CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE
FAKULTA JADERNA A FYZIKALNE INZENYRSKA

Katedra inzenyrstvi pevnych latek

Obor: Inzenyrstvi pevnych latek

Nizkomolekularni ligandy a inhibice S1-P1
nukleasy - krystalograficka studie

Molecular fragments and inhibition of
S1-P1 nuclease - crystallographic study

DIPLOMOVA PRACE

Vypracovala: Be. Karolina Speldové
Vedouci prace: Mgr. Tomés Koval, Ph.D.
Rok: 2024



*j&}!\[ CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE
\/ % FAKULTA JADERNA A FYZIKALNE INZENYRSKA
Katedra inZenyrstvi pevnych ldtek

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Student: Bc. Karolina Speldov4
Studijni program:  InZenyrstvi pevnych litek

Akademicky rok: 2022/2023

Ndzev prdce: Nizkomolekuldrni ligandy a inhibice S1-P1 nukleasy -
krystalograficka studie.

(Cesky)

Ndzev prdce: Molecular fragments and inhibition of S1-P1 nuclease -
crystallographic study.

(anglicky)

Jazyk prdce: ¢esStina

Pokyny pro vypracovdni:

Diplomova price je zaméfena na studium interakci ligand(i s aktivnim mistem S1-P1 nukleasy
a sjeho okolim. Pomoci metod monokrystalové rentgenové difrakce budou detailng
studovdny zplsoby vazby vybranych nizkomolekuldrnich ligandi a S1-P1 nukleasy se
zaméfenim na jejich potencidlni inhibi¢ni vlastnosti. Price bude realizovdna v Laboratofi
struktury a funkce biomolekul, BTU AV CR, v.vi. s vyuZitim difraktometru Bruker D8
Venture v Centru molekuldrni struktury, BTU AV CR, v.v.i. a na zdrojich synchrotronového
zareni — napf. BessylIl (Helmholtz-Zentrum Berlin).

Pii feSeni postupujte podle nasledujicich bodu.
I. ReSerSni/teoreticka cast
1) S1-P1 nukleasy a vazba ligand.
2) Rentgenova difrakce na monokrystalech.
3) Upfesiiovani modelu proteinu a jeho validace.

4) Principy vazby ligandi v proteinech.

II. Experimentdlni ¢ast
1) Priprava krystalii komplex® nukleasy s vybranymi ligandy.
2) Difrakéni experimenty, vyhodnoceni dat.
3) Identifikace a analyza vazby ligandi.
4) Navrh moZného inhibitoru S1-P1 nukleasy.



Doporucend literatura:

{1] Rupp, B.: Biomolecular Crystallography: Principles, Practice, and Application to Structural
Biology, Garland Science, New York 2010.

[2] Liu, Q., Hendrickson, W.A: Methods in Molecular Biology 1607 (2017), 377-399.

[3] Koval, T., Dohndlek, J.: Biotechnology Advances 36 (2018), 603-612.

(4] Kirsch,P., et al.: Phil. Molecules 24 (2019) 4309.

Jméno a pracovisté vedouciho prdce:
Mgr. Tomas Koval’, PhD., Biotechnologicky tistav AV CR, v.v.i.

Jméno a pracovisté konzultanta:

doc. Ing. Petr Kolenko, PhD., Katedra inZenyrstvi pevnych ldtek, Fakulta jadernd a fyzikélng
inZenyrska, CVUT v Praze.

Datum zaddni diplomové prdce: 20. 10. 2022
Termin odevzddni diplomové prdce: 3.5.2023

Doba platnosti zadanf{ je dva roky od data zadéni.

S
o il —~%%
ﬁ;—*' : Se R
................. {;_a..............................‘._m% f"_1,/ (g")z“
garant g&;@, S

&

vedouci katedry dékan '

V Praze dne 20. 10. 2022



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem svou diplomovou praci vypracovala samostatné a pouzila jsem
pouze podklady (literaturu, projekty, software atd.) uvedené v ptiloZeném seznamu.

V Praze dne 07. 05. 2024 -
Be. Karolina Speldova



Podékovani

Rada bych timto podékovala skvélému Mgr. Tomasovi Kovalovi, Ph.D. za jeho
trpélivost, vstiicnost, velmi cenné odborné rady a humornou néaladu, kterou ne-
ztratil pfi vedeni mé diplomové préace. Dale bych chtéla podékovat doc. Ing. Petru
Kolenkovi, Ph.D. a Ing. Janu Dohnalkovi, Ph.D. za jejich odborné rady a konzul-
tace mé diplomové prace. Dékuji také Centru molekuléarni struktury za sluzby v
laboratorich. Nakonec bych chtéla podékovat i v§em ostatnim kolegtim z Laboratote
Struktury a funkce biomolekul Biotechnologického tstavu AV CR za skvély pristup
a uzitecné rady. Tato prace byla podpofena grantem Studentské grantové soutéze
CVUT ¢ SGS22/183/OHK4/3T/14.

Be. Karolina Speldové



Nazev prdce:
Nizkomolekularni ligandy a inhibice S1-P1 nukleasy - krystalograficka
studie

Autor: Be. Karolina Speldova

Studijni program: Aplikace p¥irodnich véd
Obor: InZenyrstvi pevnych latek

Druh prdce: Diplomova prace

Vedouct prdce: Mgr. Tomas Koval, Ph.D.
Laborator Struktury a funkce biomolekul, Biotechnologicky
ustav AV CR, v. v. i., Biocev, Vestec

Konzultant: doc. Ing. Petr Kolenko, Ph.D.
Katedra inzenyrstvi pevnych latek, Fakulta jaderna a fyzi-
kalng inzenyrskda, CVUT v Praze

Abstrakt:  Studium vazby komplext protein-ligand je dnes hojné vyuzivano na-
priklad pfi objevovani novych inhibitorti enzymi, a tedy i novych 1é¢iv. V této
studii jsem se zamérila na nukleasu S1-P1 (SmNuc! ) z oportunniho lidského pa-
togenu Stenotrophomonas maltophilia a pouzila metodu testovani vazeb pomoci
fragmenti ke zkoumani vazby malych organickych ligandua do jejiho aktivniho
mista. Krystaly SmNucl byly namoceny do roztoku ligandi, vitrifikovany a
podrobeny rentgenovému difrakénimu experimentu na synchrotronu. Po zpra-
covani difrakénich dat a vyfeseni fazového problému molekuldrnim nahrazenim
byly struktury upfesnény a byly analyzovany vazby ligandi. Pét ze 49 testo-
vanych ligandu bylo mozné identifikovat jako ligandy vazajici se do aktivniho
mista nukleasy SmNucli. Na zakladé téchto vysledkt byly navrzeny ¢étyfi rizné
organické molekuly, které by mohly byt vhodnymi inhibitory této nukleazy.

Klicova slova: makromolekularni krystalografie, nukleasa, testovani vazeb
ligandu, rentgenova strukturni analyza, molekularni nahra-
zeni



Title:

Molecular fragments and inhibition of S1-P1 nuclease - crystallographic
study

Author: Be. Karolina Speldové

Abstract: The study of the protein-ligand complexes is nowadays widely used,
for example, in the discovery of new inhibitors of enzymes and so possibly new
drugs. In this study, I focused on the S1-P1 nuclease (SmNuc1) from the oppor-
tunistic human pathogen Stenotrophomonas maltophilia and used a fragment
screening method to investigate the binding of small organic ligands into its
active site. Crystals of SmNucl have been soaked in ligand solutions, vitrified,
and subjected to an X-ray diffraction data measurement at the synchrotron.
After processing diffraction data and solving the phase problem by molecular
replacement, the structures were refined, and the ligand bindings were analy-
zed. Five out of 49 tested ligands could be identified as binding into the active
site of the SmNucl nuclease. Based on these results, four different organic mo-
lecules have been designed that could be suitable inhibitors of this nuclease.
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Uvod

Proteiny, velmi vyznamna skupina biologickych makromolekul, v Zivych organis-
mech plni mnoho funkei (jsou katalyzatory biochemickych reakei, enzymy, hormony,
a tak podobné). Funkei proteinu muZe definovat i jeji vazba, a to bud vazba mezi
dvéma proteiny, nebo navazani neproteinové molekuly na protein. Studium vazeb
mezi proteiny a jinymi molekulami (ligandy) je mozné provadét nékolika zptisoby.
Napriklad v roztocich lze analyzovat mozné vytvoreni vazby pozorovanim zmény
aktivity proteinu. Pfitomnost navizaného ligandu lze studovat i pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR), nejvice vhodnou metodou pro analyzu atoméarnich
detailu vazeb mezi ligandy a proteiny je vSak rentgenova krystalograficka studie [IJ.

Vyhoda rentgenové strukturni analyzy spoc¢iva ve schopnosti odhalit trojrozmérné
usporadani atomu i vazeb mezi proteiny a dalsimi navizanymi molekulami s pies-
nosti az na atomérni drovni. Rentgenova krystalografickd studie zahrnuje i ptipravu
vzorku, ktery je zkrystalizovan a nasledné podroben sbéru dat pii difrakénim ex-
perimentu. Spravné interpretace namétfenych dat z rentgenové difrakce je klicova k
vytvoreni strukturniho modelu proteinu. Upfesnovanim strukturnich modela vici
naméfenym difrakénim datim dosdhneme spolehlivych struktur, které mizeme po-
uzit k popisu samotnych proteint i k popisu vazeb mezi proteinem a navazanou
molekulou (ligandem).

Pouzitim rozsédhlé knihovny ligandi je mozné urcit typy ligandi, které se mohou
navazat do aktivniho mista ndmi zkoumaného proteinu. Vyhodou testovani vazeb
pomoci fragmenti je moznost vyuziti velkého mnozstvi molekul za pomérné kratky
¢as. Tyto molekuly ndm pii dspésném navazani do aktivniho mista dovoluji 1épe
pochopit a popsat vazbu mezi ligandem a proteinem. Pomoci vysledkt z takoveé
krystalografické studie lze nasledné urc¢it potencidlni inhibi¢ni vlastnosti vybrané

skupiny ligandi a pripadné navrhnout novy selektivni a t¢innéjsi inhibitor zkouma-
ného proteinu.

Tato prace se zabyva krystalizaci nukleasy z gram-negativni bakterie Stenotropho-
monas maltophilia (SmNucl) |2] v komplexu s nékolika raznymi ligandy a nédvrhem
nového inhibitoru této nukleasy.
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Kapitola 1

Teoreticka c¢ast

1.1 Makromolekularni krystalografie

Bunky zivych organismii obsahuji biologické makromolekuly, tedy sacharidy, li-
pidy, nukleové kyseliny a proteiny. Jednou z metod pro stanoveni struktur biolo-
gickych makromolekul je rentgenova strukturni analyza. V této metodé je zahrnuta
difrakce rentgenového zareni na krystalech zkoumanych biologickych molekul, které
je potfeba pripravit ve vhodné velikosti a kvalité. Makromolekuléarni krystalografie
je klicovym nastrojem strukturni biologie, ktery poméha pochopit funkce molekul
a diky kterému je mozné navrhnout napiiklad jejich inhibitory a néasledné vhodna
léciva.

Krystalizace nékterych biologickych molekul je souhrnny proces vyzadujici opti-
malizaci podminek pro vznik a rist monokrystali vhodnych k rentgenové difrakéni
analyze. Samotny proces krystalizace probiha ve dvou hlavnich krocich nukleace
a rist.

V prvnim kroku, tzv. nuklea¢ni fazi, prejdou molekuly ze zcela neusporadaného
stavu do stavu usporfadaného. V nasyceném roztoku se zac¢nou postupné shlukovat
a tvorit krystaliza¢ni zarodky. Krystaliza¢ni zarodky musi dosahnout urcité velikosti
pro jejich stabilizaci. V druhém kroku, ristové fazi, se jednotlivé molekuly v zarodku
vzajemneé orientuji a usporadavaji na povrchu krystalu, ¢imz postupné roste krystal
az do finalni velikosti. Pti dosaZeni rovnovazného stavu mezi volnymi molekulami
v roztoku a nové vzniklymi krystaly kondi ristova faze.

Priprava vzorku pro krystalizaci, tedy ovéreni ¢istoty, koncentrace a monodisper-
zity vzorku, je podrobnéji popséna v Bakalaiské praci [3], stejné jako metody krys-
talizace vzorku a jeho nésledné vitrifikace.
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1.2 Difrakce zareni

Jak jiz bylo zminéno, jednou ze zakladnich metod makromolekularni krystalo-
grafie je rentgenovéa strukturni analyza. Podstatou rentgenové strukturni analyzy
je difrakce neboli interference elektromagnetického zareni po jeho interakci s hmo-
tou. Difrakce muze nastat pii pouziti riznych typu zafeni (elektronové, neutronové
a rentgenové).

Necht na pravidelné usporadanou miizku krystalu dopada rovinnad monochroma-
ticka elektromagneticka vina o vinové délce A a vinovém vektoru ky. Predpokladejme,
ze vlna bude pruzné rozptylena (nastane tzv. Thomsoniv rozptyl [4]). Vinova délka
rozptylené a dopadajici viny se bude ligit smérem, pficemz bude platit |ko| = |k]|.

Necht déle a, b, c jsou vektory dané krystalové mrizky. Ke konstruktivni inter-
ferenci rozptylenych vin dojde v pripadé, ze plati Laueho difrakeni podminky (vlevo)

a-(k—kgo) =2nh a-S=nh,
g_k—kg
b-(k—ky) =2tk —2Z% b-S=*, (1.1)
c-(k—ko) =2l c-S=1,
kde celé ¢isla h, k,l charakterizuji fad reflexe a nazyvaji se Laueho indezry. Laueho
rovnice byly dale zjednoduseny dosazenim rozptylového vektoru S = % (vpravo).

Dale uvazujme a*, b*, c* za vektory reciprokého prostoru. Pro vektory recipro-
kého prostoru a mrizkové vektory plati cyklicky zaménné rovnosti a-a* = 1,a-
b* = 0,a-c* = 0. Vektor reciproké miizky je definovan jako Hyy = ha*+kb*+Ic*.
Laueho difrakéni podminky jsou splnény, pokud je rozptylovy vektor S shodny s vek-
torem reciproké miizky Hjyy,.

7 vyse uvedenych tvrzeni pak lze jednoduse odvodit i Bragguv zdkon

A= thkl sin 9, (12)
pricemz uvazujeme, Ze plati vztah |Hpyy| = ﬁ [4, 5].

1.3 Fazovy problém

Schopnost struktury rozptylovat zafeni popisuje veli¢ina strukturni faktor F(S),
ktery je definovan vztahem

F(S) = /v p(r)e*™Sqy, (1.3)

kde S = %1 je spojité proménny rozptylovy vektor v reciprokém prostoru,
V je objem zakladni bunky a p(r) elektronova hustota v daném misté krystalu
r = (az, by, cz) [0]. Vektory a, b, ¢ jsou miizkové vektory a (x,y, z) jsou relativni

soufadnice v zékladni butice.

