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Proteinstrukturen
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SIAS &

Strukturelle Infektiol
unter Anwendung
iger Strahi

Warum benotigen wir die Strukturbiologie?

Aufklarung der Struktur von Proteinen/Enzymen

Verstiandnis der Funktion von Proteinen/Enzymen
(Struktur-Funktions-Beziehung!)

Verstandnis der Funktionsweise Entwicklung passgenauer
des menschlichen Organismus Wirkstoffe zur Behandlung von
Krankheiten / Infektionen
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Proteinstruktur Struktu rbiologie

wenige nm (10° m)

: > Rontgenstrahlung!
/ »Rontgenmikroskop” nicht
moglich, keine geeigneten
Linsen!

Radiowellen Mikrowellen Infrarot Licht Ultraviolett- Rontgen- Gammastrahlur
0.5x10°° 1078 10710 1012

Wilhelm Conrad Rontgen
(1845-1923)

Gebaude Menschen Schmetterling Nadelspitze  Einzeller Molekille Atome  Atomkerne
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Rontgenkristallographie

« William Lawrence Bragg (1890-1971)
William Henry Bragg (1862-1942)

* ROntgenstrahlung streut an Kristallen (1913)
* 1915 Nobelpreis fur Physik

el b C 1214 N
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Rontgenkristallographie
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Synchrotronstrahlung

Werden geladene Teilchen i
beschleunigt oder
abgebremst, senden sie
Strahlung aus

Synchrotronstrahlung:

* Elektronen / Positronen werden im
Hochvakuum auf annahrend
Lichtgeschwindigkeit beschleunigt und mit
Magneten auf eine Kreisbahn gezwungen

* Abgegebene Strahlung wird fokussiert auf
Experimente

UH
: iti
S UNIVERSITAT ZU LOBECK [ 21 Universitit Hamburg

DER FORSCHUNG | DER LEHRE | DER BILDUNG

21. NINa Schwerpunkttreffen | GITZ Geesthacht | 13. November 2014



Synchrotronstrahlungsquellen
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Strukturanalyse mit Synchrotron-Strahlung

-

Synchrotron

Beugungsbild

< 50 um (approx. 10 pum)
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Proteinkristallisation

Clear drop Phase separation Precipitate jil =~ * Microcrystals

Spherulites Microcrystals Crystals

Crystals

Benvenuti & Mangani, Nature Protocols 2, 1633 - 1651 (2007)
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sJAsm Rontgenkristallographie

4
unter Anwendung

bl

Nobelpreis Chemie 2009

Ada E. Yonath
Thomas A. Steitz
Venkatraman Ramakrishnan
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KristallgrolSe und Diffraktion
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KristallgroR3e X-ray Intensitat
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Beugung eines einzelnen Molekdls ist sehr
schwach, fur |ntenS|_ve Signale |st_ Verstarkung nach Bestrahlung am ERSF bei 100K
durch Kristall notwendig (www.bioch.ox.ac.uk/garmangroup)

Kristall der Neuraminidase der Vogelgrippe,
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Limitationen der Rontgenkristallographie

Strukturelle Infektiol
unter Anwendung

« Je kleiner der Proteinkristall, umso h6here Energie bendtigt
« Extreme Energie der Strahlung schadigt die Proteine wahrend der Messung

t=-2fs t=2fs t=5fs t=10fs t=20fs t=50fs

Theorie:
Ein Beugungsbild eines Proteins muisste mit Hilfe eines ultrakurzen und extrem
energiereichen Rontgenpulses aufgenommen werden bevor die Probe explodiert.

Neutze, R. et al., Nature 406, 752-757 (2000)
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FLASH — Der weltweit erste Rontgenlaser
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FLASH — Der weltweit erste Rontgenlaser

Sample plate

Erstes Experiment am DESY in Hamburg e
’A
- Silikkon-Membrane Multilayer
- 25 fs X-rays mit 4x103 W cm™2 et
- 1012 Photonen mit 32 nm Wellenlange \
- 60 A max. Auflésung ncident beam N
path P -
— Beweis der “Beugung vor Zerstorung” ot

Bild-
FLASH-Puls Berechnung *
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Chapman, H. et al., Nature 2, 839-843 (2006)
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Freie-Elektronen-Laser (XFELs)

|

SACLA (RIKENS8/JAP) EU XFEL (DESY/GER)

Serielle Femtosekunden
Kristallographie (SFX)

100 — 500 nm Kiristalle des
Membranproteins Photosystem |

Liquid Jet

o/ >
Interaction Point
(10 um?2 focus) &
Be lenses

CSPAD detector Undulator
(z=93 mm) (420 m upstream)

Chapman, H. et al., Nature 470, 73-78 (2011)
Boutet, S. et al. ... Redecke, L. et al., Science 337, 362-364(2012)
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In vivo-Kristallisation von Proteinen

* Protease Cathepsin B des Parasiten
Trypanosoma brucei (TbhCatB)

« Rekombinante Genexpression in Baculovirus-
infizierten Sf9-Insektenzellen

« Kiristalle von Membran mit Ribosomen umgeben —
Ursprung der Kristallisation im ER?

