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Abstrakt:

Enzymy jsou jedny z nejdulezitéjsich latek v lidském téle. Jestlize se nam podaii zjistit
jejich strukturu, muizeme lépe pochopit jejich vlastnosti a zptsob, kterym interaguji
s ostatnimi molekulami. My jsme zvolili metodu monokrystalické difrakce na urychlovaci
synchrotronu. Na zaklad¢ difrak¢nich dat jsme urcili strukturu enzymu i 1é¢iva navazaného do
aktivniho centra enzymu.

1 Uvod

Cilem naSeho miniprojektu bylo zjistit strukturu enzymu nukleasy z difrakénich dat
monokrystalu. Tato data byla naméfena na synchrotronu Bessy II v Berliné. Synchrotron je
kruhovy urychlova¢ ¢astic, prevazné elektront nebo pozitront. Tyto Castice se urychli na
rychlost blizkou rychlosti svétla a ziskaji velkou energii. Zakfivenim trajektorie
urychlovanych ¢astic Ize tuto energii vyuzivat ke strukturnimu studiu.

2 Vysledky

Synchrotron se sklada ze tii casti: linedrniho urychlovace, boosteru a kruhového
prstence. Po obvodu celého synchrotronu se nachdzi specidlni méfici stanovisté¢ vybavena
riznymi detektory. Zkrystalizovany enzym zde byl ozafen elektromagnetickym zéfenim.
Krystaly se pouzivaji kvili své opakujici se struktuie. Na jednotlivych atomech dochazi k
rozptylu svazku. Dopadem svazku na krystal se vytvori difrak¢éni obrazec, ktery je
zaznamenan na pozicn¢ citlivém detektoru. S krystalem otac¢ime, abychom ziskali informace o
vnitini struktufe v podob¢ difrakénich dat ze vSech uhla.



Pomoci programu iMOSFLM! jsme ziskana data zpracovali a identifikovali
dvoucetnou symetrii. Aby byly vysledky prikazngjsi, museli jsme zménit rozliseni na 1,8 A.
Vysledky ze zpracovani dat jsou uvedeny v tabulce 1. Reprezentativni difrak¢éni snimek je
uveden v obrazku 1.

Obrdzek 1: Vzorek difrakénich dat

[v] Result
Summary data for Project: New Crystal. New Dataset: New
Overall InnerShell oOuterShell

Low resolution limit 45,83 45,93 1.84
High resolution limit 1.80 9.00 1.80
Rmerge (within I+/I-) 0.106 0.028 0.642
Rmerge (all I+ and I-) 0.121 0.037 0.702
Rmeas (within I+/I-) 0.144 0.039 0.861
Rmeas (all I+ & I-) 0.142 0.044 0.820
Rpim (within I+/I-) 0.096 8.027 0.569
Rpim (all I+ & I-) 0.073 0.024 B.420
Rmerge in top intensity bin 0.041 - -
Total number of observations 79931 650 4606
Total number unique 21872 192 1269
Mean((I)/sd(I)) 9.1 23.9 2.1
Mn(I) half-set correlation CC(1/2) 0.994 0.997 0.645
Completeness 100.0 99.7 100.0
Multiplicity 3.7 3.4 3.6

Tabulka 1: Vysledky zpracovani dat

Struktura byla vyfeSena metodou molekuldrniho nahrazeni pomoci struktury
podobného enzymu multifunkéni nukleasy TBN1 z rajéete®. Cely nasledny proces feseni
struktury byl monitorovan na hodnotach takzvaného R faktoru. Startovaci hodnoty R/R free
byly 0,51/0,51. V mapé elektronové hustoty byly nalezeny nesrovnalosti modelu
s experimentem, proto byl vyuzit program ARP/wARP?® k automatickému vylepseni modelu
s cilem zvysit shodu modelu s experimentem. Po tomto kroku hodnoty R/R free klesly na
0,24/0,27. Dale jsme museli programem vylepSeny model manualné upravit, napiiklad zménit
polohu atomd, které nesouhlasily s mapou elektronové hustoty, nebo nahradit chybné uréenou
aminokyselinu spravnou. Rovnéz byly lokalizovéany tii ionty zinku, které se podili na tvorb¢
aktivniho mista (R/R free — 0,21/0,23).



Obrazek 2: Nesrovnalosti modelu s experimentem

Zavérem byl lokalizovan ligand (potencidlni 1é¢ivo) ve zbyvajici mapé elektronové
hustoty, byly namodelovany zbyvajici molekuly vody. Vysledny R/R free nam vysel
0,16/0,20. Tyto hodnoty nejsou absolutnimi, zavisi na konkrétni struktute, ale obecnym cilem
signalizujicim spravnost modelu je hodnota niz§i nez 0,20.

Obrazek 3: Vysledna struktura enzymu



3 Shrnuti

Monokrystalova strukturni analyza je velmi dilezity zplisob zjiStovani struktury
bilkovin. Vyuziva se pifi vyvoji novych materiali, nanotechnologii, ale také novych 1é¢iv.
Témeétr kazdé 1éCivo produkované farmaceutickymi firmami bylo vyvinuto na zéklad¢ této
analytické metody. Na tuto aplikaci jsme se zaméfili a nalezli jsme 1é¢ivo deaktivujici enzym
nukleazu.
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