12



Roznasobenim skalarniho sou¢inu uvnit¥ exponencialy v ([1.3)) pfi souc¢asném spl-
néni Laueho difrakéni podminky (L.1) pro zvolenou rovinu (hkl) dostaneme tvar
soucinu

r-S=(ar+by+cz)-S=a-Sx+b-Sy+c-Sz=hx+ky+lz. (1.4)

Strukturni faktor lze tedy s pouZitim indext roviny (hkl) zapsat misto F(S)
nasledovné

Fhkl _ / p(:E,y, Z)eQTri(hac—l—ky-i-lz)dV (15)
14

Pri standardni monokrystalové difrakci uvazujeme vznik signalu pouze v diskrétnich
smérech, a proto muzeme strukturni faktor zapsat taktéz ve tvaru

Frm = Z p(x,y, z)e?mherkutte), (1.6)
hkl

Cilem krystalografie je vyTeseni struktury, kterou definuje funkce elektronové hustoty
p(x,y, z). Pouzitim inverzni Fourierovy transformace strukturniho faktoru Fyy, lze
spocitat funkci elektronové hustoty

1

p(x,y,2) = %

Z |Fhkl |672m'(hm+ky+lz)+iahkl 7 (17)
hkl

kde (z,y, z) jsou relativni soufadnice v zakladni bunice o objemu V, (h, k,[) ozna-
¢uji indexy reflexi a aypy jsou faze strukturniho faktoru reflexe s Millerovymi in-
dexy (hkl) [6].

Komplikace nastava pii samotném difrakénim experimentu, pii kterém lze na-
méFit pouze intenzitu difraktovaného zafeni, pro niz plati vztah Iy = [Fryl?. In-
tenzita difraktovaného zafeni nenese zadnou informaci o fazich jednotlivych reflexi
apk @ my z ni mizeme uréit pouze hodnotu |Fpy|. Tato komplikace pii uréovani
struktury se nazyva fdzovy problém a lze ji vyfesit nékolika nepfimymi metodami
(naptiklad metoda molekularniho nahrazeni, metoda isomorfniho nahrazeni ¢i me-
toda anomélniho rozptylu) nebo pfimymi metodami (napiiklad ab initio metoda

Shake-and-bake) |5} [0].

1.3.1 Pattersonova funkce

Pri feSeni fazového problému lze pouzit tzv. Pattersonova funkce, ktera je defi-
novana nasledujicim vztahem

1
P(u) = V Z ‘FhklP COS [27T(hu + kv + l’LU)] (18)
hkl
pro relativni souradnice u = (u,v,w) v Pattersonové mapé [5, 0]. Jiz z definice

vyplyva moznost vypoctu Pattersonovy funkce pouze pomoci naméfenych intenzit
Iy ~ |Fru|? i bez znalosti fazi jednotlivych reflexi agg,.
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Pattersonovu funkci je mozné vyjadrit také jako konvoluci funkce elektronové
hustoty a jeji vlastni inverze

P(u) = /V p(r)p(r-u)dr, (1.9)

pricemz integrace probiha pres objem zékladni bunky V. Vystupem Pattersonovy
funkce je Pattersonova mapa zobrazujici pravdépodobnostni rozlozeni meziatomo-
vych vektort v krystalu. Ze vztaht a vyplyvaji nékteré uzitec¢né vlastnosti
Pattersonovy funkce. Pattersonova funkce ma stejnou periodicitu jako funkce elek-
tronové hustoty. Maxima funkce P(u), tedy i nejvétsi piky v Pattersonové mapé,
nastavaji pro takova u, kterd odpovidaji typickym meziatomovym vzdélenostem
ve struktufe. Pattersonova mapa je vzdy centrosymetricka, a proto se da vztah pro
Pattersonovu funkci zapsat také v exponencialnim tvaru

1 .
P(U) — V Z |Fhkl|28—2m(hu+kv+lw). (11())

hkl

1.4 Molekularni nahrazeni

Metoda molekularniho nahrazeni (molecular replacement) je metodou vyuzivanou
k feSeni fazového problému. Pro tuto metodu je nezbytné znalost modelové struk-
tury, kterou miize byt napiiklad homologni proteinova struktura, nebo jiz vyresena
struktura stejného proteinu naptiklad v jiné prostorové grupé [6]. Vyssi procento po-
dobnosti modelové struktury obvykle zarucuje vyssi pravdépodobnost vyfeSeni fa-
zového problému. Modelova struktura by méla mit miniméalné 30% shodu v sekvenci
aminokyselin. Pouziti metody molekularnitho nahrazeni k feSeni fazového problému
je mozné napiiklad v programech MolRep [7] ¢ Phaser [§].

Principem molekularniho nahrazeni je porovnéni Pattersonovych funkci mode-
lové a TeSené struktury. Po umisténi modelové struktury do zékladni bunky fesené
struktury lze porovnéanim ziskat odhady fazi jednotlivych reflexi.

Pattersonova funkce modelové struktury bude pro dostateénou shodu obsahovat
rysy Pattersonovy funkce feSené struktury vypoctené z namérenych dat. Urceni
pozice modelové struktury v zakladni bunice fesené struktury je dano nejprve rotaci
a néslednou translaci modelové struktury. Tento proces lze vyjadrit vztahem

X' = RX +t, (1.11)

ve kterém R je rotacni matice, ktera otaci strukturou ze soufadnic X. Translacni
vektor t pak tyto souradnice posunuje do novych soufadnic X'.

1.4.1 Rotac¢ni funkce

V prvnim kroku molekularniho nahrazeni je hledana vzajemna orientace Patter-
sonovych funkeci modelu a feSené struktury. Kazdou dvojici atomii ve stejné molekule
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definuji v Pattersonové mapé kratké vektory, tzv. self-Pattersonovy vektory. V pii-
padé velmi podobné modelové a fesené struktury budou jejich Pattersonovy mapy
v okoli pocatku témér identické. Lisit se budou pouze orientaci. Vzajemny prekryv
pak urcuje rotacni funkce. Ta je definovana jako konvoluce Pattersonovych funkei
feSené a modelové struktury pro rizné vzajemné rotace

R(R) = /U P (1) Py (Ru)du, (1.12)

kde Pp(u) je Pattersonova funkce fesené struktury vypocitana ze ziskanych intenzit,
Pyr(Ru) je Pattersonova funkce modelu po rotaci kolem os prochazejicich poc¢atkem
soufadnic. U je oblast Pattersonovy mapy kolem pocatku. Spravna orientace mo-
delové struktury v feSené struktute je ddna pii nejvétsim prekryvu Pattersonovych
funkei, kdy rota¢ni funkce R(R) dosahuje nejvyssich hodnot [6].

1.4.2 Transla¢ni funkce

V druhém kroku molekularniho nahrazeni je hledana vysledné pozice modelové
molekuly v zékladni bufice fesené molekuly. Kazda dvojice atomt z riznych molekul
je v tomto ptipadé definovana tzv. cross-Pattersonovymi vektory. Tyto vektory jsou
na rozdil od self-Pattersonovych vektori del$i a méni se pfi zméné polohy mole-
kuly. Translace Pattersonovy funkce modelové struktury tedy zpiisobi zménu cross-
Pattersonovych vektori. Podobné jako v pfipadé hledani spravné orientace (viz. ka-
pitola je vzajemny piekryv Pattersonovych funkeci v zavislosti na vzéjemném
posunuti dan translacni funkci, kterd je definovana jako konvoluce Pattersonovych
funkci fesené a modelové struktury

T(t) = /V Po(1) Pars »(u, t)du, (1.13)

kde V' je objem zakladni buiiky feSené struktury a Py o(u, t) je cross-Pattersonova
funkce dvou molekul modelové struktury, které jsou spojeny krystalovou symetrii
a vzajemné posunuty podle transla¢niho vektoru t [6].

Cross-Pattersonova funkce dvou molekul modelové struktury vychazi ze zéklad-
niho vztahu ([1.9) pro Pattersonovu funkci

Puij(u, t) = / pi(r)pj(u—r)dr =Y " Fy(h)Fy (hR)e "™ temhu (1 14)
v h

kde F); je strukturni faktor modelové molekuly, R’ je orienta¢ni matice popisujici
vzajemnou orientaci dvou molekul a h = (h, k, ). Jestlize zohlednime pocet molekul
v zékladni buiice dany prostorovou grupou a vylouc¢ime self-Pattersonovy vektory,
ziskdme vztah pro transla¢ni funkci zavisly na strukturnich faktorech a namétrenych
intenzitach

T(t)=) (\Fo(h)l2 - \FM,n(h)\z) Fy(h) Fyy (hR e, (1.15)

h
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kde |Fp|* je intenzita naméfend pii experimentu, |Fyr,|* intenzita n-té molekuly
modelové struktury a N je pocet molekul v zakladni buiice modelu. Vztahy ([1.14])
a (|1.15]) jsou blize rozvedené v [6].

1.4.3 Uspé&snost vyfeseni fazového problému

Po tspésném umisténi modelové molekuly do feSené struktury lze odhadnout faze
reflexi, tedy i strukturnich faktort. Z nich jsme schopni dopo¢itat mapu elektronové
hustoty, ktera udava prvni model feSené struktury. Uspénost vyfeseni fazového
problému lze kvantifikovat nékolika statistickymi veli¢inami, které ovéruji shodu
ziskaného modelu s experimentélnimi daty.

Tuto shodu ovéfujeme pomoci residualu mezi Fp a F¢, tedy R-faktoru

>on || Fo(h)| — k|Fe(h)|
2_n|Fo(h)| ’

kde Fp je strukturni faktor ziskany z experimentu, F strukturni faktor vypocitany
ze ziskaného modelu a k je skalovaci faktor 9.

R =

(1.16)

Dalsim indikdtorem shody modelu s daty je Pearsoniiv korela¢ni koeficient mezi
strukturnimi faktory Fp a F¢

S <|F0( )P~ TFo®)F) (|Fo(b)]? - TFe(h)P)

CC(Fp, Fe) = -
S (1FoMf2 ~TEomP) (1M ~ TEemP)

(1.17)

R-faktor muze nabyvat hodnot od 0 do 1, pricemz hodnoty pod 0,2 naznacuji vy-
sokou kvalitu strukturniho modelu. Hodnoty CC(Fp, F¢) spadaji také do intervalu
od 0 do 1, s rostouci hodnotou kvalita strukturntho modelu roste. Rozhodujicimi
faktory, které ovliviiuji tispésnost molekuldrniho nahrazeni, jsou pfedevsim kvalita
difrakénich dat a shoda modelu s fesenou strukturou. Uspésnost je déle ovlivnéna
i velikosti pouzitého modelu (s velikosti modelu roste pocet maxim v P(u), resp.
informaci), pfitomnost a-Sroubovic (opakovani hmoty v jednom sméru a podobné
struktura Sroubovic) a pohyblivost jednotlivych podjednotek (rizné moznosti vza-
jemného pootoceni podjednotek, ¢asto vyfesené pomoci programu Phaser [§]).

Hlavnim ukazatelem tspésného vyteseni fazového problému je vysledna podoba
elektronové hustoty, a predevsim moznost dalsiho modelovani a upresnovani struk-
tury.

1.5 Upresnovani strukturniho modelu proteinu

Po vyteseni fazového problému, naptiklad metodou molekularniho nahrazeni uve-
denou v kapitole (1.4)), lze pomoci vypocitané elektronové hustoty sestavit alespoii
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¢ast modelu Tesené struktury. Faze v takovém modelu jsou ¢asto urceny nepfesné,
proto je nutné strukturni model upfesnit. Kvalita upfesiovani modelu zavisi na roz-
liSeni nasbiranych dat a ispésnosti vyreseni fazového problému.

Parametry modelu, které jsou upfesiovany, jsou soufadnice jednotlivych atomi
v zékladni bunice r; = (;,¥;, 2;) a jejich B-faktory (respektive Debyeuv-Walleruv
faktor [4]). B-faktor je ukazatelem relativniho vibra¢niho pohybu rtznych ¢asti
struktury, pricemz se snizujicim se B-faktorem se zvySuje kvalita uspofadanosti
struktury. Vysoké B-faktory atomu znaci vyrazné teplotni kmity atomii. B-faktor
jednotlivych atomu je definovan vztahem

B = —m*(u?), (1.18)

kde (u?) je stiedni kvadraticka vychylka daného atomu [I0]. B-faktor je udavan
v jednotkach A2. Parametry upfesiiovani jsou bud &tyfi (t¥i pro soufadnice a jeden
izotropni B-faktor), nebo jich je devét (t¥i pro souradnice a Sest pro anizotropni
B-faktor, ktery je popsan symetrickym tenzorem druhého fadu).

Strukturni model je mozné upresiovat v pfimém prostoru viéi funkci elektronové
hustoty p(x,y, z). V pfimém prostoru jsou provadény pouze nutné manualni zmény
modelu, jakymi mohou byt napfiklad rtzné rotamery residui. Tyto tpravy jsou
nejcastéji provadény pomoci programu Coot [11] a jejich spravnost musi byt nasledné
ovéfena. VétsSina upresnovacich procesti vSsak probiha v reciprokém prostoru vici
pozorovanym hodnotam strukturnich faktora |Fp(h)|. Upfesiiovanym parametrim
v tomto piipadé odpovidaji vypocitané strukturni faktory |Fo(h)| a faze ac(h)
jednotlivych reflexi.

Metoda nejmensich vaZzenych c¢tvercu

Metoda nejmensich vazenych ¢tvercu je jednou z metod vyuzivanych k upfesio-
vani v reciprokém prostoru. Jejim principem je minimalizace vyrazu

Q=Y wn(|Fo(h)| - |Fo(h)|)?, (1.19)

kde wy, je vahovy faktor [6]. Metoda nejmensich vazenych ¢tvercii je pouZzivana pouze
pokud jsou experimentalni data naméfena ve velmi vysokém rozliSeni, jinak metoda
nekonverguje. Tuto metodu pro upfeshovani vyuziva napiiklad program SHELXL
[12] obsazen v programovém baliku SHELX [13].

V pripadé vyuziti metody nejmensich ¢tverci je minimalizovan vyraz (|1.19)) za-
hrnujici i stereochemicky ¢len

Q = Weap Y wn(|Fo(h)| = [Fe(h)])* + D (|Gol(h) - |G4])?, (1.20)

kde Go, G jsou pozorované a idealni geometrické cleny a we,, je vahovy koeficient
naméfenych dat.
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Metoda nejvétsi pravdépodobnosti

Metoda nejvétsi pravdépodobnosti je zobecnénim metody nejmensich ¢tverct,
rychleji vSak konverguje do globalniho minima z vétsitho poloméru konvergence. Tato
metoda je feSenim pro upfesiovani struktur, jejichz data nemaji tak vysoké rozligeni.
Metodu nejvétsi pravdépodobnosti vyuziva napiiklad program Phenix.refine [I4]
zahrnuty v programovém baliku Phenix [I5], nebo Refmach [16] z programového
baliku CCP4 [17].

