMS
CMCT

DEPC

Kethoxal

dostepne nukleotydy w regionach jednoniciowych
nukleotydy w tworzgce oddziatywania stacking lub
sparowane

dostepne (niesparowane) guaniny, sekwencjonowanie
dla guanin (w warunkach denaturujgcych)

Dostepne (niesparowane) adeniny, sekwencjonowanie
dla adenin (w warunkach denturujgcych)

Dostepne regiony jednoniciowe

Dostepne regiony jednoniciowe

Etyluje dostepne fosforany

(reakcja Fe(Il)-EDTA z NaOH lub promieniowanie
synchortronowe) - przecinajg gtéwny fancuch RNA tam
gdzie dostepne sg C1’ lub C4’ rybozy

Metyluje dostepne N1 adeniny, N3 cytozyny, N7 guaniny
Modyfikuje dostepne N3 urydyny, N1 guaniny

Dostepne N7 adeniny

Dostepne N1 i N2 guaniny
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1-methyl-7-nitroisatoic anhydride

Reaktywnosc¢ niezalezna od rodzaju zasady, ale
silnie zalezna od ruchliwosci/dostepnosci
nukleotydu.

Powstawanie produktu reakcji wykrywa sie
poprzez zatrzymanie reakcji wydtuzania primera
DNA przy zastosowaniu odwrotnej transkryptazy
i poréwnanie z niemodyfikowang kontrolg



Chemiczne metody sg uzywane do potwierdzenia poprawnosci struktur
krystalograficznych

Ich zaletg jest stosowanie w roztworze w warunkach fizjologicznych

Zastosowano te metody w catych komoérkach (mapowanie struktury 16S
rRNA oraz RNazy P w bakteriach (Adilkshmi, NAR, 2006)
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Rezonans magnetyczny
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Niektore jgdra atomowe posiadajg moment
magnetyczny:

« Ten moment jest rownolegty i proporcjonalny do spinu
jadra

* Dla spinu 2 mozliwe sg dwa stany energetyczne —
rownolegty i antyrownolegty do zewnetrznego pola

magnetycznego

* Przejscia miedzy tymi dwoma stanami sg Ty TH
obserwowane z NMR |
» czestotliwos¢ odpowiadajgca przechodzeniu miedzy TH_,C_(E
tymi dwoma stanami jest nazwana czestotliwoscig tH ftH
Larmora

Przesuniecia chemiczne

Prgdy generowane przez chmury elektronowe
ostaniajg jgdro od zewnetrznego pola magnetycznego
modyfikujgc czestotliwosci Larmora o milionowe
czesci.

Jedynie 'H, 13C, °N, oraz 3P moga by¢ zastosowane w NMR
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State sprzezenia

W najprostszym przypadku oczekujemy pojedynczych sygnatow od poszczegolnych
protonow w czgsteczce.

Proton, ktory obserwujemy (H,) znajduje sie w poblizu innego protonu (Hg). Moment
magnetyczny HB jest rowniez utozony rownolegle lub antyrownolegle utozony
wzgledem pola zewnetrznego. Potowa H, bedzie sie znajdowac¢ obok Hg utozonego
rownolegle do pola i ,odczuwa” nieco wieksze pole, a potowa obok Hg utozonego
antyrownolegle i ,odczuwa” nieco mniejsze pole.

Stata sprzezenia (coupling constant) mierzona w Hz opisuje oddzielenie sktadnikow
multipletu

Posrednie sprzezenia spinowo-spinowe w NMR s3g przenoszone wigzania miedzy
atomami (dwa lub trzy; sprzezenia przez cztery wigzania sg czesto ponizej poziomu
detekciji).

TH TH TH T|;|
TH— —c': lH— -C

TH TH TH TH



Obserwowane rezonanse wystepujg w multipletach - singlet, dublet, kwartet itd.

! Tlﬂ 4
TH—\C—C TH—/C—(|3
H1H HoOH

t TH

\ |
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Equivalent Splitting

singlet

1 nieighbor
doublet
-~ - {1:13

" 2 neighbors
l triplet
e e T T, 121
" 3 neighhbors
1 quartet
(13310
{H+1 peaks)

Duze znaczenie dla okreslania struktury przestrzennej czgsteczek majg tez
state sprzezenia wicynalne (przez trzy wigzania), ktérych pomiar pozwala na
okreslanie katow dwusciennych w czgsteczkach poprzez tzw. réwnanie

Karplusa



Innym mechanizmem sprzezenia pomiedzy momentami magnetycznymi jgder
jest bezposrednie sprzezenie spinowo-spinowe lub dipolowe (stata tego
sprzezenia jest oznaczana D), ktéra zachodzi przez przestrzen. W cieczy, ruchy
czasteczki powodujg, ze sprzezenie bezposrednie ulega usrednieniu do zera

Zalezne od odlegtosci jgder - ~ 1/rb

Mozna ja jednak mierzyC jako tzw. resztkowe sprzezenie dipolowe w czesciowo
zorientowanych cieczach (np. zawierajgcych polimery, wirusy etc.)

