ZVEREJNENA PRIHLASKA

VYNALEZU

SLOVENSKA REPUBLIKA

(19) SK
(22)
(31
(32)
(33)
(40)

URAD (86)

PRIEMYSELNEHO

VLASTNICTVA

SLOVENSKEJ REPUBLIKY

Détum podania: 05.03.1999

Cislo prioritnej prihlasky: 09/036 184
Datum priority: 06.03.1998

Krajina priority: US

Datum zverejnenia: 12.03.2001

Cislo PCT: PCT/US99/04967

1)  Cislo dokumentu:

1324-2000

(13)  Druh dokumentu: A3
(51) Int CL7:

G 01N 33/00

(71)  Prihlasovatel ABBOTT LABORATORIES, CHAD Abbott Park, IL, US;
(72) Povodca vynalezu: Nienaber Vicki L., Gumnee, IL, US;
Greer Jonathan, Chicago, IL, US;
Abad-Zapatero Celerino, Lake Forest, IL, US;
Norbeck Daniel W., Gray-slake, IL, US;
(74)  Zastupca: Rott, RuZitka, Guttmann, v o s., Bratislava, SK;
(54) Nazov prihlasky vynalezu: Vyhl'addvanie a ndvrh ligandov rintgenovou kryStalografiou
(57) Anotacia:

Réntgenova krystalografia mdZe byt pouZitd na preve-
renie zlGéenin, ktoré nie s znAmymi ligandmi pre bio-
molekuly, pre ich schopnost’ viazat' sa na ciel'ovi bio-
molekulu. Metdda spotiva v ziskani krystélu cielovej
biomolekuly; exponovani kry$talu cielovej biomole-
kuly jednym alebo viacerymi testovacimi vzorkami; a
ziskani rontgenového difrak&ného zédznamu krystalu, a-
by sa zistilo, & sa vytvoril komplex ligand/receptor.
Cielova molekula je exponované testovacimi vzorkami
bud’ spolo¢nou krystaliziciou biomolekuly v pritom-
nosti jednej alebo viacerych vzoriek, alebo je krystél
biomolekuly nasakovany v roztoku jednej alebo viace-
rych testovacich vzoriek. Pri inom uskutofneni sa
Struktirne informéacie o komplexoch ligand/receptor
pouzivaju na navrhovanie ligandov, ktoré sa viaZu tes-
nejdie, ktoré sa viazu $pecifickejdie, ktoré maji lepSiu
biologickd aktivitu, alebo ktoré¢ maju lep3i bezpetnost-
ny profil. Dalej je opisané identifikovanie alebo navr-
hovanie biologicky aktivnych utvarov instantnym pro-
cesom. Pri d’al¥om uskuto&neni sa kry$tal biomolekuly,
ktory ma l'ahko pristupné aktivne centrum, tvori spo-
lo¢nou kry$talizaciou biomolekuly s biologicky odbi-
ratel'nym ligandom a degradovanim ligandu.
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Vyhladavanie a navrh ligandov réntgenovou krystalografiou

Oblast techniky

Rontgenova kryStalografia je uzitoéna na identifikaciu ligandov, ktoré sa
viazu na cielové molekuly receptora, a na navrhovanie ligandov so zlepSenou

biologickou aktivitou pre cielovy receptor.

Doterajsi stav techniky

Rontgenova kryStalografia (kryStalografia) je zavedenou, dobre predtu-
dovanou technikou, ktora poskytuje to, €o mdZe byt najlepSie opisané ako troj-
rozmerny obraz toho, ako molekula vyzera v kry§tali. Vedci pouzili krys§talo-
grafiu na rozrieSenie krystalovej §truktiry mnohych biologicky vyznamnych
molekul. Krystalografiou je moZné §tudovat mnoho tried biomolekul, vratane,
av3ak nie len, proteinov, DNA, RNA a virusov. Vedci opisali aj krystalové
Struktary biomolekul, ktoré nesi vo svojich receptoroch ligandy ("komplex li-

gand-receptor").

Ak je dany "obraz" cielovej biomolekuly alebo komplexu ligand-
receptor, mézu vedci vyhladavat kapsy, alebo receptory, kde mdZe prebiehat
biologicka aktivita. Vedci potom mdZu experimentalne alebo pomocou vypo-
Ctovej techniky pre receptory navrhovat ligandy s vysokou afinitou (alebo lie-
ky). Vypoctové metédy boli alternativne pouZité na vyhladiavanie vazby ma-
Iych molekul. Av3ak tieto predchadzajice pokusy sa streli s obmedzenym Gspe-
chom. Navrhovanie ligandov pomocou vypoétovych metéd sprevadza niekolko
problémov. Vypo&tové metédy su zaloZzené skér na odhadovanych, neZ na pres-
nych uréeniach vazbovych energii a spo&ivaji na jednoduchych vypoétoch, ked
si porovnavané s komplexnymi interakciami, ktoré vo vnitri biomolekuly e-
xistuju. Okrem toho vypoétové modely vyZaduji experimentalne potvrdenie,
ktoré Easto dokaze, Ze modely nie sii vhodné a na realnej cielovej molekule ne-

funguju.



Okrem toho experimentalny navrh vysoko afinitného ligandu zaloZeny
na"obraze" komplexu ligand-receptor bol obmedzeny na biomolekuly, ktoré uz
zname ligandy maju. Konecne, aZ nedavno vedci publikovali krystalografické
§tudie interakcii medzi rozpustadlami a cielovymi molekulami. Allen a spol.,
J.Phys. Chem., 100, 2605-11 (1996). AvS§ak tieto §tudie si obmedzené na ma-
povanie miest pre rozpustadlo skor neZ miest pre ligand. Bolo by Ziaduce i-
dentifikovat priamo potencialne ligandy a ziskat podrobnui informaciu o tom,
‘ako sa ligand viaze a meni v cielovej biomolékule. Okrem toho by boli Ziaduce
metody na identifikaciu a/alebo navrhovanie ligandov, ktoré maju biologickl

a/alebo farmaceuticku aktivitu vzhfadom na danl cielova molekulu.