Snahou pfi upfesiiovani strukturniho modelu je upfesnéni co nejvice parametri
zaroven. U biologickych makromolekul je vSak pocet upfesihiovanych parametri velmi
vysoky kviili po¢tu atomi v molekule. K upresiiovani se proto jako dalsi zdroj dat
vyuzivé i idealni geometrie aminokyselin ¢i ligandti, které jsou obsazeny v molekule
a jejichz typické parametry jsou urceny velmi presné ze struktur malych molekul.
Tyto informace jsou vyuzity pii upfesnéni délek vazeb a vazebnych tuhli, které pti
upfesiiovani struktury figuruji jako dodate¢né parametry.

P1i upfesnovéni je vybran nahodny soubor reflexi, takzvany testovaci soubor tvo-
feny 5-10 % pozorovanych reflexi. Tento soubor slouzi jako kontrolni soubor, ktery
pomaha analyzovat, jestli iloha konverguje ke globalnimu minimu. Samotné upies-
novani probiha pouze na nezavislém pracovnim souboru, ktery je tvoren zbytkem po-
zorovanych reflexi. Podobné jako pfi feseni fazového problému je kvalita upfeshovani
kontrolovana pomoci R-faktoru a Pearsonova korela¢niho koeficientu CC(Fp, Fr).
Pro testovaci i pracovni soubor reflexi se poc¢ita R-faktor zvlast. R,..r odpovidé pra-
covnimu souboru reflexi, R¢,.. pak testovacimu souboru reflexi. Konvergenci pouze
k lokalnimu minimu znaci pokles Rori a soucasny rist Rfpee. Uspé&snou konvergenci
ke globalnimu minimu, a tedy ispésné upfesiiovani, naznacuje soucasny pokles Ry
a Ryore- V poslednim kroku je nutné upresnit model na celém souboru reflexi, tedy
zahrnout do upfresnovani i testovaci soubor a ovérit konvergenci. Finalni hodnota
R-faktoru upfesnéného strukturniho modelu by se méla pohybovat mezi 10 az 20 %
[18].

1.6 Kontrola kvality strukturniho modelu

P1i procesu uptesinovani strukturniho modelu je nutné zkontrolovat jeho kvalitu.
Kontrolovanim kvality i v prabéhu uptesiovani nalézame mista v modelu, jejichz
oprava je pro spravnou interpretaci struktury nezbytna.

P1i posuzovani kvality strukturniho modelu je vénovédna pozornost predevsim
témto faktorim:

e stereochemie - porovnavani odchylek od idedlnich délek vazeb, vazebnych thli,
dihedrélnich dhlu ¢i chirality,
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e kontrola odchylek od idealnich torznich thli v Ramachandrové grafull]

e prumérné hodnoty B-faktori proteinu, ligandi ¢i vod, analyza jejich priubéhi
a extrémnich hodnot,

e odchylky od rotamert - vybér idealni konformace postrannich fetézci amino-
kyselinovych residui,

e blizké kontakty - jsou detekovany prilis kratké vzdalenosti mezi atomy, které
nejsou spojené vazbou v jedné asymetrické jednotce i mezi atomy v riznych
asymetrickych jednotkach (symmetry-related clashes).

Kvalitu strukturniho modelu mizeme kontrolovat pomoci nékolika néstroji, napii-
klad v programu Coot [11], MolProbity [19], PRO-CHECK [20] nebo OneDep [21].
Vystup z nékterého vyse uvedeného nastroje slouzi jako névod pro dpravu mist
ve struktufe, ktera nespliuji pozadované kritéria (naptiklad Spatné rotamery ¢i ko-
lize residui) a jejichz oprava je nezbytna. Po jakychkoliv tpravach musi byt struk-
turni model znovu upfesnén a zopakovan cely kontrolni proces [22].

1.6.1 Validace pritomnosti a pozice ligandu

V pripadé, ze mapa elektronové hustoty vykazuje pritomnost navazaného ligandu,
je tfeba ligand do strukturniho modelu doplnit. Doplnéni ligandu probiha v pfimém
prostoru napiiklad v programu Coot [11]. Néasledné je nezbytné strukturni model
upresnit s doplnénym ligandem a provést znovu kontrolu kvality strukturniho mo-

delu.

Identifikace navazaného ligandu v makromolekularni struktufe ¢asto neni snadna.
Piftomnost ligandu je naznacena mapou elektronové hustoty v daném misté. Uspés-
nost presného urceni pritomnosti a pozice ligandu se vyznamné snizuje s klesajicim
rozliSenim. Interakci mezi ligandem a proteinem casto zprostiedkovavaji molekuly
vody, které vSak pfi nizsim rozliSeni (kolem 3 A) ¢asto nedokdzeme pozorovat. Po-
kud se ligandy navazi jen do nékterych molekul proteinu krystalu (maji tedy pouze
¢astecnou okupanci), nebo pokud jsou prilis malé, jejich identifikace je narocna i ve
vyS$8im rozliseni [23].

P1i doplnéni ligandu do mist strukturntho modelu, ktera naznacuje mapa elek-
tronové hustoty, je kladen duraz predevsim na stereochemii ligandu. Proto je pred
pouzitim ligandu dilezité vybrat spravnou knihovnu ligandi a ovérit stavbu mo-
lekuly ligandu a jeho stereochemii. Ke stavbé ligandu do strukturniho modelu je
mozné vyuzit program Coot [111, 24].

Valida¢éni program wwPDB [25] vyuZziva pro kontrolu stereochemie program Mo-
gul [26] od Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), ktery kontroluje pte-

'Ramachandriiv graf je graf s osami ®, ¥ slouzici k porovnani torznich thli residui v aminoky-
selinovém fetézci. Torzni thly urcuji vazebné napojeni residua na fetézec. Graf rozdéluje jednotliva
residua do nékolika oblasti - preferovana, povolena a zakizana oblast, ve které by se neméla na-
chazet zadna residua. Ramachandruv graf byl sestrojen G. N. Ramachandranem v roce 1963.
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devsim délky vazeb a uhli v ligandu. K tomuto je vyuzita knihovna Cambridge
Structure Database (CSD [27]), ktera definuje idealni stereochemii v molekulach li-
gandu ziskanych z krystalovych struktur malych molekul [23]. Do kontroly kvality
ligandt zahrnuje valida¢ni program také ukazatele dobré shody lokalni elektronové
hustoty a R-faktort v pfimém prostoru (RSR). Meziatomarni blizké kontakty jsou
porovnavany pomoci MolProbity [19].

K ovéreni pozice ligandu je vyuzivano tzv. polder mapy, ktera je vyuzivana jako
nastroj pro nalezen ligandi. Polder mapa je OMIT mapa} ktera vylucuje difrakéni
vliv rozpoustédla na daném misté. Polder mapa je vytvarena typicky kolem néko-
lika residui nebo ligandu, nikoliv okolo jednotlivych atomt nebo naopak kolem celé
molekuly. Nicméné urceni idedlniho poloméru pro vytvoreni polder mapy je slozité.
Polder mapu generuje napiiklad program Phenix.polder [15], 30].

Dalsi moznou kontrolou pritomnosti ligandu a jeho pozice je vytvoreni kompozitni
slepé mapy (composite omit map). Kompozitni slepd mapa je vytvorend spojenim
nékolika map, z nichz kazda byla vytvorena zvlast a u kazdé byla vynechana jiné
cast struktury. Tento postup umoziuje vypocitat mapu pro strukturni model s vy-
razné mensim zkreslenim od vypocitanych fazi. Nevyhodou této mapy je jeji ¢asova
a vypocetni narocnost. Kompozitni slepou mapu pocité napiiklad program Phenix
[15].

1.7 Rodina nukleas S1-P1

Nukleasy, tedy hydrolasy schopné §tépeni fosfodiesterovych vazeb nukleovych ky-
selin, se v organismech mohou podilet na replikaci, rekombinaci anebo opravé po-
Skozené DNA. Podle typu nukleové kyseliny, jejiz vazby $tépi, je mozné nukleasy
rozdélit na RNasy ¢i DNasy. Nukleasy je mozno rozdélit i podle po¢tu a typu ko-
vovych iont1, které formuji aktivni misto a které jsou ve vétsiné pripadi nezbytnou
soucasti katalytickych reakei.

Nukleasy, které jsou nespecifické vzhledem k cukriim obsazenym v nukleovych ky-
selinach, jsou schopny stépit jak RNA, tak i DNA. Takové nukleasy jsou napiiklad ty
z rodiny S1-P1. Vyskytuji se v houbach, rostlinach i nékterych prvocich a bakteriich.
Nukleasy z rodiny S1-P1 zastéavaji ruzné funkce, u hub maji napriklad vyznamnou
funkci pii zisku nukleosidii nebo nukleotidi z prostiedi. Nukleasy z rodiny S1-P1
vyskytujici se v leishmaniich jsou prfedmétem vyzkumu kviili jejich moznému vyuziti
pri hledéni novych 1é¢iv proti onemocnéni leishmanioze, jehoz nékteré formy mohou
byt smrtelné [31].

Primérni struktura nukleas z rodiny S1-P1 se vyznacuje piritomnosti tryptofanu
na N-konci. Postranni fetézec tohoto residua je souc¢asti hydrofobniho jadra proteinu,
hlavni fetézec tvoii ¢ast aktivniho mista. Sekundérni struktura nukleas z rodiny S1-

20MIT mapa je takova mapa elektronové hustoty, do jejthoZ vypoétu nejsou zahrnuty atomy
z urcité oblasti. Faze z této oblasti tedy nezkresluji vypocet fazi ani nasledné upfesiiovani distribuce
elektroni |28 [29].
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P1 se sklada z nékolika mélo [-skladanych listi, avSak prevazujicim strukturnim
motivem jsou a-Sroubovice. Prikladem nukleasy z rodiny S1-P1 je nukleasa TBN1
pochézejici ze Solanum lycopersicum (rajée) publikovana v PDB [32] pod kodem
3SNG [33]. Jeji struktura je zobrazena na obrazku

Obrazek 1.1: Struktura nukleasy TBN1 z rajcete (Solanum lycopersicum), ktera
je v PDB databazi pod kédem 3SNG [33]. Struktura je zobrazena v reprezentaci
sekundarni struktury. Zelené jsou zbarveny a-Sroubovice, modie [-skladany list,
smycky jsou v barvé magenta a Sedé je zbarven zinkovy klastr. Obréazek byl vytvofen
v programu PyMOL [34].

S1-P1 nukleasy jsou zavislé na dvojmocnych kovech. Trojice dvojmocnych kovi
formuje kovovy klastr, ktery je jednou z ¢asti aktivniho mista nukleasy. Dvojmoc-
nym kovem je vétSinou zinek, klastr muze byt tvoren i hof¢ikem, manganem nebo
vapnikem [36, [37]. Hlavni funkei aktivniho mista je $tépeni fosfodiesterovych va-
zeb nukleovych kyselin. Kovovy klastr spolecné s disulfidovymi mustky stabilizuje
sbaleni proteinu.

Dalsi ¢ast aktivniho mista je formovana aminokyselinovymi zbytky tak, Zze pripo-
mina ,kapsu“. Tato ¢ast je oznacovana jako NBS1 (Nucleoside binding site 1). Do
NBS1 se zpravidla navazuji baze a cukerné skupiny substratu. Mezi zinkovy klastr
jsou navazany Ctyii molekuly vody v pripadé, Ze se do aktivniho mista NBS1 ne-
navaze zadny ligand. Molekula vody oznacovana jako W1 slouzi k nukleofilnimu
Stépeni. Tato molekula se nachézi mezi zineénymi ionty Znl a Zn2 a poskytuje elek-
tron jinym molekulam za tc¢elem vytvoreni elektronového paru [33]. Na obrazku
je znazornéno aktivni misto nukleasy TBN1 bez navazanych ligandi pouze s vodami
W1 a WNBSI, které se ucastni vazby nukleovych kyselin a nukleofilniho $tépeni.
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Obrazek 1.2: Aktivni misto nukleasy TBN1 z rajcete (Solanum lycopersicum),
ktera je v PDB databazi pod kodem 3SNG [33]. Seds je znazornén zinkovy klastr,
¢ervené molekula vody W1 zodpovédné za nukleofilni $tépeni a molekula vody
WNBSI1, ktera se ucastni vazby nukleovych kyselin. Aminokyseliny formujici ak-
tivni misto jsou znézornény tyc¢inkovym modelem, kde uhliky jsou zbarveny zelené.
Obrazek byl vytvofen v programu PyMOL [34].

His147

His168

Alal51
His145 a1’

Asp83

Obrazek 1.3: Aktivni misto nukleasy S1 z Aspergillus oryzae v komplexu s nava-
zanym fosfatem a 2’-deoxycytidinem (DCZ), ktera je v PDB databazi pod kodem
5FBD [35)]. Sedé je znézornén zinkovy klastr, Gervend molekula vody WNBS1, ktera
se ucastni vazby ligandu 2’-deoxycytidinu, ktery je znazornén tyc¢inkovym modelem
se svétle modrymi uhliky. Tyc¢inkovym modelem v ¢erveno-oranzové barvé je znézor-
nén navazany fosfat. Aminokyseliny formujici aktivni misto jsou znazornény ty¢in-
kovym modelem, kde uhliky jsou zbarveny zelené. Obrézek byl vytvofen v programu

PyMOL [34].
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Priklad pfirozené vazby nukleosidu a fosfatu v aktivnim misté je na obrazku[1.3]
kde je zobrazena Cast struktury nukleasy S1 z plisné Aspergillus oryzae, ktera je
v PDB databézi pod kédem 5F BD [35]. Tato nukleasa ma v aktivnim misté v ¢asti
zinkového klastru navazan fosfat a v ¢asti NBS1 navazan nukleosid 2’-deoxycytidin,
ktery je produktem Stépeni 3’-nukleotidu. Vazby se ti¢astni i vazebna voda WNBS1,
jejiz molekula je na obrazku znazornéna cervené.

1.8 Hledani inhibitoru nukleasy z rodiny S1-P1

Objevovani lé¢iv na zakladé fragmentu (angl. Fragment-Based Drug Discovery,
FBDD) je novym pfistupem v poznavani proteint (i konkrétné nasi zkoumané nuk-
leasy z rodiny S1-P1). Tato metoda ziskava stéle vétsi pozornost diky své aéinnosti
a efektivnimu identifikovani novych inhibitori, coz je vychozim bodem pro nasledny
navrh a vyvoj léciv.

Metoda FBDD zahrnuje screening velkého mnozstvi malych, vétsinou strukturné
jednoduchych, organickych molekul - fragmentt. Tyto fragmenty maji typicky niz-
kou molekulovou hmotnost v porovnani se zkoumanym proteinem (molekulova hmot-
nost je nejcastéji pod 300 Da), nicméné pozdéjsi vyzkumy ukazuji, Ze pro urcité typy
fragment screeningti lze vyuzit i rozmanitéjsi molekuly s vyssi molekulovou hmot-
nosti. Takové fragmenty ¢asto nejsou soucasti komerénich knihoven [38]. Hlavnim
principem metody FBDD je vysoka pravdépodobnost navazani malych fragmenti
do riznych oblasti aktivniho mista zkoumaného proteinu.