Sprzezenia dipolowe prowadzg rowniez do zmian intensywnosci sygnatow
NMR — jadrowy efekt Overhausera, ktorego wielkos¢ jest odwrotnie
proporcjonalna do odlegtosci dwdch protonow (<6 A)

Nagroda Nobla - Kurt Wutrich 2002



Doswiadczenia rozpoczynajg sie od przygotowania czgsteczek wyznakowanych
izotopami 13C and "°N.

Widma dwu- i tréjwymiarowe sg rejestrowane, aby zidentyfikowac¢ systemy
spinowe i przypisac sygnaty do poszczegolnych reszt
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Informacja strukturalna jest uzyskana przez pomiar tzw. efektu jgdrowego
Overhausera (NOESY)

Pomiary statych sprzezen pozwalajg zmierzy¢ katy w szkielecie fosforanowym
RNA

Zmierzone wiezy sg nastepnie uzyte w protokole minimalizacji struktury
dynamiki molekularnej z simulated annealing
Wygenerowana zostaje grupa struktur (ensemble), ktora spetnia zatozone

wiezy






,Klasyczny” NMR dla RNA — ograniczenie do ok. 15 kDa

Ostatnie udoskonalenia NMR dla RNA to zastosowanie resztkowych sprzezen
dipolowych oraz selektywne izotopowe znakowanie RNA — obecny limit to 30
kDa (ok. 100 nukleotydow)

Zaletg NMR jest badanie czgsteczek w roztworze oraz mozliwos¢ badania
ich dynamiki

Pierwsze struktury RNA rozwigzane NMRem - 1991

W ogromnej wiekszosci dostepne struktury RNA NMRowe to krotkie
fragmenty (dupleksy itp.)



SAXS



SAXS

Dostarcza niskorozdzielczej informaciji strukturalnej

Zalety: w roztworze, prosty pomiar, pomiary mozliwie od kilkunastu kDa do
kKilku Mda.

Mozliwe typy analiz:

S Porounarie
! teoretycznej krzywej
SAXS z krzywg

doswiadczalng

Obliczenie ksztattu
czgsteczki

Dokowanie modelu
RNA do ksztattu

|,_ | Pollack L., 2011,
Annu. Rev. Biophys. 4(k225-42



Okreslenie ksztattu ab initio

Dana objetosc¢ jest wypetniona sferami.
Kazda sfera moze by¢ przypisana do czgsteczki lub roztworu.
Poczatkowe przypisania sg losowe.

Przypisania sg losowo przesuwane, az zostanie uzyskany ksztatt
odpowiadajgcy krzywej doswiadczalne;.

Narzucone mogg warunki, ktére zapewniajg zwartoS¢ czgsteczki
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KRYSTALOGRAFIA












Krysztaty duzej podjednostki rybosomu




Crystals



http://www.phantomsnet.com/html/imageGallery.php?tipo=&desde=40&pagina=6&filtro=

Crystallization

=

H-,0
)\ 29 O e \is
B NN, 4\
1 5 < AR T < m —“‘ ~ \ '..‘ - [ppt]rru:n'iur
B HOMHENE) 3 (PPt = —

PRRAARBE
etetetetetel

1 >g ’*** | reservoir solution
slefeledl

Precipitants:
salts
PEGs

organic solvents




Mix cocktail
and protein on
glass slide

Well with crystallization cocktail
(precipitants, additives, w
detergents, etc. — unlimited
combinations possible)

© Garland Science 2010
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Biomolecular Crystallography: Principles, Practice, and Application
to Structural Biology
Bernhard Rupp

BIOMOLECULAR
CRYSTALLOGRAPHY
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Krystalografia RNA

Pierwsza struktura — tRNA (1974)
Po roku 2000 — rybosomy, introny grupy |, rybonukleaza P

Ograniczeniem krystalografii jest heterogennos¢ konformacji RNA, co
czesto uniemozliwia uzyskanie krysztatow

Krystalizacja RNA trudna — z okoto 80000 rozwigzanych struktur okoto 1000
samego RNA oraz 1000 komplekséw RNA-biatko

Dedykowana baza struktur kwasow nukleinowych Nucleic Acid Database
(ndbserver.rutgers.edu)
Pozwala na identyfikacje powtarzajgcych sie motywow






PRZYKLADY



U prokariontow wystepujg

rybosomy 70S

Rybosom

Duza podjednostka (50S) zawiera
34 biatka i dwie czgsteczki rRNA

(5S rRNAi 23S rRNA),

30S) zawiera

Mata podjednostka (

21 biatek i jedng czgsteczke rRNA

(16S rRNA).