Podstata vynalezu

Na vyhladanie a identifikaciu zli¢enin, ktoré pre svoju schopnost viazat
sa na ciel nie si znamymi ligandami pre cielovi molekulu, mdéze byt pouZita
krystalografia. Metoda (tu nad’alej "CrystaLEAD™") zahrnuje ziskanie kry3-
talu cielovej biomolekuly, exponovanie cielfa jednym alebo viacerymi testova-
cimi vzorkami, ktoré si potencidlnymi ligandami pre cielovi molekulu a sta-
novenie, ¢i sa vytvoril komplex ligand/biomolekula. Ciel sa exponuje poten-
cialnymi ligandami réznymi spOsobmi, vratane, av§ak nie len, nasakovanim
kry$talu v roztoku jedného alebo viacerych potenciadlnych ligandov alebo spo-
lo¢nou kryStalizaciou biomolekuly v pritomnosti jedného alebo viacerych li-

gandov.

Pri dalSom uskutoCneni sa vyuZiva zistena §trukturna informacia o kom-
plexoch ligand-receptor na navrh novych ligandov, ktoré sa viaZu pevnejdie,
viazu sa Specifickej§ie, maju lep§iu biologicku aktivitu alebo maji lepsi profil

bezpecnosti nez zname ligandy.

Pri preferovanom uskuto€neni sa vyuZzivaji kniZznice "tvarovo rdznoro-
dych" zlu€enin, aby sa umoznila priama identifikacia komplexu ligand-
receptor, aj ked’ je ligand vystaveny ako Cast zmesi. Tym sa vyhne potrebe &a-
su na jeho spdatné ziskanie zo zmesi Tu s simultanne docielené tri ddlezité

kroky. Vypocitana funkcia elektronovej hustoty priamo predstavuje vizbovy



vysledok, identifikuje viazand zliCeninu a poskytuje podrobni trojrozmerni
(3-D) 3truktaru komplexu ligand-receptor. Hned ako bol zisteny Gspe$ny zasah,
je mozné tradi€nymi skriningovymi metdédami pri jednom uskutoéneni vyhlada-
vat’ rad analégov alebo derivitov uspe$nej zlu€eniny na tesnej§iu vidzbu alebo
lepSiu biologicku aktivitu. Iné uskuto&nenie vyuZiva uspe$ni zli&eninu a in-
formaciu o Struktire cielovej zlu€eniny na vyvoj analégov alebo derivatov s
tesnejSou vdazbou alebo lepSou biologickou aktivitou. ESte v inom uskutoéneni
je komplex'ligand-receptor vystaveny dodatoénym opakc;vaniam potencialnych
ligandov tak, Ze dve alebo viaceré uspeiné zligeniny mdZu byt spolu spojené,

aby sa vytvoril aéinnej§i ligand.

Podrobny opis vynalezu

CrystaLEAD™ poskytuje u&inni vyhladavaciu metédu na identifikaciu
zlu€enin, ktoré sa budi viazat k cielovej biomolekule. TieZ zlu&eniny mdZu
slazit ako vodidla alebo oporné konstrukcie na navrhovanie ligandov a/alebo
lieiv, ktoré prinaSaju zlepSenu biologicku aktivitu pre ciefovi molekulu. Je
treba poznamenat, Ze tesnejSie sa viazuce ligandy nemusia nevyhnutne posky-
tovat’ lepSiu biologicku aktivitu alebo tvorit lepSie lie€ivo, aj ked je to vse-
obecnym pravidlom. U slabo sa viazucich ligandov je mozné, Ze vykazuju lep-
Siu biologickl aktivitu vd'aka inym faktorom, neZ je tesnej¥ia vizba (napr. se-

lektivite, biovyuzitelnosti).

KryStalografia bola Siroko vyuZita na posudzovanie receptor-ligand kom-
plexov na navrhovanie lie€iv na zaklade Struktiry. Na skimanie takych kom-
plexov st zname ligandy obvykle presiaknuté do krystalu cielovej molekuly s
naslednou kryStalografiou komplexu. Aby sa ziskal vhodny kry§tal je niekedy

nutné kryStalizovat’ ligandy spolu s cielovou molekulou.

A% dosial' nebola krystalografia zahrnovana do vyhladavania potencial-
nych ligandov navzdory detailnej informacii o $truktire, ktora poskytuje. Moz-
né predsudky proti skriningu zli€enin krystalografiou predstavuje presvedée-
nie, ze je metddou prili§ komplikovanou alebo &asovo naroénou, Ze vhodné

kry3taly sa problematicky ziskavaji, ze dosiahnutelné kry§taly neznest vsiak-



Av

nutie viac neZ jednej zlaéeniny (omnoho menej zmesi desiatich alebo viacerych
zluc€enin), Ze je potrebné prili§ vela biomolekuly, Ze by sa spotrebovalo prili§
vela €asu na rutinné vypestovanie kryStalov a Ze neustala vymena kryStalov na

rontgenovom goniometri by bola zdihava.

AvSak bezne dosiahnutelna technologia prekonala mnohé z tychto pocho-
pitelnych prekazok. Napriklad kedysi boli ziskané cielové molekuly len z pri-
rodnych zdrojov a niekedy boli nevhodné na krystalizaciu vzhl'adom na priro-
dzenu degradécii a glykozylaciu. Okrem toho prirodna koncentracia bola prili§
nizka, aby sa ziskalo potrebné mnoZstvo na krystalizaciu vysoko ¢istého pro-
teinu. S pomocou molekularnej biolégie mdze byt exprimované a pre krystali-
zaciu vycistené velké mnoZstvo proteinu. Pokial je to nutné, mdZe byt protein

aj znova prekons$truovany, aby poskytol odlisné alebo lepS§ie krystalové formy.