Rentgenové difrakéni analyza jako jedna z metod pii FBDD poskytuje detailni
vizualizaci 3D struktury zkoumaného proteinu a jeho aktivniho mista na atomo-
vém rozliseni. Kokrystalizaci (kdy protein a pouzity fragment krystalizuji spoleéné
v jedné kapce), ¢i namacenim (kdy krystal proteinu namacime v roztoku fragmentu,
pricemz se fragment navaZe na protein) lze ziskat vhodné krystaly pro néasledny
difrakéni experiment. Strukturni data ziskana rentgenovou difrakci jsou pro pocho-
peni interakci mezi proteinem a navazanym fragmentem zasadni.

Vyhodou FBDD je vysoka uc¢innost, ktera je zptisobena vyuzitim velkého mnoz-
stvi fragmentii o malé velikosti, které lze vytvofit z jednoduchych chemickych slou-
¢enin. Informace ziskané z interakci fragmentt s proteiny pomahaji pfi optimalizaci
téchto fragmentu na U¢innéjsi a selektivnéjsi kandidaty na léc¢iva. Metodou FBDD
lze objevovat a navrhovat nejen kompletné nové 1é¢iva a inhibitory, ale i vyvijet
a zlepSovat 1é¢iva a inhibitory, které jiz existuji.
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Kapitola 2

Materialy a metody

2.1 Priprava proteinového vzorku

Nukleasa ze Stenotrophomonas maltophilia (SmNucl) byla produkovana rekom-
binantni expresi z bakterie Escherichia coli v Laboratori struktury a funkce bio-
molekul v Biotechnologickém ustavu AV CR ve Vestci [2, B9]. U vzorku SmNucl
byla metodou SDS-PAGE ovérena cistota a zjisténa priblizna hmotnost 28 kDa.
Po zkoncentrovani vzorku byla nasledné ovéfena jeho monodisperzita metodou SDS
a byla uréena koncentrace vzorku pro naslednou krystalizaci 13,1 mg.ml™! v pufru
z 50 mM Tris, pH 7,0 a 150 mM NaCl. Tyto kroky byly podrobné popsany v ¢lanku
od autoru Hustakova, et al., 2023 2] a v Bakalarské praci [3].

2.2 Krystalizace vzorku

Krystalizace proteinového vzorku SmMNucl probihala metodou difuze par vzdy
v usporadani sedici kapky. Byly pouzity 96 jamkové desky Geiner CrystalQuick.
Objem roztoku precipitantu (dale nazyvany krystalizacni podminka) byl 50 pul. Tep-
lota pri krystalizaci byla udrzovana na 18 °C. Prvni krystaly byly pozorovany po
tfech dnech, rist pokracoval az tii tydny. Krystaly rostly v nékolika krystaliza¢nich
podminkach detailnéji popsanych v tabulce 2.1}
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Tabulka 2.1: Krystaliza¢ni podminky pouzité ke krystalizaci vzorku SmNuc1. Mira
koncentrace roztoku polymeru v celkovém objemu roztoku krystaliza¢ni podminky
je znaena w/v (weight/volume). Sloupec Objem v tabulce udéva objem proteinu
a krystaliza¢ni podminky v kapce a je dan v jednotkach pl.

pogrlrizky Sl Pufr Polymer Objem
I 0,2 M LisSO4 0,1 M BIS-TRIS (5,5 pH) | 25 % (w/v) PEG 3350 | 0,5+0,5
I 0,2 M (NHy)2SOy4 | 0,1 M BIS-TRIS (5,5 pH) | 256 % (w/v) PEG 3350 | 0,5+0,5
I1I 0,2 M LisSO4 0,1 M MES (6,5 pH) 30 % (w/v) PEG 8000 | 0,5+0,5
v 0,2 M (NH,),SO, 0,1 M MES (6,5 pH) 30 % (w/v) PEG 8000 | 0,5+0,5
\Y 0,2 M (NH,),SO, 0,1 M MES (6,5 pH) 30 % (w/v) PEG 5000 | 0,5+0,5

2.3 Priprava komplexti protein-ligand

Ze vsech vzrostlych krystali byly vybrany krystaly bez viditelnych vnéjsich de-
fektt a bez viditelnych sristti. Komplexy byly vytvoreny namacenim krystala v roz-
tocich ligandi, které byly vybrany z desky Xtal Frag Screen (Jena Bioscience). Tato
obsahovala 96 jamek se suchymi fragmenty. Taktéz tato deska obsahovala jamky pro
rezervoar, které byly pouzity pfi tvorbé roztoku téchto ligandi. Roztoky ligandi
byly pfipraveny v krystalizac¢nich deskéch, do jejichz rezervoari bylo naneseno 30 ul
krystaliza¢ni podminky, ve které rostl krystal vybrany k naméceni do prislusného
roztoku ligandu. Roztok ligandu byl vytvoren nanesenim 0,5 ul krystaliza¢ni pod-
minky na suchy fragment. Celkem bylo otestovano 49 z 96 dostupnych ligandi,
jejichz seznam je uveden v v tabulce [3] spolu s popisem krystala, které
uspésné prosly procesem naméaceni bez viditelné deformace nebo zniceni krystalu.
Takto pripravené krystaly byly po naméceni vybrany z roztoki ligandi smyckami
Dual Thickness MicroLoops LD (MiTeGen). Nasledné byly na 10 sekund namoceny
v roztoku krystalizacni podminky a 25% (w/v) glycerolu a vitrifikovany v tekutém
dusiku.

2.4 Provedeni difrakéniho experimentu

Pripravené krystaly byly podrobeny difrakénimu experimentu na zdroji synchrot-
ronového zafeni BESSY II, BL 14.2 (Helmholtz-Zentrum, Berlin, Némecko) [40]. Ex-
periment probihal rota¢ni metodou za stalého chlazeni krystalu pii teploté 100 K.
U kazdého krystalu byly nejprve nasbirany dva testovaci snimky pii 0° a 90° ¢,
ty byly oindexovany a na jejich zékladé byla navrzena strategie méreni programem
iIMOSFLM [41]. Difrakéni obrazec byl snimén CMOS detektorem PILATUS 6M.
Cas expozice byl u vS8ech métenych krystali 0,1 sekund na snimek. Oscila¢ni thel
byl 0,1 °. Difrakce na viech krystalech byla méFena pii vlnové délce zafeni 0,9184 A.
P1i difrakénim experimentu bylo zjisténo, Ze na nékterych krystalech rentgenové za-

feni nedifraktuje (viz [Priloha Al tabulka . Celkové bylo difrakénimu experimentu
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uspésné podrobeno 40 krystali. Charakteristické parametry difrakénich dat vSech
Uspésné namdienych krystali jsou uvedeny v v tabulce [4]

2.5 Zpracovani difrak¢énich dat

Soubory vSech tspé&sné namétenych difrakénich dat byly zpracovany v programu
XDS [42]. U nékterych krystala pravdépodobné doslo k lehké degradaci zpusobené
rentgenovym zafenim pii méfeni, proto byla ¢ast snimkt vyrazena pri nasledném
zpracovani dat v programu Aimless [43] z programového baliku CCP4 [17]. Informace
o poctu pouzitych snimki spolu s dalsimi charakteristickymi parametry zpracovani
difrakénich dat jsou uvedeny v v tabulce [l Pro pét struktur, které jsou
pozdéji detailnéji popséany, jsou tyto charakteristiky i v tabulce [2.2]

Tabulka 2.2: Charakteristické parametry dat z difrakéniho experimentu a jejich na-
sledného zpracovani pro struktury SmNuclcs, SmNuclprg, SmNuclps, SmNuclps,
a SmNuclpg. Hodnoty v zavorkach odpovidaji slupce s nejvyssim rozlisenim.

Nazev méreného

krystalu SmNuclcs SmNuclpyg SmNuclps,
Vzdalenost
detektoru [mm)| 295 295 345
Pocet pouzitych 3508 3008 1799
snimku

. e 42,62-1,70 42.,64-1,74 42.,64-1,75
Difrakenf limit [A] (1,73-1,70) (1,78-1,74) (1,78-1,75)
Parametry el.
bunky:
al|blcld] 44,31|72,43|81,40 | 44,25|72,68/81,52 | 44,28/72,71|81,40
al Byl 90,00[105,79]90,00 | 90,00[105,5290,00| 90,00/105,64]90,00

Prostorovéa grupa

P2,

P2,

P2,

Pocet reflexi

260327 (16064)

295856 (16542)

169961 (9508)

Pocet nezavislych
reflexi

38184 (2417)

50172 (2715)

49654 (2731)

Kompletnost dat

% 97,9 (95,8) 98,7 (96,8) 98,9 (98,9)
Rumeas 0,094 (0,625) 0,166 (1,182) 0,111 (0,981)
Rmerge 0,086 (0,576) 0,151 (1,081) 0,094 (0,829)
Riyim 0,035 (0,239) 0,068 (0,471) 0,059 (0,518)
CCy 0,999 (0,912) 0,994 (0,717) 0,997 (0,737)
/o 1] 16,8 (3,7) 1 (1,8) 7 (1,6)
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Nazev méreného

krystalu SmNuclpg SmNuclpg
Vzdalenost detektoru 150 939
[mm]
Pocet pouzitych snimku 3598 3350

e e 42.83-1,73 43,37-1,74
Difrakeni limit [A] (1.76-1,73) (1.78-1,74)

Parametry el. bunky:
alb|clAl
al| B[

44,42|72,71|81,55
90,00/105,24/90,00

44,47|72,71|82,54
90,00/102,82(90,00

Prostorovéa grupa

P2,

P2,

Pocet reflexi

659436 (29979)

330323 (18633)

Pocet nezavislych reflexi

97893 (4625)

52083 (2852)

Kompletnost dat [%)] 98,3 (94,4) 99,4 (98,5)
Runcas 0,077 (1,007) 0,107 (0,768)
Ronerae 0,071 (0,928) 0,098 (0,707)
Ry 0,029 (0,386) 0,042 (0,296)
CCz 0,999 (0,817) 0,997 (0,856)
Ijo [ 15,5 (2,2) 14,6 (2.8)

2.6 Vyreseni fazového problému

Vyfteseni fazového problému bylo u vSech struktur mozné diky znalosti dosud ne-
publikované vytesené struktury SmNucl bez navazanych ligandi. Tato struktura
je jiz v databazi PDB [32] pod kodem 8QJL (Adamkova K. et al., zatim nepubli-
kovano). Struktura byla pouzita jako model pfi molekularnim nahrazeni, které bylo
provedeno v programu MOLREP [7]. Uspé&nost vyfeseni fazového problému byla
zkontrolovana v programu Coot [I1], ve kterém byl kladen diiraz predevsim na ko-
respondenci mapy elektronové hustoty a aminokyselinovych residui modelu.

2.7 Upresnovani strukturnich modelti

P1i uptesnovani strukturnich modelt byly v pfimém prostoru upfesiiovany po-
zice postrannich fetézcu jednotlivych aminokyselinovych residui. Néktera residua
byla pro nedostatecnou shodu upfesnovaného modelu a mapy elektronové hustoty
nahrazena za alanin, ¢imz byl vyrazné snizen vliv ptivodniho modelu v daném misté.
Vsechny tyto tpravy byly provedeny v programu Coot [11]. Po tomto kroku byly
strukturni modely upfesnény v programu Refmac5 [I6]. Uméle upravené residua
byla z alaninu namodelovana zpét tak, aby odpovidala pozorované mapé elektronové
hustoty a ptvodni sekvenci proteinu. Nésledné bylo znovu provedeno uptesnéni. Né-
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kterym flexibilnim residuim byla navic pridana alternativni konformace a byla zmé-
néna okupance obou alternativnich pozic na hodnotu 0,5. Ve v8ech strukturach byly
automaticky pridany vody programem Coot [I1], jejich pozice byly nasledné zkont-
rolovany a manualné upraveny. I po tomto kroku bylo provedeno upfesnéni modeli.
P1i upfesiiovani byly pouzity automaticky vygenerované vodiky. Testovaci soubor
pouzity pro vypocéet Ry, e tvorilo 5 % nahodné vybranych reflexi.

Strukturni modely, které jednozna¢né nevykazovaly pritomnost ligandu v aktiv-
nim misté, dale nebyly upresnovany. Charakteristické parametry posledniho upfes-
novani téchto struktur jsou uvedeny v v tabulce ] Ligandy, které byly
namodelovany do strukturnich modeli, u nichz mapa elektronové hustoty vykazovala
jejich pritomnost, jsou uvedeny v tabulce [2.3]

Tabulka 2.3: Ligandy, které byly po upfesnéni namodelovany do strukturnich mo-

dela. Obrazky liganda byly vytvofeny pomoci Grade2 [44].
HN)%O

N
A
Q%m

2 N Y

3

Struktura
ligandu —

1,3,5-Triazine-2,4-

1H-Pyrazole-4- diamine,6-[1-

carbonitrile,5- Acetamide,N-|3-

Nazev ligandu

1H-Purine-2,6-
dione,3,7-dihydro-
3,7-dimethyl

4- Pyrimidinecar-
boxylic
acid,b-amino-
1,2,3,6-tetrahydro-

krystalu

(theobromin) 5 6-dioxo
Kod ligandu 37T 1JZ
Nazev SmNUC]_Fgl SH]NUClFQ

Nazev ligandu . (hexahydro-1H- (aminomethyl)
ammo.—B‘— (1- azepin-1-yl)ethyl|- phenyl|
pyrrolidinyl) N2,N2-dimethyl
Kod ligandu 46X FXT-C3 463
Nazev
krystalu SmNucl gg SmNucl s SmNucl pig
0 0
Loy L
Struktura H'\EI /> \IjH
ligandu 5 = " ¥ o y %o




Ustrukturnich modela SmNuclcs, SmNuclpy a SmNuclgps, byl do aktivniho
mista doplnén ligand pouze v jedné ze dvou molekul v asymetrické jednotce. U struk-
turnich modela SmNuclgs a SmNuclpg byly namodelovany ligandy do aktivnich
mist obou molekul v asymetrické jednotce. Nasledovalo finalni upfesnéni v programu
Refmach [16].

2.8 Kontrola kvality strukturnich modelt

Po finalnim upfesnéni byla zkontrolovana geometrie a rotamery residui, residua ze
zakézané oblasti Ramachandrova grafu i vyrazné maxima v diferenéni mapé. Struk-
turni modely byly néasledné zkontrolovany i pomoci wwPDB [25]. Charakteristiky
strukturnich modelid pied a po dokon¢eném upiesiovani jsou uvedeny v tabulce [2.4]
Pro téchto pét strukturnich modeli byly v programu Phenix [15] vytvoreny kompo-
zitni slepé mapy. Program byl spustén v rezimu simulovaného zihéni a soucasného
upresnovani.

