Vyuziti synchrotronoveho zareni
pro diagnostiku a vyvoj novych léciv
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Zisky farmaceutickych spole€¢nosti a spole¢nosti vyuzivajicich biotechnologie
¢inici mnoha miliard dolarti roéné jsou silné zavislé na patentove priorité.

To je diivod, pro¢ biotechnologické a farmaceutické firmy potrebuji rizné formy
pristupu na synchrotron nezbytné pro vyzkum s moznosti uspésného patentu.

Obdobna situace je i v nejraznéjsich pramyslovych aplikacich - myci prasky,
zpracovani potravin, ekologicka likvidace produktu, vyroba, zivo€isna vyroba,
dozravani a uchovani zemédélské produkce, atd.




Proc je pro biotechnologické a farmaceuticke firmy
pristup na synchrotronové zarizeni tak dulezity ?

 Je to jedina metoda umoznujici prohlizet procesy probihajici v materialu
v 1 000 000 000 nasobném zvétseni.

* Neni zavisla na slozitosti ani komplexnosti stavby materialu.

- Zobrazuje skuteény obraz makromolekularnich komplexu véetné jejich
funcnich pohybdi.

- Dosahovana presnost ~pm je limitovana uz pouze tepelnym pohybem a
nedokonalosti materialu.

« Umoznuje "snimkovani" biochemickeé reakce v jejim priubéhu (At ~ 50 ps).

* Mnozstvi materialu potrebného ke kompletnimu zobrazeni realné
struktury molekularnich komplexu je nepatrné (mikrocrystal s rozméry
nékolik mikronu, tj. vaha mensi nez 0,000 000 001 gramu).



Obrazné receno je difrakce synchrotronoveho zareni jedinou metodou,
ktera nahrazuje o¢i odbornikum zkoumajicim slozité molekularni procesy

mikrosvéta.

Vsechny dalsi metody lze prirovnat k ostatnim smyslovym organim
(hmat, cich, atd.). Poskytuji sice dalsi potfrebneé informace, ale nezbytny
realny obraz skutec¢nosti vytvari pouze jako model, ktery neodporuje
ziskanym bodovym hmatovym zkuSenostem.

TFi priklady z nasi laboratore ukazuji, ze presnost a uplnost pohledu na molekularni
procesy je nutna pro pochopeni biochemickych a katalytickych procesd.

Priklady vyuziti synchrotronového zareni
v lékarstvi a pri zpracovani potravin

1. Navrh antiviralnich 1éCiv (inhibitory HIV proteazy) = farmacie

viv /s

3. Struktury enzymu pouzitelnych pfi zpracovani potravin za nizkych teplot, dietnich
potravin, atd. = potravinarsky prumysl




1. Navrh antiviralnich Ié€iv (inhibitory HIV proteazy)

Pfesnost pfi uréeni kontaktd a zviditelnéni pohybu molekularnich fragmentu
jsou pfi objasfiovani mezimolekularnich interakci nezbytné.




Zaveér této studie

Uginny navrh novych légiv vyzaduije:

« Stanoveni struktury s vysokou presnosti [pm],
* localizaci molekul vody uvnitf a kolem proteinu,
» stanoveni mezimolekularnich interakci,

* entropii vztazenou k pomalym vibraénim modum inhibitoru v systému.

Pouze vyuziti synchrotronového zareni umoznuje spinit
tyto pozadavky na pfesnost a spolehlivost experimentu



Cystathionine y-lyaza (hCTH)

Strukturni, klinicka, metabolicka
a geneticka studie lidi s vrozenymi
mutacemi tohoto enzymu

Nedostatecna funkce CTH zvysi hladinu metabolitt v plazmé a vede k
tézkym stavim mentalni retardace.

Asi 40 % pacientt ma pfiznivou odezvu na léceni kofaktorem (PLP) .