Dalej sa stali Pahko dostupné vyborné svetelné zdroje (synchrotrénova
radiacia) a citlivej§ie detektory, takZe €as na ziskanie dat bol dramaticky zni-
Zeny z dni na hodiny alebo aj minuty. NavySe d'alej existujice technolodgie,
ktoré su v tejto dobe menej rutinné, av§ak skoro sa rutinnymi mdzu stat, umoz-
fiuja zbierky uplného siboru dat radovo v sekundach alebo i v zlomkoch sekund
(napr. Laue-ova difrakcia). J. Hajdu a spol., Nature, 329, 178-81 (1987).

RychlejSie pocitafe a automatizovanej§i softvér ohromne zniZili Cas potrebny

na zber dat a analyzu. Konefne autori vynalezu zistili, Ze je moZné na vyhlada-
vanie potencialnych ligandov nasakovat alebo spolofne kryS§talizovat zmesi
zlacenin. Ako sa opisuje niz§ie, je teda kryStalografia teraz praktickou a prija-

tenou metoédou skriningu.

Pri CrystaLEAD™ sa ligandy majice krystalickd formu identifikuju vy-
stavenim suboru malych molekul bud jednotlivo alebo v zmesiach vodi cielovej
molekule (napr. proteinu, nukleovej kyseline atd.) Potom sa ziskaji kryS§talo-
grafické udaje, aby sa mohla porovnat mapa elektronovej hustoty predpoklada-
ného komplexu cielova molekula-ligand s mapou elektréonovej hustoty cielovej
biomolekuly. Mapa elektronovej hustoty poskytuje sii&asne priamu evidenciu o
ligandove) vizbe, identifikacii viazaného ligandu a detailnd 3-D S$truktaru
komplexu ligand-cielova molekula. Vznik vazby mdZe byt takisto monitorova-

ny zmenami individualnych reflexii v kry$talografickych difrak&nych zizna-




moch, o ktorych je zname, Ze su citlivé na viazbu ligandu k aktivnemu centru.
Toto mdze sluzit ako predbeZné sito, ale nemalo by to byt prvoradou metédou

volby, pretoze to poskytuje menej podrobné informécie o §truktire.

Pozorovanim zmien v Grovni elektrénovej hustoty ligandu alebo intenzity
uréitych reflexii v difrakénych zaznamoch ako funkciu koncentracie ligandu
bud ku kryStalu pridanému alebo po spoloénej kry§talizacii, je moZné tieZ urdif
vizbové afinity ligandov pre ‘biomolekuly. Vizbové afinity mdZu byt takisto
ziskané kompetitivnymi experimentmi. V tomto pripade nova zlucenina(y)
je(su) nasiaknuta(é) alebo spolo€ne krystalizovana(é) s jednym alebo so sériou
rozli¢ne tvarovanych ligandov so znamou vizbovou aktivitou. Pokial sa znamy
ligand objavi v mape elektronovej hustoty siu nezname ligandy vo vizbe slab-
§ie. Ak sa vSak u niektorych z novych zlaéenin zisti, Ze obstidla v umiesteni,
bude ligandom s najtesnejSou vizbou. Menenim koncentricie alebo identity
znameho ligandu méZe byt pri CrystaLEAD™ stanovena vizbova konstanta pre

uspes$nu zluceninu.

Poet vyhladavanych zli&enin vychadza z pozadovaného detekéného li-
mitu, rozpustnosti zluéeniny a mnoZstva pridavaného organického rozpastadla,
ktoré budu krystaly tolerovat. Presné pod&ty zavisia na kazdom kry§taly. Napri-
klad pre typicky krystal, ktory znasa 1 % pridavaného organického rozpustad-
la, by bol limit citlivosti pre simultinne vyhladiavanie 10 zli¢enin Kd < 1,5
mM. Pre 20 zlac€enin by bol limit citlivosti Kd < 0,63 mM. Av§ak u krystalov,
ktoré znaSaju vysoky pridavok organického rozpusfadla (napr. 40 %) je moZné

vyhladavat az 50 zlu€enin pri limite citlivosti Kd < 1,5 mM.

Pri najobvyklejsej aplikacii CrystaLEAD™ sa pouiva uspeiny zasah &i
zluéenina Eoby vodidlo na uréenie, ktoré zlieniny by mali byt testované na
biologicki aktivitu pri navrhovani lieiva na zaklade §truktiry. Potom podla
tradi¢nej lekarskej chémie sa ziskavaji derivaty alebo analégy, aby sa naSiel

najlepsi ligand alebo liek.

Alternativne mdéZu byf na navrhovanie analégov alebo derivatov uspes-
ného zasahu vyuzité priamo Struktirne informacie nahromadené v procese vy-

hladavania. Tento pristup vyjadruje priklad, ked’ je aktivne centrum zloZené zo



zakladnej kapsy obklopenej rozli€énymi vedlaj§imi subcentrami a malymi kap-
sami (Obrazok 1). Podrobna §trukturna informacia o tom, ako je zli&enina s re-
ceptorom viazana, sa ziska simultanne, ked’ je detegovany uspe$ny zasah. Taka
informacia je pre beZného odbornika uZito&na na navrhovanie lepSich ligandov.
P. Colman, Curr. Opin. in Struct. Biology, 4, 868-74 (1994); J. Greer a spol., J.
Med. Chem. 37, 1035-54 (1994); C. Verlinde a spol., Structure 15, 577-87
(1994). Uspesna zlu&enina najma identifikuje analogy miesta na syntézu, ktoré
by dovolili pristup ku okolitym subcenltré,m a malym kapsam. To dava podnet
na navrh novych zlicenin, ktoré sa lep§ie prispdsobia aktivnemu centru. Okrem
toho d'alej v pripadoch, kedy existuje suvislost s funkciou §truktiry, mézu byt
aktivitu zvySujice modely substiticie priamo transferované na skelet nového

vodidla na 3-D §trukturalnej urovni.