Tabulka 2.4: Statistiky upfresiovani strukturnich modeli komplext SmNuclcs,
SmNuclpig, SmNuclpg, SmNuclps, a SmNuclpg.

Statistika

upresnovani SmNuclcs SmNuclpjg SmNuclps,
Roork 0,162 0,242 0,188
Rfree 0,206 0,287 0,228
R.m.s.d. vazeb od

idealnich hodnot [A] 0,008 0,009 0,007
R.m.s.d. 4hla od

idealnich hodnot [°] 1,523 1,647 1,423
Ramach/andran 100 100 100
povolené [%)]

Primérny B-faktor [A?] 24,0 25,0 25,9
Poceto upresnen}y(zh 4338 4038 4340
atomu bez vodiku

Pocet molekul vody 427 206 359
Ligandy a jiné molekuly || 1x FXT-C3, 6x 1x 463, 6x 1x 37T, 6x Zn%*,
v asymetrické jednotce Zn** 1x SO3~ Zn** 6x SO3~
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St%tlsflka, . SmNuclpg SmNuclpg
upresnovani
Ruyork 0,154 0,194
Riree 0,187 0,246
R.m.s.d. vazeb od
idedlnich hodnot [A] 0,012 0,007
R.m.s.d. ihla od
idealnich hodnot [°] 1,733 1,369
Ramachandran povolené 100 100
7]
Primérny B-faktor [A?] 174 26,0
Pocet uptesnénych
atomil bez vodikua 4658 4374
Pocet molekul vody 573 507
2+

Ligandy a jiné molekuly 2x 46X, 6x Zn", 5x 2x 1JZ, 6x Zn**,

tricks sednot glycerol, 1x MES, 2x 1x SO
v asymetrické jednotce PEG, 2x SO x SO;

2.9 NAavrh inhibitoru

Zpusob vazby jednotlivych fragmenti do aktivniho mista byl analyzovin a na
zakladé téchto analyz byly navrzeny ¢tyfi nové molekuly inhibitoru. Molekuly byly
navrzeny po castech a nasledné byly vyhledany jiz existujici molekuly jim podobné
v databazi PubChem [46], ChemSpider [47] ¢i ZINC [48].
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Kapitola 3

Vysledky a diskuze

3.1 Struktura nukleasy SmNucl s navazanymi
fragmenty

Byla otestovana schopnost navazani 49 riznych ligandi do aktivniho mista nuk-
leasy ze Stenotrophomonas maltophilia. Ze vSech 49 testovanych ligandu se pii vy-
tvareni komplexi protein-ligand celkem 8 krystalt proteinu rozpustilo pii namaceni
v roztoku piislusného ligandu. Ligandy rozpoustéjici krystal nukleasy jsou uvedeny
v v tabulce [3] se stavem krystalu ,krystal rozpustén®. Celkem 8 krystald,
které byly podrobeny namaceni do roztoku ligandi, nedifraktovalo, pfestoze jejich
makroskopicka struktura nebyla na pohled experimentem namaceni ovlivnéna. Li-
gandy, které byly pouzity a krystal s nimi nedifraktoval, jsou uvedeny v
v tabulce [3] se stavem ,bez difrakce*.

Celkem bylo zpracovano 40 difrakénich datasett s difrakénimi limity 1,27-2,38 A.
Pro nékteré ligandy byly naméreny datasety ze dvou krystali. Celkem 28 ze 49 po-
uzitych ligand nebylo nalezeno v aktivnim misté upfesnénych struktur nukleasy.
Tyto ligandy jsou uvedeny v v tabulce [3] se stavem ,ligand nenalezen®.
Bylo ziskano pét novych struktur komplexi ligandii a nukleasy ze Stenotrophomonas
maltophilia. Ve vSech péti strukturach bylo po vyreseni fazového problému pozoro-
vano navazani ligandu do ¢asti aktivniho mista oznacované jako NBS1 (v kapse).

Prelozenim struktury nukleasy 8QJ L, ktera byla pouzita jako model pti moleku-
larnim nahrazeni, a nové vytesenych struktur, do kterych se navazal ligand, bylo ové-
feno, ze sbaleni struktury nukleasy se nijak nezménilo navazanim ligandu do jejiho
aktivniho mista. VSechny nové struktury maji klasicky fold S1-P1 nukleasy. Pohled
na pfelozeni pouzité modelové struktury a nové vytesené struktury SmNuclpi je
na obréazku [3.1 Vsechny nové uréené struktury jsou v globalnim méfitku stejné jako
priklad na obrazku |3.1, a to vCetné pozic vSech residui tvoricich aktivni misto. Po
detailnim pohledu do aktivniho mista, ktery je na obrazku [3.2] bylo ovéfeno, Ze na-
vazani ligandu nijak zasadné nezménilo ani aktivni misto. Hodnoty odchylky pozic
Ca atomu FeSenych struktur vici modelové struktufe jsou uvedeny v tabulce [3.1]
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Nektera residua prizpiisobila konformace svych postrannich fetézci vazbé ligandu.
Zptusob vazby jednotlivych ligandt je diskutovan nize.

Obrazek 3.1: Pielozeni modelové struktury s PDB koédem 8QJL a jiz vyfeSené
struktury SmNuclpig v reprezentaci sekundarni struktury. Barvou magenta je zna-
zornéna struktura pouzita jako model v molekuldrnim nahrazeni, zelené je zobra-
zena struktura SmNuclpyy s navazanym ligandem, ktery je v tycinkové reprezen-
taci s tyrkysovymi uhliky. Zinky jsou zobrazeny ¢ernymi (model) a Sedymi koulemi
(SmNuclpig). Obrazek byl vytvofen v programu PyMOL [34].

Tabulka 3.1: Odchylka pozic C, atomu feSenych struktur od modelové struktury
pouzité pii molekularnim nahrazeni.

Porovnavana struktura || R.m.s.d. pozic C, atomi [A]
SmNuclpg 0,645
SmNuclcs 0,605
SmNuclpg 0,550
SmNuclps, 0,646
SmNuclpg 0,614

3.2 Analyza zpusobu vazby fragmentii

Vsechny vyfeSené struktury nukleasy ze Stenotrophomonas maltophilia obsahuji
dvé molekuly (oznacené jako tetézec A a B) v asymetrické jednotce. Kazda mo-
lekula nukleasy obsahuje otevienou kapsu v aktivnim misté, kam se ve vSech péti
piipadech navazal ligand (dvakrat do obou molekul v asymetrické jednotce). Tuto
¢ast aktivniho mista tvori aminokyselinova residua His151, His175, Met150, Asn161,
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Obrazek 3.2: Prelozeni aktivnich mist modelové struktury s PDB kédem 8QJL
a jiz vyreSsené struktury SmNuclpiy v tycinkové reprezentaci. Barvou magenta je
znazornéna struktura pouzité jako model v molekularnim nahrazeni, zelené je zob-
razena struktura SmNuclpig s navazanym ligandem, ktery je v tyc¢inkové reprezen-
taci s tyrkysovymi uhliky. Zinky jsou zobrazeny ¢ernymi (model) a Sedymi koulemi
(SmNuclpip). Obrazek byl vytvoren v programu PyMOL [34].

Gly159, Asn91, Lys158 a Tyr89. Ve v8ech pripadech aromaticka skupina navazaného
ligandu tvoii paralelni stacking s Tyr89. Do aktivniho mista (kapsy) se v nékterych
piipadech navazala i voda oznacovana jako WNBSI1, ktera zprostiedkovava vazbu
mezi ligandem a aminokyselinovymi residui tvoficimi aktivni misto. Druhé ¢ast ak-
tivniho mista tvorena zinkovym klastrem se v zadném ze strukturnich modeli nijak
nezmeénila. Vazby se ti¢astni pouze ve dvou piipadech zprostiedkované pres interakci
s vodou a zinkem Zn3.

3.2.1 SmNuclcs

Do struktury oznacené SmNuclcz bylo namodelovano 427 molekul vody, jedna
molekula siry a ligand 1,3,5-Triazine-2,4-diamine,6-|1-(hexahydro-1H-azepin-1-yl)
ethyl]-N2 N2-dimethyl, ktery je na obrézcich niZe znacen jako FXT-C3. Pfitomnost
ligandu byla ovéfena vypoctem 2mF,-DF, kompozitni slepé mapy, kterd je kolem
ligandu vykreslena na hladiné 1o, viz obrazek [3.3al Navazany ligand tvoii paralelni
stacking s Tyr89. V aktivnim misté této struktury neni pfitomna voda WNBS1
poskytujici vazbu ligandu. Tento ligand tvofi vodikové vazby s aminokyselinovymi
residui Met150 a Asn91, tyto vazby jsou vyznaceny erné na obréazku [3.3b] v 3D
reprezentaci struktury. Na 2D schématu [3.4] jsou ¢erné vykresleny vodikové vazby a
zelenymi zuby jsou vyznaceny hydrofobni interakce mezi ligandem a aminokyselino-
vymi residui Asn161, Lys158, Tyr89, Gly159 a His175.
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His32

(a) Komporzitni slepa mapa (2mF,-DF.) znazornéna modrou siti kolem ligandu na hla-
diné lo.

His32

(b) Cerné znazornéné vazby mezi ligandem a okolnimi residui.

Obrazek 3.3: Aktivni misto struktury SmNuclcs s navazanym ligandem 1,3,5-
Triazine-2,4-diamine,6-|1-(hexahydro-1H-azepin-1-yl)ethyl|-N2,N2-dimethylem
(FXT-C3). Ligand je reprezentovan ty¢inkovym modelem s tyrkysové zbarvenymi
uhliky, residua tvofici kapsu NBS1 se zelené zbarvenymi uhliky. sedei koulemi
je reprezentovan zinkovy klastr s okolnimi residui, jejichz uhliky jsou zbarveny
lososové. Obréazek byl vytvoren v programu PyMOL [34].
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Obrazek 3.4: Vazby mezi ligandem 1,3,5-Triazine-2,4-diamine,6-[1-(hexahydro-1H-
azepin-1-yl)ethyl]-N2,N2-dimethylem (FXT-C3) a aminokyselinovymi residui tvoii-
cimi aktivni misto nukleasy. Obrazek byl vytvoren v programu LigPlot™ [45].

3.2.2 SmNuc1D10

Do struktury oznacené SmNuclpio bylo namodelovano 206 molekul vody a ligand
Acetamide N-|3-(aminomethyl)phenyl|, ktery je na obrazcich nize znacen podle PDB
kodového oznaceni 463. Pritomnost ligandu byla ovéfena vypoctem 2mF,-D F, kom-
pozitni slepé mapy, ktera je kolem ligandu vykreslena na hladiné 1o, viz obrazek
.58l Navazany ligand tvoii paralelni stacking s Tyr89. Ani v tomto aktivnim misté
neni piitomna voda WNBS1 poskytujici vazbu ligandu. Ligand 463 tvoii vodikovou
vazbu s aminokyselinovym residuem Met150 a dvé vazby s residuem Asn91, tyto
vazby jsou vyznaceny ¢erné na obrazku v 3D reprezentaci struktury. Na 2D
schématu [3.6[ jsou ¢erné vykresleny vodikové vazby a zelenymi zuby jsou vyznaceny
hydrofobni vazby mezi atomy ligandu a aminokyselinovymi residui Asn161, Lys158,
Tyr89, Gly153, His151, Gly159 a His175.
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(b) Cerné znazornéné vazby mezi ligandem a okolnimi residui.

Obrazek 3.5: Aktivni misto struktury SmNucipio s navazanym ligandem Aceta-
mide N-[3-(aminomethyl)phenyl| (463). Ligand je reprezentovan ty¢inkovym mode-
lem s tyrkysové zbarvenymi uhliky, residua tvorici kapsu NBS1 se zelené zbarvenymi
uhliky. éedjzmi koulemi je reprezentovan zinkovy klastr s okolnimi residui, jejichz uh-
liky jsou zbarveny lososové. Obréazek byl vytvoren v programu PyMOL [34].
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Obrazek 3.6: Vazby mezi ligandem Acetamide N-[3-(aminomethyl)phenyl| (463)
a aminokyselinovymi residui tvoficimi aktivni misto nukleasy. Obrazek byl vytvofen
v programu LigPlot™ [45].

3.2.3 SmNuclps,

Do struktury oznacené SmNuclgs, bylo namodelovano 359 molekul vody, jeden
siran a ligand theobromin (1H-Purine-2,6-dione3,7-dihydro-3,7-dimethyl), ktery je
na obréazcich nize znacen podle PDB kédového oznaceni 37T. Pritomnost ligandu
byla ovéfena vypoc¢tem 2mF,-DF, kompozitni slepé mapy, kterd je kolem ligandu
vykreslena na hladiné 1o, viz obrazek [3.7al Navazany ligand tvoii paralelni stacking
s Tyr89, nicméné v tomto aktivnim misté je navazana i voda WNBS1 poskytu-
jici vazbu mezi ligandem a Gly153, Asn91 a Met150. Ligand theobromin dale tvoii
vodikovou vazbu s residuem Asn91. Tyto vazby jsou vyznaceny ¢erné na obrazku
v 3D reprezentaci struktury. Na 2D schématu jsou ¢erné vykresleny vodi-
kové vazby a zelenymi zuby jsou vyznaceny hydrofobni vazby mezi atomy ligandu
a aminokyselinovymi residui Asn161, Lys158, Tyr89, His151 a His175.
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(a) Komporzitni slepa mapa (2mF,-DF.) znazornéna modrou siti kolem ligandu na hla-
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(b) Cerné znazornéné vazby mezi ligandem a okolnimi residui.

Obrazek 3.7: Aktivni misto struktury Sm~Nucips, s navazanym ligandem theobro-
minem (377T). Ligand je reprezentovan ty¢inkovym modelem s tyrkysové zbarvenymi
uhliky, residua tvorici kapsu NBS1 se zelené zbarvenymi uhliky. Sed}?mi koulemi je
reprezentovan zinkovy klastr s okolnimi residui, jejichz uhliky jsou zbarveny loso-
sové. Obrazek byl vytvofen v programu PyMOL [34].
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Obrazek 3.8: Vazby mezi ligandem theobrominem (37T) a aminokyselinovymi re-
sidui tvoricimi aktivni misto nukleasy. Obrazek byl vytvoren v programu LigPlot™
[45].

3.2.4 SmNuclpg

Do struktury oznac¢ené SmNuclpgg bylo namodelovino 573 molekul vody, jeden-
krat MES (kyselina 2-morfolin-4-ylethansulfonova), dvakrat polyethylenglykol a pét
glycerolt, které slouzily jako ochrana krystali pti vitrifikaci. V kazdém fetézci (A i B)
byl do aktivniho mista namodelovan ligand 1H-Pyrazole-4-carbonitrile 5-amino-3-
(1-pyrrolidinyl), ktery je na obrazcich niZe znacen podle PDB kédového oznaceni
46X. Pritomnosti ligandi byly ovéfeny vypocétem 2mF,-DF, kompozitnich slepych
map, které jsou kolem ligandu vykresleny na hladiné 1o, viz obrazek [3.9a] pro fetézec
A a obrazek pro fetézec B.