Rybosom

Bakteryjny rybosom ztozony z podjednostek 30S i 50S

Elastyczna nanomaszyna, ktora przyjmuje wiele konformacji podczas cyklu
syntezy wigzania peptydowego

Pierwsze rekonstrukcje struktury rypbosomu na podstawie EM w latach 70-
tych, pierwsze szczegotowe ok. roku 1995 (Joachim Frank, Holger Stark)

EM dostarczyto wiele informacji o kompleksach rybosomu z tRNA, mRNA
czynnikami elongacji oraz o zmianach konformacji rybosomu podczas jego
cyklu

Struktury EM dostepne sg obecnie dla m. in. dla bakteryjnych, drozdzowych, a
takze ssaczych rybosomoéw



Pierwsze krysztaty rybosomoéw bakteryjnych rozpraszajgcych promieniowanie
Rentgena uzyskano w péznych latach 80-tych (Ada Yonath)

W roku 1991 zaprezentowano krysztaty 50S, ktére rozpraszaty do ok. 3 A.

W roku 2000 opublikowano pierwsza strukture duzej podjednostki z H.
marismortui (T. Steitz)

W roku 2001 struktura catego rybosomu z T. thermophilus (H. Noller)

Obecnie dostepne wiele struktur kompleksow z tRNA, czynnikami pomocniczymi
oraz antybiotykami

Nagoda Nobla 2009 — Steitz, Yonath, Ramakrishnan
2010 — Struktury rybosomow eukariotycznych

2014 — Struktury rybosomow mitochondrialnych



Atomic structure of the 30S Subunit
from Thermus thermophilus. Proteins
are shown in blue and the single RNA
strand in orange.lt is found by MRC
Laboratory of Molecular Biology in
Cambridge, England.

Atomic structure of the 50S Subunit
from Haloarcula marismortui. Proteins
are shown in blue and the two RNA
strands in orange and yellow.2l The
small patch of green in the center of
the subunit is the active site.



http://en.wikipedia.org/wiki/Thermus_thermophilus
http://en.wikipedia.org/wiki/Haloarcula
http://en.wikipedia.org/wiki/Ribosome#cite_note-Ban-12
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Projektowanie lekow

o y ‘

Fig 1. The x-ray crystallographic structures of azithromycin
(purple) and linezolid (yellow) as bound to the 50S ribo-
somal subunit. The arrow indicates the key chemical

handle, the nitrogen of the desosamine sugar.



MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA



Gtowng sitg EM jest mozliwos¢ wizualizowania duzych, mobilnych
kompleksow — nie ma gornej granicy rozmiaru

Mozliwa jest analiza mobilnych kompleksow — klasyfikowanie réznych
konformaciji czgsteczek

Dla cryo-EM osiggane sg rozdzielczosci do 2.2 A

EM okazato sie bardzo przydatnym narzedziem do badan rybosomow, w tym
szczegolnosci ich ruchow w cyklu syntezy wigzania peptydowego

Szczegolnie uzyteczne mogg by¢ metody hybrydowe — potgczenie
niskorozdzielczych struktur EM i wysokorozdzielczych struktur
krystalograficznych

Rewolucja w EM od roku 2012



Electron microscopy



2017 Nobel Prize in Chemistry

Richard Henderson Joachim Frank Jacques Dubochet
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__High voltage

— Electron gun

~ First condenser lens

——— Condenser aperture

Second condenser lens
~_Condenseraperture
Specimen holder and air-lock

~——— Objectivelenses and aperture
—— Electron beam
<« Fluorescent screen andcamera

Transmission Electron Microscope

TEM microscope at 300 kV — corresponding wavelength 0.2 A

EM lenses are poor



» )

JEOL CRYO ARM 300 FEI TALOS ARCTICA TITAN KRIOS




TEM vs SEM

PoIIen grain under SEM and TEM

SIS

Scannlng Electron I\/Ilcroscope (SEM) vs Transmission Electron Microscope(TEM)

www.majordifferences.com

SEM (Scanning Electron Microscope): TEM (Transmission Electron Microscope):
.Based on scattered electrons .Based on transmitted electrons

.surface and composition .Internal structure/composition

.3D shape .2D projection

.Lower resolution -Higher resolution



Electrons vs matter

incident

o ] backscattered electron X-rays
Coulombic interactions electrons beam EDXS
— with electrons AND nucleus
SEM: ;
— secondary electrons . s— -

Auger ¢ electrons
electrons

TEM: electrons scattered:

— elastically — image formation specimen

— inelastically — radiation damage

Sources of contrastin TEM:
-~ Amplitude contrast

— Phase contrast
elastically direct inelastically
scattered beam scattered
electrons electrons

source: Frank Krumeich; Properties of Electrons, their Interactions with Matter
and Applications in Electron Microscopy; www.microscopy.ethz.ch