Iné ilustracia (obrazok 2) sa tyka cielovej molekuly, ktord ma dve alebo
viac oddelenych kaps, ktoré budu obsadzované fragmentmi. Tu je krystalicka
ciefovd molekula podrobena vyhladavaniu ligandov, ktoré okupuji vSetky z
aktivnych miest bud’ postupne alebo simultinne. PretoZe je vazbovy pripad mo-
nitorovany vizualiziciou Struktir spolukry$talov, je miesto vidzby ligandu i-
dentifikované priamo, a pre kompetiéné experimenty nie je nutné potvrdzovat,
Ze ligandy skuto€ne okupuji rézne centra na proteine. Skrining pre ligandy,
ktoré sa viazu do rozdielnych kaps, zvIa§t umoziiuje, ze sa vo svojich vizbo-
vych miestach prekryvaji. Hned ako bolo zistené potencialne vodidlo a suvis-
lost Struktiry s aktivitou, m6zu byt ur&ené vizby medzi kaidym z centier s
vyuZitim podrobnej Strukturnej informacie a postupu vizby fragmentov, ako
bolo skdr opisané pre produkciu novych daleko viac G&innych ligandov. S. B.
Shuker a spol., Science, 274, 1531-34 (1996); Verlinde a spol., Structure, 15,
577-87 (1994).

Pri tretej aplikacii pristupu zluCovania skeletu (nie je ukazany), je aktiv-
ne centrum zloZené z dvoch alebo viacerych subcentier. Krystalicky protein je
podrobeny vyhladavaniu ligandu/ligandov, ktory/ktoré sa viaze/viaZu cestou
tychto subcentier a relativnej vizbovej orienticie ligandu pozorovanej pri
viacpo&etnych experimentoch. Tieto ligandy sa budi viazat okupovanim jedné-

ho alebo viacerych subcentier a prekryvanim Struktur viacpoéetnych uspesnych



zasahov mdze byf navrhnuté jadro, ktoré bude ulah&ovaf pristup k rozli¢nym
subcentram. Toto jadro bude potom sluzit ako &erstva, nova a GéinnejSia zlade-
nina Coby vodidlo, ktoré bude tiez sluZit ako zakladny skelet v cykle oznaéo-

vania liediva.

CrystaLEAD™ postup viazaného fragmentu experimentilne realizuje
postup fragmentu viazaného na zaklade Struktury, ktory len na vypodtovej u-
rovni publikoval Verlinde a spol. v J. Comput.' Aided Mol. Des., 6, 131-47
(1992). Verlinde a spol. navrhuju ligandové fragmenty zalozené na matematic-
kych vypoctoch. Navrhnuté fragmenty boli potom analyzované na biologicku
aktivitu. Pokial sa fragmenty skuto&ne viaZu, boli réntgenovou krystalografiou
stanovené ich 3-D $truktiry a navrhnuty partner na spojenie. Naopak Crysta-
LEAD™ siigasne deteguje vysledok viazby a poskytuje experimentalne stanove-
ni 3-D Struktiru komplexu ligand-protein. Vynélez tiez umoZiiuje sposob sta-
novenia asociacnej konStanty medzi cielovou molekulou a jej ligandom. Vyna-
lez nevyZaduje Specialne znatkovanie cielovej molekuly. Preto mdZe cielova
molekula zahrnovat proteiny, polypeptidy, nukleové kyseliny, nukleoproteiny
alebo akikolvek vhodnu cielovi molekulu, ktora je izolovana z prirodnych
zdrojov alebo rekombinaénymi metodami z akéhokol'vek hostitel'ského systému

ako je vyvinuty alebo praktikovany radovymi odbornikmi.

Pri kryStalografickom skriningu existuje niekofko vyhod. Délezita vyho-
da predstavuje, Ze vysledok vizby je monitorovany priamo, takze pravdepo-
dobnost klamnych udajov sa zniZuje blizko k nule. Kry$talografické udaje pos-
kytuji trojrozmerni "momentku" elektrénovej hustoty komplexu ligand-

receptor ukazujlcu, ktora zlu€enina sa viaze a ako je viazana.

Metoda je jedineéne citliva na §truktirne zmeny ako pri cielovej mole-
kuly tak aj pri ligande. Sledovanie §truktirnych zmien je rozhodujuce pre di-
zajn skeletu, ktory zlu€uje informéaciu z réznych $truktir komplexu ligand-
cielova molekula. Jeden taky priklad nastava, ked protein meni $truktaru, aby
sa prisposobil jednému ligandu, av§ak §truktirna zmena blokuje viazanie dru-
hého ligandu. Podobne je urdenie Struktirnych zmien ddlezité tie preto, Ze
ked sa pévodné skelety viaZu rdézne, nemusi byt mozné zluéit ich do va&gieho

skeletu,



PretoZze je pripad vidzby monitorovany priamo, nevyzaduje CrystaLE-
AD™ 3pecialne oznagené vzorky, skasky alebo ciefové molekuly, ktoré by boli
nepriamo citlivé na pripojenie ligandu. Pokial' sa da ziskat kryStalicka §trukti-

DTM

ra cielovej molekuly, da sa CrystaLEA pouzit na skrining ligandov.