V fetézci A aromaticka Cast navazaného ligandu znovu tvoii paralelni stacking
s Tyr89 stejnym zpusobem, jako ve strukturach Sm~Nucilcs, SmNuclpig a SmNuclps, .
Ligandu poskytuje jednu z vazeb i voda WNBS1, ktera tvoii vazbu s residuem Asn91.
Dusik N3, ktery je popséan i na 2D schématickém obrazku [3.10 je z azidoskupiny,
mé tedy zaporny naboj a tvori vodikovou vazbu s dusikem residua Asnl61 a zaroven
s vodou W214. Tato voda se vaze na zinek 7Zn3, ktery je soucéasti zinkového klastru.
Dale tvori vazbu s residui Met150 a Asn91. VSechny tyto vazby jsou popsény na

obréazku [3.9b]
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(b) Cerné znazornéné vazby mezi ligandem a okolnimi residui v fetézci A.

Obrazek 3.9: Aktivni misto struktury SmNuclpgg Tetézce A s navazanym ligan-
dem 1H-Pyrazole-4-carbonitrile 5-amino-3-(1-pyrrolidinyl) (PDB kdédové oznaceni
46X). Ligand je reprezentovan ty¢inkovym modelem s tyrkysové zbarvenymi uhliky,
residua tvorici kapsu NBS1 se zelené zbarvenymi uhliky. éedjrmi koulemi je repre-
zentovan zinkovy klastr s okolnimi residui, jejichz uhliky jsou zbarveny lososové.
Obréazek byl vytvoren v programu PyMOL [34].
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Obrazek 3.10: Vazby mezi ligandem 1H-Pyrazole-4-carbonitrile 5-amino-3-(1-
pyrrolidinyl) (PDB koédové oznaceni 46X) a aminokyselinovymi residui tvoricimi
aktivni misto v fetézci A. Obrazek byl vytvofen v programu LigPlot™ [45].

Do fetézce B byl namodelovan ligand pouze s poloviéni okupanci, do aktivniho
mista byla s poloviéni okupanci namodelovana i voda WNBS1 (viz obrazek [3.11a]
kde pro lepsi prehlednost bylo na obrézcich vynechano residuum Asn161). Aminoky-
selinova residua Met150, Asn91 a Lys158 tvorici aktivni misto maji dvé alternativni
pozice, které jsou na obrazku oznaceny jako Altl a Alt2. Alternativni pozice 2 maji
tato residua v pripadé, ze je do aktivniho mista navazédna pouze voda WNBSI.
Vazba této vody se vylucuje s vazbou fragmentu 46X v orientaci, kterou v fetézci B
pozorujeme. Tato orientace se od vazby v Fetézci A lisi, viz obrazky k porovnéani
a [3.11] Lze pozorovat, Ze i v tomto piipadé aromaticka ¢ast ligandu tvoii paralelni
stacking s Tyr89, ktery se velice vyznamné vychylil od jeho bézné pozice, kterou
bylo mozné pozorovat ve strukturach s ostatnimi ligandy. Tento disorder by bylo
teoreticky mozné pouzit jako zprostiedkovatele vazby inhibitoru. Zinek Zn3 je navic
spojen vodikovou vazbou s histidinovym tagem, respektive His275 ze symetrického
fetézce. Navazany ligand tvori vazby s aminokyselinovym residuem Asn91 a dvéma
vodami W346 a W348. Viechny tyto vazby jsou znizornény na obrazku a na
2D schématu 3.12
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(b) Cerné znazornéné vazby mezi ligandem a okolnimi residui v fetézci B.

Obrazek 3.11: Aktivni misto struktury SmNuclgsg Fetézce B s navazanym ligan-
dem 1H-Pyrazole-4-carbonitrile 5-amino-3-(1-pyrrolidinyl) (PDB kdédové oznaceni
46X). Ligand je reprezentovan ty¢inkovym modelem s tyrkysové zbarvenymi uhliky,
residua tvorici kapsu NBS1 a His275 se zelené zbarvenymi uhliky. éedy'mi koulemi
je reprezentovan zinkovy klastr s okolnimi residui, jejichz uhliky jsou zbarveny loso-
sové. Obrazek byl vytvofen v programu PyMOL [34].
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Obrazek 3.12: Vazby mezi ligandem 1H-Pyrazole-4-carbonitrile 5-amino-3-(1-
pyrrolidinyl) (PDB kédové oznaceni 46X) a aminokyselinovymi residui tvoricimi
aktivni misto v Fetézci B. Obrazek byl vytvofen v programu LigPlot™ [45].

3.2.5 SmNuclpg

Do struktury oznacené SmNuclpg bylo namodelovano 507 molekul vody, jedna
molekula siranu a v kazdém ftetézci byl do aktivniho mista namodelovan ligand L-
Histidine,1-methyl, ktery je na obrazcich nize znacen podle PDB kédového oznaceni
1JZ. Interakce v Tetézci A i B jsou pro tento ligand velice podobné, nicméné kvuli
pomérné vyraznému disorderu nebude interakce v tetézci B popséana. Pritomnost
ligandu v fetézci A byla ovéfena vypoctem 2mF,-DF, kompozitni slepé mapy, ktera
je kolem ligandu vykreslena na hladiné 1o, viz obréazek [3.13al Ligand v aktivnim
misté znovu tvori paralelni stacking s Tyr89, dale je spojen vodikovou vazbou na
vodu W44, ktera je navazana na zinek Zn3 ze zinkového klastru. Do aktivniho mista
se téz navazala i voda WNBSI1, pfes kterou jsou poskytnuty vazby na residua Asn91,
Met150 a Gly153. Déle je ligand spojen piimou vazbou s residuem Asn91 a s vodami
W522 a W285. Obé tyto vody jsou navazany i na residua tvorici kapsu NBS1 tvorici
aktivni misto.

43



His175

Gly153

/N

His32

His141

Asp71

(a) Kompozitni slepad mapa (2mF,-DF,) znazornéna modrou siti kolem ligandu v Fetézci
A na hladiné 1o.

Met150

Asp179
His175

His32

(b) Cerné znazornéné vazby mezi ligandem a okolnimi residui v fetézci A.

Obrazek 3.13: Aktivni misto struktury SmNuclpg Fetézce A s navazanym ligandem
L-Histidine,1-methyl (PDB kodové oznaceni 1J7Z). Ligand je reprezentovan ty¢inko-
vym modelem s tyrkysové zbarvenymi uhliky, residua tvofici kapsu NBS1 se zelené
zbarvenymi uhliky. gedei koulemi je reprezentovan zinkovy klastr s okolnimi resi-
dui, jejichz uhliky jsou zbarveny lososové. Obrazek byl vytvoren v programu PyMOL

I34].

44



His151 WNBS1

3.
Zn3<j\52 1‘|I C4. . N6~2-8~~‘
C5 g
. 3.‘0 o~ co 3.2 W285
o ® 2.2% 3.0 010..'
o TN 8T
o 2.6 !
® ) 3,2
! Asnl61
@ ° w498 ’ W395
* o 2.2
@ His175 @ Wi4s

Obrazek 3.14: Vazby mezi ligandem L-Histidine,1-methyl (PDB koédové oznaceni
1JZ) a aminokyselinovymi residui tvoficimi aktivni misto v fetézci A. Obrazek byl
vytvoren v programu LigPlot™ [45].

3.3 NAvrh inhibitoru

Jak jiz bylo zminéno, vSechny ligandy se navazaly do ¢asti aktivniho mista NBS1
(viz obrazek . Na zakladé téchto navazanych ligandi a jejich vazeb s okolnimi
residui tvoricimi aktivni misto byly navrzeny ¢tyii nové molekuly mozného inhibi-
toru. TTi nové molekuly jsou ve velikosti fragmentii, protoze se vSechny fragmenty
navazaly pouze do ¢asti aktivniho mista NBS1, které je prostorové omezeno. Ctvrta
molekula je vétsi s pokusem propojit vazbu mezi mistem NBS1 a zinkovym klastrem.
Tyto molekuly jsou uvedeny na obrézcich v tabulce [3.2]
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Obrazek 3.15: Zobrazeni vSech navazanych ligandi v aktivnim misté nukleasy ze
Stenotrophomonas maltophilia. Zinkovy klastr v reprezentaci Sedych kouli, residua
tvorici aktivni misto reprezentovany tycinkovym modelem se Sedymi uhliky. Navéa-
zané ligandy v tyc¢inkové reprezentaci pro prehlednost zbarvené podle struktur, ve
kterych byly objeveny: SmNuclpgs zelena, SmNucls3 magenta, SmNuclpyg oranzova,
SmNuclps, zluta, SmNuclpg tyrkysova. Residua, s nimiz fragmenty interaguji, jsou
oznacena svym nazvem. Obrazek byl vytvoren v programu PyMOL [34].

Prvni z molekul v tabulce obsahuje podobné jako ligand 37T i IJZ 2 keto
skupiny, pfes néz by se mohla navazat do aktivniho mista. Vazbu by tomuto li-
gandu mohla zprostiedkovat i voda WNBS1 pres sekundarni aminoskupinu, po-
dobné jako je tomu u struktur SmNuclps, na obrazku [3.7b] nebo SmNuclpg na
obrazku Navrzeny ligand jiz v databazi PubChem [46] existuje pod nazvem
4,6-dioxo-1H-1,3,5-triazine-2-carbaldehyd. Podobné molekuly s vice nez 90% shodou
jsou 6-oxo-1H-1,3,5-triazine-2,4-dicarbaldehyde a 5-iodo-4,6-dioxo-1H-1,3,5-triazine-
2-carbaldehyd.

Druha molekula z této tabulky mé v databazich pouze jednu molekulu s vice
nez 90% podobnosti, a to molekulu 2-(3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahydro-1H-isoquinolin-
2-yl)-1H-pyrrolo|3,2-b|pyridine-3-carbonitril. V aktivnim misté by mohla vytvorit
vazbu pres NH skupinu, podobné jako ligand 46X, 463 nebo FXT-C3 ve strukturéich
SmNuclpg (na obrazku , SmNuclpio (na obrazku nebo SmNuclcs (na
obrazku . Této vazby by se pravdépodobné nemusela ucastnit voda WNBSI1,
nebot by misto ni byla vazba mezi dusikem a kyslikem jedné z okolnich aminokyse-
linovych residui.

Tteti molekula byla v databéazich nalezena pouze jako substruktura molekuly 5-
bromo-4-cyano-1H-pyrrolo[2,3-b|pyridine-6-carboxyové kyseliny nebo ethyl8-amino-

7-cyano-|1,2,4|triazolo[4,3-a|pyridine-5-carboxylatu. Tato molekula by teoreticky mohla

vytvorit vazbu pomoci zaporné nabité azidoskupiny a zaroven pomoci NH skupiny,

podobné jako ligand 46X ve strukture SmNuclpgg na obrazku Vazbu by mohl
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zprostiedkovat i histidinovy tag nukleasy, ktery by teoreticky mohl tvorit vazbu
s aldehydovou skupinou.

Posledni navrh molekuly je jedna vétsi molekula, u které byl jako zaklad pouzit
histidin navazany do zinkového klastru ze symetricky sdruzené molekuly. Tato mo-
lekula by méla propojit zaroven inhibici kapsy NBS1 a inhibici zinkového klastru.
Histidinova c¢ast této molekuly by se mohla navazat do zinkového klastru podobné
jako His275 ve struktufe SmNuclps na obrazku [3.11b] Voda v misté NBS1 by se
této vazby pravdépodobné netcastnila.
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Tabulka 3.2: Nové navrzené molekuly, které by mohly byt novym selektivnim inhi-
bitorem nukleasy ze Stenotrophomonas maltophilia. Obrazky novych molekul byly
vytvoreny pomoci Grade2 [44].

b
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Zaver

V této krystalografické studii vazby nizkomolekulédrnich ligandi do aktivniho
mista S1-P1 nukleasy ze Stenotrophomonas maltophilia bylo zjisténo, Ze nékteré
fragmenty z desky Xtal Frag Screen (Jena Bioscience) se mohou navéazat do aktiv-
niho mista nukleasy. Pouze piiblizné 10 % testovanych fragmentt se navazalo do
aktivniho mista nukleasy tak, aby byly vazby dostate¢né a strukturné popsatelné.

Ukézalo se, ze ¢ast pouzitych fragmenti mé destruktivni Gcinky na krystaly zkou-
mané nukleasy, které byly po namoceni do roztoki fragmentti makroskopicky zni-
Ceny, ¢i zcela rozpustény. Nékteré fragmenty znicily usporadanost krystalu tak, ze
neslo pozorovat difrakci.

Vsechny fragmenty, které jsme pozorovali, se navazaly pouze do kapsy NBSI a
se zinkovym klastrem interagovaly pouze zprostfedkované pres vodu navazanou na
zinkovy klastr. Na zadné jiné misto nukleasy se testované fragmenty nenavazaly.

Na zakladé téchto vazeb byly navrzeny tii nové molekuly potencialniho inhibitoru,
jejichz velikost a tvar jsou podobné tuspésné se vazajicim fragmentim. Kromé toho
byla navrzena jesté jedna vétsi molekula mozného inhibitoru, ktera by spojovala cast
aktivniho mista NBS1 se zinkovym klastrem. Tyto navrhy predstavuji potenciélni
kandidaty pro vyvoj novych latek, které by mohly efektivné inhibovat nukleasu.
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Priloha A

Tabulka 3: Tabulka vSech ligandi pouzitych k fragment screeningu. Obrézky li-

gandi byly vytvofeny pomoci Grade2 [44].