Koopmann*, Kupelli*, Redecke* et al., Nat. Methods 9, 259-262 (2012)
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In vivo-Kristallisation von Cathepsin B

unter Anwendung

3:41:05.488 ms
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Strukturelle Infekti
unter Anwendung
neuartiger Strahlun,

In vivo-Kristallisation von Cathepsin B

ER Membran-Farbung
mit mCherry-KDEL
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Serielle Femtosekunden Kristallographie (SFX)

» Upgrade des LCLS-Lasers 2011

» Hochste Strahlungsenergie der Welt (bisher)
« 9.4 keV (1.32 A Wellenlange)

» 7200 Detektorbilder pro Sekunde
» 5-40 fs X-ray Pulse

Launch of Fourth LCLS Instrument Reveals Crisp, Fine Molecular Detail
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SFX-Untersuchung von CatB in vivo-Kristallen

CXI-Beamline des LCLS (Stanford, USA):
Liquid Jet
(’/ Tl O\
Y Interaction Point
(10 um? focus) \
. Be Ienses\
CSPAD detector Undulator
(z=93mm) (420 m upstream)

8 h Datensammlung

3,953,201 aufgenommene Detektorbilder
357,555 Bilder mit Bragg-Spots (9%)
156,565 Bilder erfolgreich prozessiert

Vollstandige Strukturinformation
bis 2.1 A Auflésung!

L. Redecke*, K. Nass* et al. Science 339, 227-230 (2013)

UH
E iti
= UNIVERSITAT ZU LOBECK mn Universitat Hamburg

DER FORSCHUNG | DER LEHRE | DER BILDUNG

21. NINa Schwerpunkitreffen | GITZ Geesthacht | 13. November 2014



SIAS

Strukturelle Infektiol

b ¢ SFX-Untersuchung von CatB in vivo-Kristallen

neuartiger Strahlungsquellen
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Vereinigte Beugungsbilder aller Kristalle carbohydrate
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L. Redecke*, K. Nass* et al. Science 339, 227-230 (2013)
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SFX-Untersuchung von CatB in vivo-Kristallen

occluding
loop crevice

)
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in “open”
conformation
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L. Redecke*, K. Nass* et al. Science 339, 227-230 (2013)
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Erste neue Strukturinformation mittels XFEL

"The advance demonstrates the

Natively Inhibited Trypanosoma brucei potential of X-ray lasers to decipher
Cathepsin B Structure Determined Pfofe'”ssf::rtcggr;ﬁ';tggalX—ray
by Using an X-ray Laser

Lars Redecke,*t Karol Nass,>*t Daniel P. DePonte,’ Thomas A. White,? Dirk Rehders,*
Anton Barty,® Francesco Stellato,> Mengning Liang,®> Thomas R.M. Barends,>® Sébastien Boutet,’
Garth J. Williams,” Marc Messerschmidt,” M. Marvin Seibert,” Andrew Aquila,” David Arnlund,?
Sasa Bajt,” Torsten Barth,'® Michael ). Bogan,** Carl Caleman,? Tzu-Chiao Chao,*? R. Bruce Doak,*
Holger Fleckenstein,® Matthias Frank,** Raimund Fromme,** Lorenzo Galli,>* Ingo Grotjohann,?
Mark S. Hunter,'2* Linda C. Johansson,® Stephan Kassemeyer,>® Gergely Katona,®

Richard A. Kirian,>*3 Rudolf Koopmann,® Chris Kupitz,’? Lukas Lomb,> Andrew V. Martin,3
Stefan Mogk,"® Richard Neutze,® Robert L. Shoeman,>® Jan Steinbrener,>® Nicusor Timneanu,
Dingjie Wang,” Uwe Weierstall,>> Nadia A. Zatsepin,** John C. H. Spence,’® Petra Fromme,*? BREAKTHROUGH
Itme Schlichting,>® Michael Duszenko,™ Christian Betzel,"°t Henry N. Chapman®* 0F THE YEAR

www.sciencemag.org SCIENCE VOL 339 11 JANUARY 2013 Top 10

(Science 338, 21 December 2012)

Science

STRUCTURAL BIOLOGY

News Flash: X-ray Laser Produces First Protein Structure

30 NOVEMBER 2012 VOL 338 SCIENCE www.sciencemag.org

BIOCHEMISTRY

How to Solve Protein Structures Small is beautiful
With a n X'ray I-a ser Keith Moffat Nat. Methods 9, 242-243 (2012)

John R Helliwell 11 JANUARY 2013 VOL 339 SCIENCE www.sciencemag.org
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In vivo-Kristallisation weiterer Proteine
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LUCiferase aus dem LeUChtkafer L. Redecke*, K. Nass* et al. (2014), to be submitted
R. Schonherr*, M. Klinge*, ... , and L. Redecke (2014), to be submitted
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In vivo Protein-Kristallisation der Luciferase
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SIAS &

Strukturelle Infektic
unter Anwendung | e
neuartiger Strahlungsquellen

In vivo Protein-Kristallisation der Luciferase

»

Membran-Farbung
mit Bodipy 558
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unter Anwendung '
2 St. Iy

Zusammenfassung
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Freie-Elektronen-Laser (XFELS) bieten neue Moglichkeiten fir die
Strukturbiologie:

« Analyse extrem kleiner Kristalle
« Keine Strahlenschadigung

Kristallisation kann auch in lebenden Zellen (in vivo) erfolgen

In vivo-Kristalle eignen sich perfekt fur die neue Serielle Femtosekunden-
Kristallographie (SFX) an XFELs

In vivo-Kristallisation scheint nicht selten zu sein

Kombination der in vivo-Kristallisation und der SFX-Technik liefert neue
Moglichkeiten fir die Strukturbiologie, (vor allem wenn die zellularen
Mechanismen der in vivo-Kristallisation verstanden sind)




Die Zukunft — der Europaische XFEL
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