Ak s zmesi zla&enin navrhnuté s vhodnou diverzitou tvarov, zmen3uje
vynalez potrebu rozvinutia suprav, ktoré si nasakované ako zmesi, pretoZe
vizbovy pripad je detegovany priamo vyfetrenim tvaru elektrénove;j hustoty na
vizbovom centre. Tvar elektronovej hustoty teda identifikuje priamo aj vizbo-
vy pripad aj zli€eninu. Alternativne sa da navrhnit zmes, aby obsahovala zli-
¢eniny s anomalne rozptylujucimi atomami (napr. Br, S), ktoré mé%u byt iden-
tifikované anomalnymi technikami skateringu. Dalej vzhfadom na to, Ze Crys-
taLEAD™ priamo monitoruje vazbu, je vel'mi vhodny najmi na §tudovanie cie-

Fovych molekul, pre ktoré nie st zname ligandy.
y

PretoZe pri CrystaLEAD™ vypotitana funkcia elektronovej hustoty uka-
zuje "redlne priestorové usporiadanie"” krystalu, je moZné sa zamerat priamo na
oblast zdujmu. Aj ked nie je metoda obmedzena na aktivne centrum, mdze byf
teda vizba detegovana exkluzivne na centre zaujmu. Vizba na inych centrach,
ktord komplikuje analyzu vo va&Sine vazbovych testov, mdZe by? uplne vypus-

tena zo zretela.

CrystaLEAD™ poskytuje tiez metédu na siasné monitorovanie vizby na
réznych miestach. To znamen4, Ze pre ciefovi molekulu, ktora ma viac kaps,
nevyzaduje vyhladavanie pre druhé centrum skrining v pritomnosti prvého li-
gandu. Av3ak vyhladdvanie pre druhé centrum moéze byt vykonané v pritom-

nosti prvého ligandu, aby sa zistili spolupdsobiace ligandy.

CrystaLEAD™ je aplikovatelna pre akukolvek cielovi molekulu, ktori
je mozné ziskat v kryS$talickej §truktire. Podla sufasnej literatiry to predsta-
vuje akiakol'vek rozpustni makromolekulu s molekulovou hmotnostou medzi o-
kolo 5 000 a 200 000. Pravda toto rozmedzie sa v sulade s technologickymi
pokrokmi takmer denne rozSiruje. Metéda je tiez citliva na Siroky rozsah diso-
ciatnych konstant (< pikomolarnych aZ molarnych) Pouzitim citlivejSich de-

tekénych CCD kamier s anédovym zdrojom si adaje zhromazdované menej ako



4 h aZ okolo 4 h. To dovoluje vyhladavanie tisicov zlu&enin na detektor za
dedi. Pri pouZiti synchrotrénovych zdrojov sa poéet vyhladavanych zlugenin
zvySuje na nasobky tisicov na detektor a s Laue-ovymi metddami zhromazdo-
vania idajov a testovania zmesi, méZu byt CrystaLEAD™ udaje ziskané v se-
kundach alebo menej, &0 umoZiiuje, Ze za defi mdéZu byt testované tisice zlige-
nin v jednom prade. Preto viacpoletné detektory alebo jednoduché synchrot-

ronne zariadenia ufah€uju skutoéne vysokokapacitny skrining.

Obrazok 3 vysvetluje vynilez. Krystaly cielovej molekuly si vystavené
jednej alebo viacerych zligeninam nasiaknutim kryStalu alebo spolukry3taliza-
ciou cielovej zli€eniny v pritomnosti jednej alebo viacerych zli&enin. Potom
boli zhromazdené kryStalografické udaje, spracované a konvertované na mapy
elektronovej hustoty, ktoré boli skimané na dokaz ligandove; vdzby. Jednym
sposobom detegovania ligandovej vizby je porovnavanie Struktary originalneho

kry$télu so Struktirou exponovaného krystalu.

Nové cielové zla€eniny mdzu byt krystalizované za publikovanych pod-
mienok alebo inymi metédami v odbore beine aplikovanymi. Podobne mdzu
byt cielové Struktiry dosiahnutelné z databazy ako je Protein Data Bank, alebo
méZu byt stanovené beine pouZivanou metodolégiou. Pokroky molekularne;j
biologie a techniky proteinov urychluju krystalizaciu cielovych zlt&enin, za-
tial o pokroky v zhromaZd'ovani Gdajov napomahaji rychlemu uréeniu $trukta-

ry pre nezname §truktiry.

Krystaly, ktoré boli vystavené potencialnym ligandom nasakovanim vy-
Zaduja pristupné prazdne aktivne centra. Krystaly s praizdnym aktivnym cen-
trom je moZné ziskavat roznymi metodami, vratane ale nie len, krystalizaciou v
nepritomnosti ligandu, krystalizaciou v pritomnosti ligandu viazaného na
vzdialenom mieste alebo krystaliziciou v pritomnosti nekovalentného ligandu,
ktory sa u cielovej zligeniny hned ako biomolekula kryStalizuje Fahko zriedi
alebo vymeni. Autori vynalezu ziskali krystaly biomolekuly novym spdsobom,
kryStalizaciou biomolekuly v pritomnosti degradovatelného ligandu na aktiv-
nom centre a potom degradaciou ligandu, hned’ ako sa vytvoril krystal. Alter-
nativne je moZné vypestovat kryStaly v pritomnosti zliCenin, ktoré maja byt

podrobené skriningu. Krystaly sa nechaji v pritomnosti zmesi, aby dosiahli
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rovnovainy stav, v ktorom je vidzba ligandov funkciou ich koncentracie a

vizbovej afinity.

Pri metéde nasakovania mdze byt citlivost metddy aproximovana vzfa-
hom jednoduchej rovnovihy, pretoZe koncentracia proteinu v krystali moze byt
vypoclitana a koncentracia ligandu je znamou veli¢inou. Napriklad koncentracia
proteinu s molekulovou hmotnostfou 25.000 (urokindza) v kry§tali sa vypodita
takto: v ortorombickej jednotkovej bunke (vietky uhly si 90°), ktora ma objem
53 x 53 x 82 A’, sii 4 molekuly; s pouZitim Avogadrovho &isla je koncentracia
28 mM. Preto teda vysledkom zmesi zlu¢enin majucej pre kaZzdy ligand kon-
centraciu 6 mM bude vypod&itany limit citlivosti Kd < 1,5 mM (za predpokladu

detekéného limitu okolo 80 %-ného obsadenia kry§talu).