Jamka Al A2 A3 A4
NH, i
o} ILH N N O
Strukturni X L .
vzorec \ \ ‘
ligandu N( |
Br \N
Benzoic acid Thiourea, N- 1H-Azepine,
Nazev enzoie a4 H Isoindol-3- (4-bromo-2- | hexahydro-1-
. 3-methyl-, )
ligandu hvdrazide amine chlorophenyl) | (6-methyl-4-
Y -N’-methyl pyrimidinyl)
PDB kod 451 F05 46V 463
ligandu
Nazev
krystalu SmNucl 44 SmNucl 49 SmNucl 43, , SmNucl 44
Doba 2 h 35 h 4h 3.5 h
namaceni
Stav krysEa} ligand bez difrakce bez difrakce
rozpustén nenalezen
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Jamka A6 A9 A10 Al12
NH; o]

N HO, || ]
Struktura O\ . @v 5 ©
ligandu ﬁ> \©: —

Br Cl
2H-
1,3- Benzimidazol- Ethanone,

Nazev Benzodioxole- 2-one, 1,3 2-amino-1-(4- | Benzeneacetic
licandu 5-methana- dihydro-5- bromophenyl)- | acid,3-chloro-
& mine,N- [(2-pyridiny]l | hydrochloride a-hydroxyl

cyclopentyl methyl) (1:1)
amino|
PDB kod 45N 47Q A7A ATE
ligandu
Nazev
krystalu SmNucl 46 SmNucl 49 SmNucl 450 SmNucl 492
Doba 2 h 5 h 3h 2 h
namaceni
Stav ligand ligand ligand bez difrakce
nenalezen nenalezen nenalezen
Jamka B1 B2 B5 B6
Né THZ HN/NHz
. o™ .
Struktura || sn 7\ <
ligandu g I
| = Ny
g |
1H- 2luran g sic acid, .
, methanamine, . Benzeneacetic
Nazev Pyrazole-5- 3-(dimethyl :
. . N-methyl-5- i acid, 4-fluoro-
ligandu methanamine, amino) .
) (3- : hydrazide
1,3-dimethyl - hydrazide
pyridinyloxy)
PDB kod 47] F63 478 45Y
ligandu
Nazev
krystalu SmNucl g SmNuclgsy SmNuclgs SmNuclgg
Doba = 3,5 h 3h 3h 5 h
namaceni
ligand ligand ligand ligand
Stav
nenalezen nenalezen nenalezen nenalezen

o7




Jamka B7 B8 C2 C3
o. \ ( ) . \N/
Struktura (& @:j A N 1”\7/?/» \>\NH O ”J\N
ligandu ” ° = \ 2 7/& /
g G H,N \N/NH \ /kNHy
1,3,5-
Pyrrolidin 1H - 2- Triazine-2,4-
y2_E>2 3 © Pyrazole-4- | Thiazolamine, | diamine,6-|1-
Nazev . ’ carbonitrile, 4-methyl-5- (hexahydro-
. dihydro-1,4- . .
ligandu . 5-amino-3- (1I-methyl-1H- | 1H-azepin-1-
benzodioxin- .
6-y1) (1- imidazol- yl)
Y pyrrolidinyl) 2-yl) ethyl]-N2,N2-
dimethyl
PDB kod 8LZ 46X 46P -
ligandu
Nazev
krystalu SmNucl g7 SmNuclgg SmNuclgs SmNuclgs
Doba 3h 5h 3h 2 h
namaceni
Stav bez difrakce lig. navazan ligand lig. navazan
nenalezen
Jamka C4 C5h C6 Cr
H,NG MG, |
St A O )
. ruktura N \/Q\,L |
ligandu | N
N \ ’
3—Thlophe'ne— 9 Furan
, - carboximid- ) Methanone,
Nazev 3-Pyridine- : methanamine, o
. . amide, ) 1-piperidinyl-
ligandu ethanamine : 5-(trifluoro- S
hydrochloride 3-piperidinyl
methyl)
(1:1)
PDB kod 45X M2 ATM -
ligandu
Nazev
krystalu SmNucloy SmNuclcs SmNuclgg SmNucler, ,
Doba = 3h 25 h 5h 25 h
namaceni
ligand ligand ligand ligand
Stav
nenalezen nenalezen nenalezen nenalezen
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Jamka C9 C10 C12 D1
/ \
Struktura . /@\ He N
1 4 Oy - 3
ligandu Q u I e \/<\N
wWE NH,
BeHZ(?ng— Guanidine,N- Benzene‘— 1H -
i carboximid- methanamine, .
Nazev mnid (4-ethoxy- 9 chloro.N Imidazole-2-
ligandu AIIce, 8-methyl-2- ~ORIOTo= methanamine,
4-(trifluoro- inazolinyl) methyl-5- N 1 dimethvl
methyl) dihazoiny nitro T HHERY
I.’DB kod FBF i i i
ligandu
E?Zi‘;lu SmNuclqg SmNucley, , SmNucleoo SmNucl pq
E;’rzzéeni 35 h 2,5 h 25 h 2 h
Stav ligand ligand krystal krystal
nenalezen nenalezen rozpustén rozpustén
Jamka D5 D6 D10 D11
'l O\\ HN) %o i
Struktura Y o " -
. | HN \O
ligandu N NF
| =
o L. NH;
3-Pyridine- 3- . Phenol, 5-
Nazev carboxylic Furancarbox- Aciff[r;_lde’ (aminomethyl)
licandu acid,6- amide, (aminomethyl) 2-methoxy-,
g (dimethyl- | 2,5-dimethyl- henyl- YY1 hydrochloride
amino) N-4-pyridinyl PHELY (1:1)
Eg]fl dlfl‘)d 46L A% 463 47G
lliiizs(i:ﬂu SmNucl p; SmNucl pg SmNuclpig SmNuclpqg
Doba 2 h 2h 5h 5h
namaceni
krystal ligand . _ krystal
Stav rozpustén nenalezen lig. mavazdn rozpustén
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Jamka D12 E1l E4 E8
A \/“ .
o \ H
Struktura /@j C\ \/H\/O O\()
=~ N ] N\
ligandu \‘ o i v
4-Pyridine- .
methanamine, g?ﬁ?;?;ﬁf_ 1H-Imidazole- | 1,4-Oxazepin-
Nazev N-(2,3- (2- ’ l-acetamide, 6-ol,
ligandu dlhydrf)— 1', chlorophenyl)- N-(4-methyl- hexahydro-
4benzodioxin- cyclohexyl) (6R)
6-v1) methyl ester
E;E dI:IOd F91 FO6 483 8KB
E;Z;Zlu SmNuclpiz,, | SmNuclpy,, SmNuclgy, , SmNucl g5
Doba 2,5 h 3h 3h 2 h
namaceni
Stav ligand ligand ligand ligand
nenalezen nenalezen nenalezen nenalezen
Jamka F1 F2 F3 F4
o) NH, | o
% o% 0 || N/ ﬁ
Struktura X " H'L | /> HN/IN\>
ligandu N| s N " J%N '
Z |
L- 1H-Purin
. . Phenylalanine, unme 6H-Purin-6-
Nazev 3-Pyridine- 2,6-dione, )
. ) methylester, ) one,2-amino-
ligandu carboxamide . 3,7-dihydro- .
hydrochloride : 1,9-dihydro
3,7-dimethyl
(1:1)
E;E 1o NCA 0A9 37T GUN
E E;Zsi;lu SmNucl g SmNucl gy SmNuclps, , SmNuclpy
E;IEZéeni 5h 35h 35h 35h
Stav ligand ligand lig. navazan ligand
nenalezen nenalezen nenalezen
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Jamka

F8

HN

ct H H N N
Struktura \EIN | = 5 T |
ligandu o> <u:E;/E © 0 NJ%O oéCNEEN}
H
|
Imidazo|4,5- 4—Pyr1m1d'1ne :
.. carboxylic 1H-Purine-
) 2(3H)- d|imidazole- : ) :
Nazev acid,b-amino- | 2,6-dione,3,7-
. Benzoxazolone | 2,5(1H,3H)- .
ligandu . 1,2.3,6- dihydro-1,3,7-
5-chloro- dione, .
totralvdro tetrahydro- trimethyl
Y 2,6-dioxo
PDB kod CLW GLW 1JZ CFF
ligandu
Nazev
krystalu SmNuclpg, , SmNucl pg SmNucl g SmNucl g
Doba = 2 h 2 h 5h 4h
namaceni
Stav bez difrakce krys‘Ea} lig. navazan bez difrakce
rozpustén
Jamka G2 G8 G11 G12
; A N\ Ho.
Struktura = \©:\>
ligandu © N
OH NH, HzN
1,2- Benzene
Nz Benzenediol, | sulfonamide, Benzenamin
lean 4[(1R)-2- | 4-amino-N-(5- 3?;6 o f) 1H-Indol-5-ol
lgancu amino-1- methyl-3- T\oOXazoly
hydroxyethyl| isoxazolyl)
PDB kéd LNR 08D 5A0 5H1
ligandu
Nazev
krystalu SmNuclgs SmNuclgg SmNuclgyy, , SmNuclgio
Doba = 3h 3h 3h 25 h
namaceni
Stav krysEa} ligand ligand bez difrakce
rozpustén nenalezen nenalezen
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Jamka H1 HS8 D2 F10
O% NH, O\ '/O' ' . //O
Struktura " _
ligandu . P 7 /R
H,N Cl, d N
|
Lo. Imidazo[1,2-a]
Nazev Benzamide, o pyridine-2- L-Histidine,
. . Benzenediol, .
ligandu 3-amino- .. acetamide,N- 1-methyl
3,5-dinitro
phenyl
PDB kod 3AB DNC FSN HIC
ligandu
Nazev
krystalu SmNuclgy, , SmNuclgsg SmNuclps SmNuclgig
Doba = 3h 3h 3h 3h
namaceni
Stav ligand bez difrakce krysija} ligand
nenalezen rozpustén nenalezen
Jamka C8
o
Struktura
ligandu
Benzoic acid,
4-
Nazev (aminomethy]l)
ligandu methylester,
hydrochloride
(1:1)
lz.’DB kod 3G9
ligandu
Nazev
krystalu SmNuclos
Dobzfv ) 31
namaceni
Stav ligand
nenalezen
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Priloha B

Tabulka 4: Charakteristické parametry dat z difrakéniho experimentu a jejich na-
sledného zpracovani. Hodnoty v zavorkach odpovidaji slupce s nejvyssim rozlisenim.

Nazev méreného

krystalu SmNucl o SmNucl g SmNuclzg SmNuclaqo,
Vzdalenost
detektoru [mm] 268 150 150 150
Po}cet })oumtych 3599 3100 3508 5600
snimkt
43,18 -1 43,14-14 43,38- 1 43,46-1,4
Difrakent limit [A] 3,18 -1,85 3,14-1,49 3,38- 1,39 3.46-1,45
(1,89-1,85) (1,52-1,49) (1,42- 1,39) (1,47-1,45)

Parametry el. buiiky:

al|b|clAl
al Byl

44,30(72,71|82,73
90,00102,89/90,00

44,19|72,72|82,60
90,00/102,48|90,00

44,39|73,03/83,07
90,00]102,20/90,00

44,51|72,65|82,95
90,00/102,47|90,0

Prostorova grupa

P2,

P2,

P2,

P2,

Podet reflexi

292351 (16260)

479662 (24044)

661833 (30831)

617150 (26579)

Pocet nezavislych
reflexi

43425 (2602)

81785 (4037)

101705 (4880)

90480 (4409)

Kompletnost dat [%] 99,1 (97,4) 99,0 (98,4) 98,6 (95,5) 99,1 (97,7)
Rumeas 0,233 (1,032) 0,067 (0,527) 0,093 (0,651) 0,05 (0,35)
Rumerge 0,214 (0,946) 0,061 (0,480) 0,086 (0,598) 0,046 (0,318)
Rpim 0,090 (0,406) 0,027 (0,212) 0,036 (0,254) 0,019 (0,14)
CC1 /s 0,991 (0,732) 0,999 (0,938) 0,997 (0,866) 0,99 (0,97)
I/o 1] 7(2,3) 17,5 (3.,8) 12,7 (3,0) 23,9 (5,3)
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Nazev méreného

krystalu SmNucl 4o, SmNuclp; SmNuclps SmNuclps
Vzdalenost
detektoru [mm] 421 268 322 322
Po}cet })oumtych 3148 5707 2500 a14r
snimki

29-1 43,18-1 43,41- 1 40.54-1
Difrakeni limit [A] 37,20-1,65 3,18-1,60 3,41- 1,60 0,54-1,75

(1,68-1,65) (1,63-1,60) (1,62- 1,60) (1,78-1,75)

Parametry el. buiiky:

a|b|eclAl
al Byl

44,51|72,65(82,94
90,0/102,51|90,0

44,29|72,73|82,73

90,00/102,89|90,00

44,51|72,71|82,97

90,00/102,78|90,00

44,26|72,7083,02
90,00/102,43|90,00

Prostorova grupa

P2,

P2,

P2,

P2,

Pocet reflexi

349849 (17028)

347060 (17315)

331347 (14476)

300603 (15422)

Pocet nezavislych
reflexi

60962 (2862)

66912 (3256)

67453 (2967)

51511 (2714)

Kompletnost dat [%] 97,9 (95,0) 98,9 (98,0) 98,7 (88,8) 99,3 (95,4)
Rieas 0,13 (0,88) 0,237 (2,232) 0,135 (1,598) 0,117 (0,873)
Ryerge 0,118 (0,801) 0,213 (2,011) 0,121 (1,423) 0,106 (0,793)
Rpim 0,054 (0,352) 0,103 (0,956) 0,060 (0,716) 0,048 (0,358)
CCy) 0,99 (0,84) 0,992 (0,409) 0,997 (0,567) 0,997 (0,769)
I/o 1 13,0 (2,5) 9 (0.8) 8 (1,1) 11,8 (2,1)
Néazev méreného
kryzst:xlu SmNuclpgg SmNuclpgg SmNuclcs SmNuclcs
Vzdalenost
detektoru [mm] 211 150 240 295
Pocet pouzitych 2850 3598 3593 3598
snimku
42.86-1,39 42.62-1,70
40,54-1,75 42.83-1,73 ’ ! ! !
Difrakéni limit [A] o o (1,42-1,39) (1,73-1,70)
(1,78-1,75) (1,76-1,73) (1,42-1,39) (1,73-1,70)

Parametry el. buiiky:

albl|e [A] 44,40|72,78|81,54 | 44,42|72,71|81,55 | 44,24|72,76|81,57 | 44,31|72,43|81,40
alB |y 90,00|105,26/90,00 | 90,00|105,24|90,00 | 90,00/105,57/90,00 | 90,00/105,79/90,00
Prostorova grupa P24 P2, P2, P24

Pocet reflexi 276647(13197) 659436 (29979) 351891 (15565) 260327 (16064)

Pocet nezavislych
reflexi

51314 (2465)

97893 (4625)

(
54408 (2715)

38184 (2417)

Kompletnost dat [%] 97,9 (85,9) 98,3 (94,4) 99,1 (94,9) 97,9 (95,8)
Runeas 0,081 (0,464) 0,077 (1,007) 0,106 (0,783) 0,094 (0,625)
Rumerge 0,073 (0,418) 0,071 (0,928) 0,098 (0,711) 0,086 (0,576)
Rpim 0,034 (0,198) 0,029 (0,386) 0,041 (0,321) 0,035 (0,239)
CCy s 0,998 (0,927) 0,999 (0,817) 0,998 (0,760) 0,999 (0,912)
I/o 1] 15,9 (4,1) 15,5 (2,2) 13,6 (2,7) 16,8 (3,7)
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Nazev méreného

krystalu SmNuclcgy SmNuclcs SmNuclcg SmNuclcy,
Vzdalenost
detektoru [mm] 321 374 212 295
Po}cet opoumtych 3588 2308 2500 407
snimk
-2,2 43,22-2 4-1,24 42,79-1

Difrakéni limit [A] 39,85-2,29 3,22-2,30 36,74-1, 79-1,75

(2,37-2,29) (2,38-2,30) (1,27-1,24) (1,78-1,75)

Parametry el. buiiky:

a|b|clAl
al Byl

44,33|72,51|82,25
90,00104,34/90,00

44,30|72,63|82,87
90,00/102,66|90,00

44,19|72,79|81,17
90,00105,62|90,00

44,38|72,75|81,56
90,00/105,37|90,00

Prostorova grupa

P2,

P2,

P2,

P2,

Podet reflexi

134542 (10660)