Contrast — summary

Amplitude contrast (=mass/scattering contrast)

— deflected electrons lead to regions of
reduced amplitude

amplitude
— applicable to strongly scattering and thick - Object
samples
Phase contrast
: unaffected
- changes in the wavefront phases wave
Detectors can only record amplitudes
- in ain focus and perfect (aberration free)
optical system phase objects are invisible S

to detectors object

— amplitude contrast can be achieved by
introducing interferences in the wavefront

- — defocus!!!

source: http://home.uni-leipzig.de/pwm/web/?section=introduction&page=phasecontrast



A & macromolecular specimen

B
negative staining

dried, metal stain

carbon substrate

Negative stain



A macromolecular specimen
B
negative staining
Negative stain
D

frozen-hydrated preparation

buffer




D copper mesh

carbon

continuous holey



Grid pretreatment — glow discharge

glowing loop

\® carbon film

evaporated
carbon




ntip:// www.emsdiasum.com

Preparation of cryo-EM specimen

- vitreous ice

/

protein

Cryo-EM grid

Ania Piasecka




Cryo-EM specimen preparation

grid —
"le
blot el
Ing Papg, b\o\{mg paP
liquid ethane

Ania Piasecka



SPR - principles

. TEM images: projections of particles

. What kind of projections do we need?

— many projections of identical particles with different,
known orientations

electron beam

W Yy

R ka
. NEY,

Image source: https://people.csail.mit.edu/gdp/cryoem.html







SPR — size limits

source: Cryo-EM17 Lecture 01 Past Present Future; Richard Henderson, MRC Lab, 2017



PROBLEMS:
- Low contrast of biological samples
- Radiation damage

- Sample vibrations
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PROBLEMS:
- Radiation damage

- Sample vibrations
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Software packages

CryoSPARC (very fast commercial software)

cisTEM (Computational Imaging System for Transmission Electron Microscopy)
SIMPLE (Single-particle IMage Processing Linux Engine)

RELION REgularized Llkelihood OptimizatioN

source: https://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb/statistics_software.html/

more info:

https://en.wikibooks.org/wiki/Software _Tools For_Molecular _Microscopy
http://www.emdatabank.org/emsoftware.html



https://en.wikibooks.org/wiki/Software_Tools_For_Molecular_Microscopy
https://en.wikibooks.org/wiki/Software_Tools_For_Molecular_Microscopy

Time-consuming steps

Data transfer :)
Motion correction
CTF

Particle picking
Manual inspection
2D classification

3D classification

3D refinement

- Upto 100 000 CPU hours!

many hours
GPU: few hours
GPU: few hours
GPU: few hours
hours-days
GPU: few hours

GPU: few hours (or
more)

GPU: hours/days (or
more)
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Basil J. Greber, et al. The complete structure of the large subunit of the mammalian mitochondrial ribosome
Nature 515, 283-286 (13 November 2014)



pre-mRNA splicing
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589 A

Galej W, Nature, 2016




Golas MM, Mol Cell, 2010 Galej W, Nature, 2016



https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-091719-064225



https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-091719-064225
https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-091719-064225
https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-091719-064225
https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-091719-064225
https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-091719-064225
https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-091719-064225
https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-091719-064225
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Challenges

Improve the contrast — phase plates
Reduce sample movements
Quality cirterion (equivalent of Rq.)

Further developement of cryo-EM tomography



Electron cryotomographic analysis
of a single Bdellovibrio bacteriovorus cell

highlighting several distinct features and showing how, in a growing number
of cases, atomic models can now be positioned where they belong within the cell

Jensen lab, Caltech/HHMI




Introduction to high-resolution cryo-electron microscopy

ABSTRACT

For many years two techniques have dominated structural biology - X-ray crystallogra-
phy and NMR spectroscopy. Traditional cryo-electron microscopy of biological macro-
molecules produced macromolecular reconstructions at resolution limited to 6510 A. Recent
development of transmission electron microscopes, in particular the development of direct
electron detectors, and continuous improvements in the available software, have led to the
“resolution revolution” in cryo-EM. It is now possible to routinely obtain near-atomic-reso-
lution 3D maps of intact biological macromolecules as small as ~100 kDa. Thus, cryo-EM is
now becoming the method of choice for structural analysis of many complex assemblies that
are unsuitable for structure determination by other methods.

Mariusz Czarnocki-Cieciura

Marcin Nowotny—

Laboratory of Protein Structure, International
Institute of Molecular and Cell Biology, 4 Ks.
Trojdena St., 02-109 Warsaw, Poland
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Protein Data Bank

www.pdb.org

PyMOL
http:// pymol.org

http://www.imb-jena.de/www _bioc/