Nasakované zmesi zli&enin tieZ nastoluji otdzku viacnasobného obsa-
dzovania (viac neZ jeden ligand viaZuci sa na sledované centrum). Pre pripad
viacnasobného obsadzovania, kedy sa ligandy viazu do réznych kaps (vid obr.
2) je rozliSenie pomocou CrystaLED™ Tlahké, pretoZe vizba na jednotlivych
centrdch mdZe byt individudlne rozpoznana podla map elektréonovej hustoty.
Pri situdcii, kedy rozdielne ligandy sufaZia o obsadenie toho istého centra, je
mozné na vypolet narokov pre takito vizbu vyuZif jednoduchy model kompe-
titivnej inhibicie. Z empirického pozorovania sa ma za to, ze krystalografia
mdZe rozli§it situidcie, pri ktorych obsadenie jednym inhibitorom je 80 % a
druhym 20 %. Preto teda pomer vizbovej afinity, ktory je via&si ne% Styri, by
rezultoval do zjavného obsadenia len ligandom s vy§Sou afinitou. V opaénom
pripade, kedy pomer vizbovych kon$tant dvoch zlu&enin v zmesi je menej neZ
Styri, bude vysledna elektrénova hustota strednym priemerom dvoch oddele-
nych hustdt a méze byt problematicky identifikovana. Preto bude nutné vyko-
navat d'alSie experimenty nasakovania na rozvinutie zmesi (napr. braf do Gvahy
kazdu zliCeninu v jednotlivych krystaloch individualne) len, ked pomer vizbo-
vych afinit je men3i neZ Styri. Bude to stale rentabilné a G&inné, pretoze to pra-

ve urluje, Ze v zmesi su pritomné najmenej dva Uspe$né zisahy

Zo zli€enin, ktoré sa maji vyhladavat sa vytvaraju kniznice. Na uéely
tejto diskusie s kniznice velké zmesi zlu€enin (100 - 10 000+) a md3u byt ra-

dené vieobecne alebo podla Struktury. Vieobecna kniZnica je zostavena nahod-
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ne, tj. je uplne rdznoroda &o do velkosti, tvaru a funk&nosti. Struktirne radena
kniznica je zamerana na konkrétnu funk&ni zmes alebo vedlaj§ie centra medzi
aktivnymi centrami cielovej molekuly (napr. subor, v ktorom vietky zla&eniny
obsahuju karboxylatovi funkciu ma byt zamerany vo&i pozitivnemu naboju na

aktivnom centre cielovej molekuly).

V preferovanom uskutocneni je jeden z typov siboru rozdeleny do men-
Sich skupin zmesi réznych tvarov. Z toho dévodu je zmes definovana ako pod-
skupina siboru, ktord méZe byt nasiaknuta alebo pestovana s kryStalom. Zmes
je stanovena tak, aby bola réznoroda &o do tvarov pri vizualnom preskimavani
dvojdimenzionalnych chemickych 3truktar alebo pri vypo&tovych programoch.
Réznorodost tvarov v zmesi dovoluje, aby bol viazany ligand identifikovany
priamo z vyslednej mapy elektronovej hustoty (vid obr. 4). To eliminuje potre-
bu d'alSich nasledujicich experimentov na ur&enie, ktora zli&enina zo zmesi je

uspeSnym zasahom (viazana na cielova molekulu).

Ak su testované zluCeniny vo vode rozpustné, mdzu byt na solubiliziciu
zmesi pri kryStalizacii pouzité typické pufre a precipita&né roztoky a nasiak-
nuté do kryStélu. ZluCeniny vo vode menej rozpustné sa rozpistaju individual-
ne vo vhodnom organickom rozpuitadle na kone&ni koncentraciu 2 M. Pri jed-
nom z uskuto&neni sa rozpusti vo 100 % DMSO, uchovéavaji pri 4°C a mieSaju
zmieSanim zasobného DMSO pred expoziciou voii kry§talu. Tieto zmesi budu
slaZit pre va&Sinu krystalickych systémov, v ktorych podmienky na pestovanie
kryStalu nezahrnuji organické reagenty. Typicky sa zlueniny nasakuju do fi-
nalnej, 1 - 10 %-nej koncentracie DMSO a nechavaju sa do ustalenia rovnovéahy
s kryStalickym proteinom po&as vopred uréenej dizky &asu (4 - 24 h). Podla
tohto scenara je kazdy krystal nasakovanou zmesou vystaveny poletnym zlage-
ninaim. Niektoré podmienky rastu kry$talu moéZu zahrnovat vysoku koncentra-
ciu organického rozpustadla (40 - 50 %), ktorym si obvykle derivaty alkoho-
lov. V tomto pripade mdZu byt subory zli&enin na kryitalizaciu rozpustené v
organickom rozpu$tadle, ktoré pri nasakovacom experimente umoznia 40 -50 %
finalnu koncentraciu pre spolurozpus§tadla. Tu by podet zludenin do zmesi pre

nasakovanie mohol vzrastat.
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Po nasiaknuti je kazdy kryStal vystaveny kryoprotektantu, ako je 5 - 20
% glycerol v nasakovanom roztoku, pripevneny do nylénovej sluéky a pod pru-
dom chladného dusika (160 K) umiestneny do rontgenovej jednotky. Studie
krystalu md2u byt uskutoCnené tieZ pri teplote miestnosti alebo za podmienok,
ktoré si pre stabilitu kryStilov nevyhnutné. Na zrychlenie tohto procesného

kroku moze byt pouzité automatické pripeviiovanie a prevodné zariadenie.
ytp p

Krystalografické Gdaje sa zbieraju a spracovavaji, ked kazdej reflexii
(bodu) v difrakénom zazname mdzZe byt priradeny index (h, k, 1) a intenzita je
merana ako Standard v poli. Zdroje rontgenovych laéov mdZu byt laboratorne
generatory X-li€ov alebo synchrotrénové zdroje, ktoré dovoluju snimanie dif-
rak&nych dat s vysokou rychlosfou. Typicky mdZe laboratéorny zber dat na
kryStal zabrat od 30 minat do niekolko hodin, zatial &o pri pouziti synchrot-
rénnych zdrojov mdze byt Cas znizeny. Na zlomky sekund sa zni%i zber dat pre

kryStal aplikaciou schém Laue-ovho snimania tidajov.