146420 (14101)

811670 (30626)

336589 (18368)

Pocet nezavislych
reflexi

22423 (2103)

22720 (2210)

133451 (5999)

50008 (2696)

Kompletnost dat [%] 98,0 (94,3) 99,0 (98,7) 96,4 (87,5) 99,2 (96,3)
Rieas 0,202 (0,560) 0,172 (0,584) 0,092 (1,714) 0,084 (0,507)
Roerge 0,183 (0,505) 0,158 (0,536) 0,085 (1,546) 0,078 (0,468)
Ripim 0,084 (0,237) 0,067 (0,228) 0,036 (0,717) 0,032 (0,192)
CCyz 0,961 (0,939) 0,995 (0,927) 0,999 (0,497) 0,999 (0,945)
I/o 1] 7(2,9) 12,4 (4,4) 11,8 (1,2) 17,0 (4,5)
Néazev méfeného
Krystalu SmNuclcy, SmNuclcs, SmNuclcs, SmNuclcy
Vzdalenost
detektoru [mm]| 295 322 212 268
Pocet pouzitych 3600 2998 2998 3593
snimki
43,12-2,00 41,13-1,5 41,11-1,45 43,13-2,19
Difrakéni limit [A] T o o e
(2,05-2,00) (1,53-1,5) (1,47-1,45) (2,26-2,19)

Parametry el. buiiky:

albl|e [A] 44,40|72,63|82,15 | 84,61|72,79|88,55 | 49,83|72,38|72,87 | 49,81|72,47|72,82
alB |y 90,00/103,78|90,00 | 90,00/107,59|90,00 90,0(90,0/90,0 90,0/ 90,0[90,0

Prostorova grupa P24 P2, P2, P24

Pocet reflexi 235472 (15785) 449356(13945) 617259(29237) 342449 (26915)

Pocet nezavislych
reflexi

33232 (2301)

42547 (1845)

46876 (2210)

51801 (4124)

Kompletnost dat [%] 96,7 (90,9) 99,0 (89,1) 98,9 (96,3) 98,2 (90,8)
Runeas 0,137 (0,745) 99,0 (89,1) 98,9 (96,3) 0,186 (0,515)
Ruerge 0,127 (0,689) 0,054 (0,423) 0,069 (0,564) 0,170 (0,473)
Rpim 0,051 (0,280) 0,017 (0,161) 0,021 (0,174) 0,072 (0,201)
CC1 /s 0,997 (0,906) 0 (0,848) 1,0 (0,956) 0,991 (0,952)
I/o 1] 10,9 (2,5) 30,3 (4,7) 26,4 (5,3) 4 (3,8)
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Nazev méreného

krystalu SmNuclcyo, SmNuclcio, SmNuclpg SmNuclpig
Vzdalenost
detektoru [mm| 243 243 348 295
Poget pouzitych 3597 2891 3599 3098
snimkua
42.95-1 43,1-1,91 -2.1 42,64-1,74
Difrakéni limit [A] ,95-1,80 3,1-1,9 36,93-2,15 ,04-1,7
(1,84-1,80) (1,96-1,91) (2,21-2,15) (1,78-1,74)

Parametry el. buiiky:

a|b|clAl
al Byl

44,32|72,69|82,12

90,00/104,24]90,00

44,67|73,35|82,57

90,00/105,25]90,00

44,00|72,87|82,49

90,00[103,23|90,00

44,25|72,6881,52
90,00105,52|90,00

Prostorova grupa

P2,

P2,

P2,

P2,

Podet reflexi

315701 (18258)

212028 (12628)

181462 (15715)

Pocet nezavislych
reflexi

46356 (2625)

39157 (2432)

27503 (2355)

295856 (16542)
(

50172 (2715)

Kompletnost dat [%] 99,0 (94,3) 98,7 (91,6) 99,1 (97,8) 98,7 (96,8)
Romeas 0,090 (0,606) 0,168 (1,345) 0,146 (0,519) 0,166 (1,182)
Rinerge 0,083 (0,561) 0,151 (1,204) 0,134 (0,478) 0,151 (1,081)
Ripim 0,034 (0,227) 0,071 (0,587) 0,057 (0,199) 0,068 (0,471)
CCy)o 0,999 (0,935) 0,995 (0,625) 0,994 (0,944) 0,994 (0,717)
/o (1] 15,3 (3,7) 5 (1,7) 10,7 (4,0) 1 (1,8)
Nazev méfeného
Krystalu SmNuclpia, SmNuclpisz, SmNuclg; SmNuclgy,
Vzdalenost
detektoru [mm]| 260 240 423 260
Pocet pouzitych 3597 3596 3597 3597
snimku
42,90-1,80 43,02-1,90 42.33-2,00 36,34-1,59
Difrakéni limit [A] e e T e
(1,84-1,80) (1,94-1,90) (2,05-2,00) (1,61-1,59)

Parametry el. buiiky:

a|b|clAl
alB vyl

44,28|72,4081,88

90,00/104,35/90,00

44,31|72,67|82,19

90,00|103,84/90,00

43,92|72,87|81,41

90,00[105,50(90,00

44,40|72,6881,83
90,00|104,53(90,00

Prostorova grupa

P2,

P2,

P2,

P2,

Pocet reflexi

296699 (13014)

236123 (12920)

212825 (16164)

440577 (15630)

Pocet nezavislych
reflexi

44597 (1938)

37652 (2236)

33104 (2393)

66375 (2325)

Kompletnost dat [%] 96,3 (70,8) 94,1 (86,7) 98,2 (97,3) 97,5 (96,5)
Runeas 0,105 (0,878) 0,062 (0,376) 0,351 (2,341) 0,095 (0,753)
Ruerge 0,097 (0,811) 0,057 (0,343) 0,318 (2,162) 0,087 (0,695)
Rpim 0,040 (0,333) 0,024 (0,151) 0,144 (0,388) 0,036 (0,287)
CCy s 0,998 (0,895) 0,999 (0,956) 0,967 (0,640) 0,998 (0,923)
I/o 1] 11,7 (2,0) 21,5 (5,0) 5 (1,1) 10,7 (2,1)
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Nazev méreného

krystalu SmNuclgy, SmNuclgs SmNuclry SmNuclps
Vzdalenost
detektoru [mm] 241 295 212 268
Po}cet opoumtych 3508 2506 3505 4508
snimk
42,66-1 40,66-1 43,24-1 43,6- 1
Difraként limit [A] 06470 0,66-1,60 3,24-1,85 3,6- 1,50
(1,73-1,70) (1,63-1,60) (1,88-1,85) (1,52- 1,50)

Parametry el. buiiky:

a|b|clAl
al Byl

44,28|72,82|81,51

90,00/105,55|90,00

41,93|72,79/79,18

90,00/104,16]90,00

44,65|72,88/82,15

90,00[103,61|90,00

44,47|72,89/83,51
90,00|101,40/90,00

Prostorova grupa

P2,

P2,

P2,

P2,

Podet reflexi

360568 (12994)

273185 (9729)

561894 (26695)

Pocet nezavislych
reflexi

54171 (2280)

56190 (2561)

553277 (21860)
(

45771 (2387)

83070 (4059)

Kompletnost dat [%] 98,9 (98,0) 98,3 (92,5) 98,8 (84,9) 99,2 (98,2)
Rmeas 0,111 (0,592) 0,281 (1,472) 0,347 (0,760) 0,077 (0,713)
Roerge 0,102 (0,539) 0,250 (1,271) 0,333 (0,719) 0,071 (0,657)
Ripim 0,043 (0,239) 0,125 (0,714) 0,097 (0,241) 0,029 (0,274)
CCy)o 0,997 (0,922) 0,970 (0,284) 0,987 (0,914) 0,999 (0,871)
1o (1] 109 (2,3) 6 (1Y) 0 (L8) 18,1 (2,8)
Néazev méreného
Krystalu SmNuclrs, SmNuclrs, SmNuclpy SmNuclpg
Vzdalenost
detektoru [mm]| 345 347 322 239
Pocet pouzitych 1799 3508 2898 3350
snimku
42.64-1,75 36,8-1,94 43,08-2,10 43,37-1,74
Difrakéni limit [A] o T T e
(1,78-1,75) (1,99-1,04) (2,16-2,10) (1,78-1,74)

Parametry el. buiiky:

a|b|clAl
alB vyl

44,28|72,71|81,40

90,00/105,64/90,00

44,29|72,74|81,45

90,00|105,56/90,00

85,11|72,76/88,18

90,00[108,10[90,00

44,47|72,71/82,54
90,00/102,82(90,00

Prostorova grupa

P2,

P2,

P2,

P2,

Pocet reflexi

169961 (9508)

237674 (15744)

326164 (23102)

330323 (18633)

Pocet nezavislych
reflexi

49654 (2731)

36433 (2522)

59424 (4517)

52083 (2852)

Kompletnost dat [%] 98,9 (98,9) 99,3 (98,5) 98,9 (97,0) 99,4 (98,5)
Runeas 0,111 (0,981) 0,222 (0,964) 0,189 (0,733) 0,107 (0,768)
Rumerge 0,094 (0,829) 0,204 (0,883) 0,171 (0,658) 0,098 (0,707)
Rpim 0,059 (0,518) 0,086 (0,379) 0,078 (0,314) 0,042 (0,296)
CC1 /s 0,997 (0,737) 0,994 (0,816) 0,996 (0,863) 0,997 (0,856)
Lo 1] 7 (1,6) 1(2,3) 6 (24) 14,6 (2.8)
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Nazev méreného

krystalu SmNuclrio SmNuclgs SmNuclgii SmNuclgy
Vzdalenost
detektoru [mm| 321 348 212 260
Po’cet opoumtych 3150 3050 2600 4503
snimki
42.67-2 43,7-1 43,29-1,4 42,97-1
Difrakéni limit [A] 6720 3,7-1,99 3,29-1,40 ,97-1,60
(2,05-2,00) (2,04-1,99) (1,42-1,40) (1,63-1,60)

Parametry el. buiiky:

al|b|clA]
al Byl

44,12|72,71|81,67
90,0/104,75|90,0

85,22|73,02(89,60
90,00/108,09|90,00

44,42|72,71/|82,64
90,00/102,99]90,00

44,48|72,77|81,81
90,00/104,99]90,00

Prostorova grupa

P2,

P2,

P2,

P2,

Pocet reflexi

185357 (14034)

368924 (18284)

676060 (32936)

439787 (20767)

Pocet nezavislych
reflexi

33248 (2397)

66684 (3333)

99801 (4845)

65708 (3132)

Kompletnost dat [%] 97,9 (96,5) 98,6 (93,6) 99,2 (98,0) 98,9 (96,2)
Rumeas 0,187 (0,810) 0,284 (0,865) 0,052 (0,653) 0,094 (0,805)
Rumerge 0,168 (0,737) 0,257 (0,784) 0,048 (0,603) 0,087 (0,743)
Ropim 0,080 (0,330) 0,120 (0,361) 0,020 (0,248) 0,036 (0,307)
CC1 s 0,979 (0,873) 0,984 (0,808) 1,000 (0,916) 0,999 (0,905)
I/o 1] 6 (2,3) 4(1,4) 21,3 (3,3) 13,1 (2,8)
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Priloha C

Tabulka 5: Charakteristické parametry upfesiovani strukturnich modelii.

Néazev méreného

Krystalu SmNuclyg SmNuclyg SmNuclyg SmNuclajo,
Ryork 0,280 0,185 0,188 0,160
Rifree 0,319 0,204 0,220 0,185
R.m.s.d vazeb [A] 0,008 0,010 0,011 0,011
R.m.s.d thlu [°] 1,569 1,716 1,807 1,777
Er?z?\;lﬁlererleho SmNuclazop, SmNuclp; SmNuclgs SmNuclpgs
Ryork 0,215 0,504 0,273 0,179
Rifree 0,240 0,509 0,294 0,224
R.m.s.d vazeb [A] 0,007 0,003 0,007 0,007
R.m.s.d thlu [°] 1,457 0,947 1,471 1,429
Eri]zsizlflnéfeného SmNuclpgg SmNuclpg SmNuclco SmNuclcs
Ryork 0,251 0,154 0,269 0,162
Rfree 0,282 0,186 0,290 0,206
R.m.s.d vazeb [A] 0,008 0,010 0,008 0,008
R.m.s.d thlu [°] 1,587 1,661 1,557 1,523
Eriu’zsizlﬁléfeného SmNuclgy SmNuclcs SmNuclcg SmNuclcy,
Ryork 0,325 0,225 0,255 0,257
Rfree 0,396 0,261 0,272 0,293
R.m.s.d vazeb [A] 0,007 0,008 0,009 0,008
R.m.s.d thlu [°] 1,530 1,579 1,712 1,563
Eri’zsiz;lﬁléfeného SmNuclcy, SmNuclcs, SmNuclcs, SmNuclcy
Ruork 0,244 0,141 0,157 0,346
Rfree 0,281 0,145 0,169 0,414
R.m.s.d vazeb [A] 0,007 0,013 0,011 0,007
R.m.s.d thlu [°] 1,497 1,953 1,870 1,552
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Nazev méreného

krystalu SmNuclcyo, SmNuclcio, SmNuclpg SmNuclpig
Ruyork 0,255 0,282 0,266 0,242
Rfree 0,287 0,323 0,306 0,287
R.m.s.d vazeb [A] 0,008 0,007 0,008 0,009
R.m.s.d ahlu [°] 1,567 1,508 1,560 1,647
lliifzse;;?éfeného SmNuclpyz, SmNuclpys, SmNuclg, SmNuclgy,
Ruyork 0,293 0,250 0,367 0,286
Rfree 0,334 0,294 0,404 0,316
R.m.s.d vazeb [A] 0,009 0,007 0,007 0,008
R.m.s.d thlu [°] 1,585 1,493 1,445 1,5006
iifzsizlﬁléfeného SmNuclgy, SmNuclgg SmNuclpq SmNuclps
Ruork 0,275 0,441 0,456 0,256
Rfree 0,305 0,428 0,477 0,277
R.m.s.d vazeb |A] 0,007 0,003 0,008 0,011
R.m.s.d thla [°] 1,490 1,178 1,706 1,771
Erf;zset\;lﬁléfeného SmNuclpg, SmNuclps, SmNuclpy SmNuclpg
Ryork 0,363 0,219 0,349 0,194
Rfree 0,367 0,261 0,386 0,246
R.m.s.d vazeb |A] 0,012 0,006 0,008 0,007
R.m.s.d thla [°] 1,723 1,357 1,644 1,369
E;z;;lTéfeneho SmNuclpqg SmNuclgg SmNuclgiq SmNuclgq
Ryork 0,301 0,408 0,178 0,220
Rfree 0,344 0,446 0,206 0,268
R.m.s.d vazeb [A] 0,007 0,006 0,011 0,007
R.m.s.d thla [°] 1,427 1,415 1,759 1,445
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