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Abstrakt:

Monokrystalova strukturni analyza ptfedstavuje nejvyznamnéjs$i metodu urcovani
3D struktur biologicky aktivnich makromolekul. Vysledky téchto analyz nachdzeji
uplatnéni v Sirokém rozsahu obort od Iékaistvi, farmacie, potravinaistvi po
nanobiotechnologie. Nase prace se zabyvd modelovanim makromolekul na zékladé
difrak¢nich dat, ziskanych ze synchrotronu. Vysledky ptedlozené prace poskytuji
nahled na mechanizmus vazby ligandu do aktivniho mista enzymu a poméhaji 1épe
pochopit zplsob aktivity enzymu. Na zaklad¢ téchto vysledkd Ize navrhnout
efektivngjs$i variantu ligandu. Tento strukturné orientovany ptistup se prevazné
pouziva pii nadvrhu a testovani 1éciv.

1 Uvod

Synchrotron je typ kruhového urychlovace ¢astic (prevazné elektront, pozitrontl), ktery
byl vyvinut v padesatych letech dvacatého stoleti Luisem Walterem Alvarezem pro Siroké
spektrum fyzikalnich analytickych technik. Urychlované elektrony nechavame vyzafit v
Sirokém vlnovém spektru pomoci ohybu trajektorie magnetickym polem. Zkoumani struktur
synchrotronem je velmi presné.

Strukturni biologie vyuziva synchrotronu a jeho parametri pro zkoumani atomarni 3D
struktury biologicky aktivnich molekul, které jsou pfed experimentem uvedeny do
krystalického stavu. Zafeni je rozptylovano krystalovou miizi a vytvaii obrazce v podobé
soustavy tecek na detektoru. Soustavu naméfenych snimkd nazyvame difrakcni data. Intenzita
jednotlivych tecek a jejich poloha je obrazem vnitini (elektronové) struktury zkoumané
bilkoviny. Difrakéni data jsou prve zintegrovana (odeCet intenzit na detektoru), dale
seSkalovéana (srovnani a zpramérovani jednotlivych reflexi) a prevedena na strukturni faktory.

K rekonstrukci rozloZeni elektronti v prostoru (tzv. fazovy problém) se v ptipad¢ znalosti
podobné molekuly vyuziva jeji strukturni znalost pro prvni nepfesny odhad rekonstrukce
elektronové hustoty.

Takto ziskand strukturni data jsou nezastupitelnd pii analyze funkci zkoumanych
proteinti. V soucasné dob¢ naptiklad pomahaji pti vyvoji 1éCiv a pochopeni nitrobunécnych
procest.
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2 Metody

M¢éienym objektem je zkrystalizovany enzym z parazitického organismu, ktery je aktivni
na nukleovych kyselindch. Difrakéni data, kterd byla naméfena na synchrotronu Bessy II
Vv Némecku na méficim stanovisti 14.2 v roce 2015. Data byla zpracovana pomoci programu
iIMOSFLM a seskalovana programem AIMLESS. Fazovy problém byl vyieSen metodou
molekularniho nahrazeni programem Phaser. Model byl dale pfebudovan programem
ARP/WARP a dale upfesiiovan programem REFMACS5 a manualné¢ upravovan v COOT.
Vsechen uvedeny software patii do baliku CCP4[1].

3 Vysledky

Difrak¢ni data byla zpracovana nejprve s plnym rozliSenim, které ndm umoznovalo experiment
(1,6 A). Z analyzy statickych udaji bylo zjisténo, ze ve vysokém rozliSeni byl pozorovan
nedostatecny signal. Abychom do souboru konecnych méfeni nezanasely neptesné vysledky,
bylo rozliSeni tieba omezit na hodnostu 1,8 A. Parametry krystalu a zpracovani dat jsou
uvedeny v tabulce ¢. 1. Reprezentativni difrakéni snimek je uveden na obrazku ¢. 1.

Tabulka 1: Parametry krystalu a experimentu

Prostorové grupa P2,

a,b,c[A] 41,65; 62,31; 47,98
a, B, ¥ 90°, 106,79°, 90°
Signal(I)/Sum(o) 9,0

Korela¢ni koeficient 0,994

R faktor 0,101

Fazovy problém byl vyfeSen metodou molekularniho nahrazeni pomoci struktury z PDB
databaze [2] s PDB kdédem 3SNG. Model molekuly byl nasledn¢ pfebudovan podle zadané
aminokyselinové sekvence programem ARP/WARP. Timto krokem se podatilo vylepsit shodu
modelu s experimentem z pocate¢ni hodnoty R faktoru 0,51 na hodnotu 0,20. Vychozi a
konecna struktura jsou uvedeny na obrazku €. 2.

Kromé enzymil byla pozorovana tfi maxima elektronové hustoty, jenZ nalezela iontim
zinku, které se podili na aktivité¢ enzymu. V mapach elektronové hustoty vSak byla patrna
oblast, kterd nenaleZela enzymu, ale dalSi nizkomolekuldrni slouceniné, ktera je navdzana
v aktivnim misté. Tato oblast byla modelovana jako ligand 2-deoxy-adenosin-5°-
thiomonofosfat. Celkova struktura enzymu v komplexu s ligandem a detail vazby ligandu
s pozorovanou elektronovou hustotou je uvedena na obrazku €. 3. Celkova sekundarni struktura
enzymu s ligandem je uvedena na obrazku ¢. 4.



Obrazek 1: Difrakcni snimek
krystalu zkoumaného enzymu
nameéreny na synchrotronu..

Obrazek 2: Pocatecni a vyslednd struktura enzymu v reprezentaci
sekunddrnich struktur.

Obrdzek 3: Pozorovand elektronova
hustota  nizkomolekularniho  ligandu
V aktivnim misté enzymu.

Obrazek 4: Celkova struktura enzymu
V reprezentaci sekunddarni struktury
S ligandem (tycinkovy model).



4 Diskuze

Nami vyfeSena struktura enzymu s ligandem odhaluje mechanismus vazby
nizkomolekularnich slou¢enin do aktivniho mista enzymu. Takovato informace spolu s dalSimi
biofyzikalnimi méfenimi pomaha v racionalnim navrhu 1é¢iv (structure-based drug design) na
zéklad¢ znalosti struktury. V tomto pfipadé je pozorovani vazby analogu nukleové kyseliny ve
shod€ s degradabilnimi ucinky enzymu. Pro dalsi zefektivnéni eliminace aktivity enzymu by
bylo zapotiebi vyvinout vylepsenou (modifikovanou) variantu sou¢asného ligandu. Potvrzeni
takového ucinku bude vyzadovat dalsi strukturni studie a biofyzikalni analyzy.

S Shrnuti

Obsahem této prace bylo feSeni struktury enzymu a jeho ligandu. Data byla ziskana ze
synchrotronu a nésledné zpracovéna s rozlisenim 1,8 A. Po vyfeSeni fazového problému a
pfebudovani modelu k vyssi shod€ s experimentalnimi daty byl pozorovéan ligand navdzany do
aktivniho mista enzymu.

Podékovani
Na nasi praci se podilel Ing. Petr Kolenko, Ph.D z Katedry inZzenyrstvi pevnych latek na
Fakulté jaderné a fyzikaln¢ inzenyrské CVUT, kterému dékujeme.
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