Difrak&éné data si potom konvertované na mapy elektronovej hustoty
metédami, s ktorymi s bezni odbornici oboznameni. Mapy elektronovej hus-

toty si 3-D obrazy ligandov a/alebo cielovych biomolekul.

Pre Fo-Fc mapy vypocitanej amplitady Struktirneho faktora (|Fc|), ktoré
su ziskané zo znamej krystalickej Struktiry bez viazaného ligandu, sa odpoéi-
taju od pozorovanych amplitad (|Fo|). Tato mapa teda predstavuje priame odpo-
Citanie Gdajov pochadzajucich zo $truktury nativneho proteinu od dat pocha-
dzajicich z kry§talov nasiaknutych v pritomnosti zmesi zo suboru. Vysledkom
Je mapa elektronovej hustoty, ktora ma pozitivne a negativne piky. Piky rele-
vantné pre CrystaLEAD™ sy tie pozitivne, ktoré si priamym vysledkom vazby
ligandu na sledované miesto v ciefovej molekule - to jest prirastku ligandu do
cielovej biomolekuly. Na obrazku 3 je znizornena Fo-Fc mapa a jasne velky
pozitivny pik na aktivnom centre urokinazy. Tvar piku zodpoveda ligandu 2-
amino-8-hydroxychinolinu. Ligand je znazorneny, ako obsadzuje pozitivny
rozdiel hustoty. Iné pozitivne piky zodpovedaju viazanému sulfatu (oznaéené
S04%) a viazanym molekuldm vody (ozna&ené H,0). Tento typ mapy je tieZ
velmi citlivy na malé $trukturalne zmeny (ozna&ené A), o ak je pouzité v

spojeni s 2Fo-Fc mapami, dovoluje stanovenie podrobnej S$truktury celého
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komplexu ligand-protein. Na vypoéitanie 2Fo-Fc map sa (|Fc|) odpoéita od

2(|Fol). Teraz je mapa pozitivna a ma hustotu pre vietky atomy v molekule.

Prehliadka mapy na obr. 3 ukazuje identitu a Struktaru viazanej zlG&eni-
ny. Najlep3ie je, ked mapy exponovanych kry$talov sii porovnavané s mapami
neexponovanej cielové molekuly, aby sa rozli§ila pozitivna hustota, ktoru je
moZné v Fo-Fc mape najst. Niekedy pri nepritomnosti viazaného ligandu oku-
puju aktivne centrum v kry§tali molekuly vody. Toto sa da rezli§it Pahko, pre-
toZe viazané molekuly vody su &asto orientované podla geometrie konzistent-
nej s vodikovou vizbou, a pretoZe nie su spojené sietou kovalentnych vazieb.
Vysledna mapa teda ma sklon byt nespojita tym, Ze indikuje rozpustadlo skér
neZ organickl zliéeninu. Ak je v Fo-Fc alebo 2Fo-Fc mape stanoveni hustota
reprezentujuca organickd zliceninu, porovniva sa trojrozmerny tvar s tvarom
zlu€enin obsiahnutych v sibore a stotoZnia sa s najlepSie vyhovujucim. Alter-
nativne mdZu tento proces automatizovat programy ako XFIT moduly QUAN-
TA (Molecular Simulations Inc., Quanta Generating and Displaying Molecules,

San Diego: Molecular Simulations Inc., 1997).

Ako sa zlepSuje schopnost merat alebo spracovavat difrakéné intenzity,
nemusi sa nevyhnutne vykonivat porovnavanie na mapach elektronovej husto-
ty. Vidzba sa da detegovat jednoducho porovnivanim difrak&énych zaznamov
exponovanych krystidlov a neexponovanych kryitalov. Vytvorit mapu elektro-
novej hustoty je teda potrebné len vtedy, ak je pri tomto predbeznom skrinin-

govom postupe zaznamenany pripad vizby.

Ako je vy$Sie uvedené, CrystaLEAD™ méze byt aplikovana na akykorl-
vek biomolekularny ciel, pre ktory je moZné ziskat kryStalograficka Struktaru.
Vzhladom na jej Siroku aplikovatelnost je najlep§ie ilustrovana niiie uvede-

nymi prikladmi.

Priklady urokindzy a VanX predstavuji dva scenare pre pouitie Crysta-
LEAD™ y urokinazy maji rekonitruované mikroUK (pUK) krystaly velmi
dobri difrakciu a grupu vysokej priestorovej symetrie. Na rozdiel od toho u
VanX je difrakcia slab§ia a symetria niZ§ia. VanX vyZaduje teda dlh§iu dobu na

snimanie dat. Okrem toho kryitaly urokinazy maji jednu molekulu v asymet-
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rickej jednotke, zatial' o VanX ich ma Sest. Vi&3ia asymetricka jednotka vy-
zaduje snimanie dat s va¢sim rozliSenim a &ini preskimavanie mapy fazsim.
Aviak v pripade VanX neboli zname nesubstratové napodobivé ligandy pred
tymi, ktoré boli objavené pomocou CrystaLEAD™. CrystaLEAD™ teda pos-
kytuje novi nepeptidovi zlu€eninu ako vodidlo, ktoré je moZné uplatnit v
cykle objavovania lie€iv. Pre urokiniazu poskytuje CrystaLEAD™ novi primar-
nu Strukturu. Prihlasovatelia vynalezu boli pri vyuZiti existujucej SAR a krys-
talovych Struktar schopni' rychlo zvySovat G€innost primarnej §truktﬁr); pre na-
vrhnutie derivatu s vy3Sou afinitou, so zlepSenou biovyuZitelnostou nez su

zname ligandy urokinazy.

