D’ou vient I'information structurale et que vaut-elle ?

La cristallisation

L’information cristallographique

* Notions de base sur la diffraction
* Qu ’est-ce que la résolution d’une structure ?

* La précision des coordonnées atomiques.

e Fiabilité d’une structure.

*L’extension de I’information structurale a des
protéines homologues de structure inconnue.
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Cribles statistiques
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) T 2 3 4 5 6
MPD30% [N Tarrate 0.4M[ NHEPO40AM | AmS20M | MPD30% | PEG4K30%
0OMCaC | pH69 pHA4 TrsHCI | 02M Ncitate | 0.2M MgC2
NaAcO (46) PHSS | NaHepes75 | TrisHCIRS
phis3 pli88
B 7 B 9 10 [0 [}
NaACO 1AM | 2-propancl 30% | PEG 4K 30% | PEG 4K 30% | NH4PO41OM | 2-propanol 30%
NaCaco 65 | 0.2M Naieitate [0.2 MNHAAGO | 02 MNHAACO | N Cirate (5.6) | 0.2M MgCI2
NaCaco 5 [NaCitute (56)| NaAcO(46) | pl50 Na Hepes 7.5
P72 pH6T P61
C i 0 3 16 7 3
PEGA0030% | PEG40028% | PEGSK30% | LisSO415M | PEG4K30% | PEGSK20%
N 02M Ncitate | 02MCaCl2 | 02MAmS | NaHepes (75) | 02MLISO4 | 02M Me(AcO)2
Nombre de cristallisations Tris HCI(8.5) | Na Hepes (7.5) | Na Caco (6.5) pHT9 TrisHCI(85) | NaCaco (65)
rapportées pour les différentes pHO3 . sz 69 = P“ﬁ“ L]
it - : g D 9 20 T 7 )
conditions du crible de Jancarik & Kim Dpropanal 30% | PEGIK25% | MPD3W% | PEGAK30% | PEG40030% |  2-propancl
(daprés HamptonResearch) 02MNHIACO | 02M AmS 02M 02MNaAcO | 0.2M MgCI2 20%
TisHCI(83) | NaACO(S) | MgAcOR | TrisHCl | NaHepes(75) | 02MCaCl2
P89 Sl | NaCaco(63) | (85) P74 NaAcO (46)
pH 68 pH92 pH49

Les 24 premiéres conditions
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* Notions de base sur la diffraction
* Qu ’est-ce que la résolution d’une structure ?
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e Fiabilité d’une structure.

*L’extension de I’information structurale a des
protéines homologues de structure inconnue.

Diffraction des Rayons X

* Diffusion par un objet
* Diffraction par un objet périodique
e Résolution




Diffusion des rayonsX - 1
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L’information cristallographique

e Notions de base sur la diffraction

* Qu’est-ce que la résolution d’une structure ?
* La précision des coordonnées atomiques.
» Fiabilité d’une structure.

[ ’extension de I’information structurale a des
protéines homologues de structure inconnue.
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La cristallisation Pour chaque atome :

L’information cristallographique « 3 coordonnées : X, y. z

e Notions de base sur la diffraction

1 facteur d ’agitation thermique
* Qu ’est-ce que la résolution d’une structure ?

* La précision des coordonnées atomiques. B =8 n? <u’>>
» Fiabilit¢ d’une structure. \
*L’extension de I’information structurale a des

. . Amplitude des vibrations de 1’atome
protéines homologues de structure inconnue.

Précision des structures de protéines . . .
P La cristallisation
Résolution 3A 1.7 A
- 0.6 A 02 A L’information cristallographique
3(r) (ﬁ) . . .
1.00 e Notions de base sur la diffraction
* Qu ’est-ce que la résolution d’une structure ?
0.6 * La précision des coordonnées atomiques.
80% des » Fiabilité d’une structure.
atomes
0.2y [ ’extension de I’information structurale a des
< - protéines homologues de structure inconnue.
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Le probléme cristallographique est sous déterminé

Resolution Observations/paramétres
(x,y,z, B)
354 0.5
3.0A 0.8
2.5A 1.4
2.0A 2.8
1.5A 6.2

La petite sous-unité de la RuBisCO 8+(15 kD +55 kD)
Résolution : 2.5 A

Fiabilité d ’une structure
Facteur d'accord cristallographique
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RuBisCO

Grande sous-unité  Petite sous-unité

Structure fausse
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Structure correcte z .h |
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Similitude de séquences et ressemblance structurale

Pourcentage de résidus Déviation moyenne
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Pourcentage d’identité de séquence
Chothia et Lesk (1986) EMBO J., pp 823-6
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Comment on détermine la
structure d’une protéine

* Remplacement Moléculaire
* Remplacement Isomorphe
* Construction du modele

o Affinement

-So /M
So/A
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h = (;—;o)/k
F( h )= §f, p(r)exp(imhr)dV

0( 7 ) = §fF(h)exp(=2inhi)dt
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Remplacement Moléculaire (2)
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Remplacement Isomorphe (1)
Protéine : F,,
Protéine + atome lourd : Fpyy
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Remplacement Isomorphe (2)

modéle
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Affinement
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Ce qu’il faut “absolument” retenir (1)

* L’observation de la densité électronique nécessite
de séparer diffusion des rayons X et reconstruction de
I’image

e La diffusion des RX par des molécules n’est
observable que via I’interférence constructive de la
diffusion de nombreuses molécules

e La diffraction s’interpréte comme la réfection par
une série de plans dont la distance est d’autant plus
petite que ’angle entre rayons incident et diffracté est
grand
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Ce qu’il faut “absolument” retenir (2)

e La résolution détermine la précision des
coordonnées atomiques et la fiabilité¢ du modele

* Deux criteres objectifs permettent de préjuger de
la justesse d’un modele atomique : facteur R et
diagramme de Ramachandran

* La structure d’une protéine est semblable a celles
des protéines de séquence semblable

* On détecte de fagon fiable (faux positifs < 1%) par
alignement de séquences des protéines de méme
structure et qui ont plus que 20% - 25% d’identité
de séquence
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