X-ray studie na zdroji synchrotronového zareni umoznila klasifikaci
pacientl na skupiny a spravnou diagnozu lécby



Celkovy pohled na tetramer komplexu CTH a ko-enzymu PLP
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Jesté blizsi pohled do katalytické dutiny hCTH.
Katalyticka reakce probiha mezi PLP a Lys212

Thr311lle

._ TH

1
/
/
/
Arg197Cys

Vstup
substra



Zavér studie hCTH

Spravneé pouzivani I1éCiv vyzaduje pochopeni jejich molekularniho
pusobeni v organismu. V nasem pfipadé:

« Léceni pomoci PLP pfinasi pozitivni vysledky jen u pacientu, ktefi
zdédili mutace CTH v oblastech interagujicich s PLP vazebnym mistem.

« Polymorfismus 403 ovliviiuje pouze dynamiku distribuce enzymu v
organismu, na funkci samotnou nema vliv.

« Mutace ovliviujici otevirani flapi nemaji podstatnou odezvu na léCeni
pomoci PLP.

Vysledky proteinové strukturni analyzy s vyuzitim
synchrotronového zareni jsou v plné shode s
vysledky experimentalniho léCeni dostupného vzorku
pacientd v CR, USA, Kanadé a v Australii.



Priklad aplikace synchrotronového zareni pri navrhu
novych technologii vyroby a zpracovani potravin

Struktura B-galaktosidazy z pudni bakterie zijici v Antarktidé je pfikladem enzymu,
zachovavajiciho katalytickou aktivitu pfi zpracovani cukrt i za nizkych teplot.

Jde o hexamer molekul se é 5
Sesti katalytickymi misty. gy

Uhlikove atomy
podjednotek jsou
zabarveny raznymi
barvami.

Vazebné misto v jedné
podjednotce je
znazornéno Kulickovym
modelem.

Vstupni otvory do
dvoustupriovych
vazebnych mist jsou
orientované dovnitr
velkého prostoru uvnitf
complexu.

Zaveér:

Priprava specialnich
enzymu pro
ekologickeé a
bezpecné zpracovani
potravin



Privatni makromolekularni beamliny

Formy spoluprace provozovatelii synchrotronu APS se soukromym sektorem v USA

Sdruzeni SGX Pharmaceuticals provozuje spole¢nou ,,beamline“ pro
« Lilly, Millennium Pharmaceuticals
* F. Hoffmann La Roche Ltd.

Inc., Exelixis, Inc.

Biogen Idec Inc.

Cystic Fibrosis Foundation Theraupeutics, Inc

NIH Protein Structure Initiative

Sdruzeni "Collaborative Access Team (SGX-CAT)"

nabizi ,,Makromolekularni beamline® pro expresni krystalografii jako sluzbu

Privatni sektor se dale podili také na vyuziti ostatnich ,,beamline*
ucast v tymech spolupracujicich subjektii zamérenych na dosazeni urcitého vysledku.

Projekty akademickych, univerzitnich a privatnich subjekt(i sponzorované grantovymi
agenturami. Zde je nutné zverejnéni dosazenych vysledka.



Potfeba makromolekularnich beamline na zdroji
synchrotronoveho zareni

Makromolekularni ,beamline“v CESLab umozni i malym firmam (10-50
zaméstnancu) dosahnout Spi¢kovych aplikacnich vystupt s dopadem na
ekonomiku ve vSech oblastech, kde se vyuziva biologickych materialu, ij.

farmacie, lékarstvi, biotechnologie, potravinarstvi, Cistici prostredky,
kosmetika, kriminalistika, zemédélstvi, zivotni prostfedi, ochrana krajiny, atd.

P.S.

"Makromolekularni skupina"v CESLab Fesi pfedevsim strukturu a funkci komplexu
biologickych molekul a nové bio-katalytické technologie.

Muze ale fesit tez kompletni strukturu polymernich materialtl, organickych a
anorganickych sloucenin, mineralt, kovi v atomarnim rozliseni.

Potfebna vaha vzorku 0,000 000 001 g.