Tieto priklady vSak ilustruji preferované uskuto&nenie predkladaného
vynalezu a neobmedzuji naroky alebo opis. Normalny odbornik si Pahko uve-
domi, Ze u Specifikovanych uskutoneni mézu byt uskutonené zmeny a modi-
fikacie, bez toho aby do3lo k odchyleniu od rozsahu platnosti a predmetu vy-

nalezu. Koneéne v§etky citacie su tu zahrnuté ako odkaz.

Prehl'ad obrazkov na vvkresoch

Obrazok 1 ilustruje na §truktire zaloZeny navrh lie€iva, kde bola nijdena
vodiaca zlu¢enina a potom vyuZita ako kon$trukcia na nesenie dalfich po-

dielov, ktoré sa hodia do subcentier obklopujtcich hlavné centrum.

Obrazok 2 ilustruje postup viazby fragmentu u biomolekuly, ktord ma dve

alebo viac prilahlych primarnych kaps.

Obrazok 3 je naértom CrystaLEAD™, v ktorom je kry§tal nasiaknuty
roztokom réznych potenciilnych ligandov (1;-1;0), je zobrana suprava dat ront-
genovej difrakcie a transformovana do mapy elektronovej hustoty, ktora sa

skuma na viazbu zlaéenin.

Obrazok 4 ilustruje typicka zmes zluéenin v 2-D a 3-D. 3-D obrazky su

teoretické 2Fo-Fc mapy elektronovej hustoty, ktoré predstavuju "tvar" molekul.

Obrazok 5 je primarna sekvencia 'udskej urokinazy.
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Obrazok 6 ilustruje ako bol detegovany uspeSny zisah a identifikovany
podl'a tvaru potom, ked bola urokiniza nasiaknuta v roztoku obsahujiicom zmes
potencialnych ligandov. Obrazok 6A je pociatoéna Fo-Fc mapa. Obrazok 6B u-
kazuje, ako sa zlienina viaZe na aktivne centrum urokinizy. Obrazok 6C ilu-
struje aktivne centrum bez viazaného ligandu, ked nebola zo zmesi viazani

Ziadna zlGi&enina.

Obrazok 7 ilustruje Uspe§ny zasah u urokinazy nasiaknutej v roztoku ob-
sahujucom zmes potencialnych ligandov. Obrazok 7A je po&iato&na Fo-Fc ma-

pa. Obrazok 7B ukazuje, ako sa zlG&enina viaZe na aktivne centrum urokinazy.

Obrazok 8 ilustruje Gspe$ny zasah u urokinazy nasiaknutej v roztoku ob-
sahujucom zmes potencialnych ligandov. Obrazok 8A je pogiatoéna Fo-Fc ma-

pa. Obréazok 8B ukazuje ako sa zli€enina viaZe na aktivne centrum urokinazy.

Obrazok 9 ilustruje dva dalSie ispe$né zasahy u urokinazy nasiaknutej v
roztoku obsahujicom zmes potencialnych ligandov. Obrizok 9A je Fo-Fc mapa
pre silny ligand zo zmesi. Obrazok 9B je Fo-Fc mapa pre slab$i ligand zo zme-

si. Slabsi ligand bol detegovany aZ po odstraneni silného ligandu zo zmesi.

Obrazok 10 ilustruje komparativne krystilové Struktiry medzi vodiacou
zlageninou najdenou pomocou CrystaLEAD™ a sledovanou optimalizovanou

zla€eninou.
Obrazok 11 ilustruje uspe§né zasahy, ktoré boli identifikované pre VanX.
Obrazok 12 ilustruje uspedny zasah pre urokinazu.
Obrazok 13 ilustruje kry§talova $truktaru zlaéeniny 44 s ErmC.

Obrazok 14 ilustruje kry§talovu §truktiru zluceniny 45 s ErmC.
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Priklady uskuto€nenia vynalezu

Priklad 1
Urokiniza

Urokinaza, serinova protedza, je silne zviazana s niadorovymi bunkami.
Urokinaza aktivuje plazminogén na plazmin, ktory striedavo aktivuje matricu
metaloprotedz. Plazmin a metaloproteazy degraduji extracelularnu matricu a
podnecuju rast nidoru a metastiz. Inhibitory, ktoré si Specificky zacielené na

urokindzu mézu teda slazit ako efektivne antikancerogénne &inidla.

LCudska pre-urokinaza je tvorena 411 aminokyselinami (obrazok 5). Verde
a spol., Proc. Nat'l Acad. Sci., 81(5), 4727-31 (1984); Nagai a spol., Gene,

36(1-2), 183-8 (1985). Ked je aktivovana proteolytickym Stiepenim na pepti-
dovej viazbe Lys'’®- Ile'*’, vytvoria sa z enzymu dva refazce spojené jednodu-
chym disulfidickym mostikom (Cys'*®-Cys?”®). A-retazec (zvySky 1-158) obsa-
huje EGF podobni doménu a kringeldoménu. B-retfazec (zvysky 159-411) ob-
sahuje katalyticka serin protedzovi doménu. Vysledkom dalfej inkubacie uro-
kinazy je d'alSie proteolytické Stiepenie na peptidovej vizbe Lys'3*- Lys'*¢ za
vytvorenia urokinazy s nizkou molekulovou hmotnostou. Krystily tejto enzy-
movej formy v komplexe s kovalentnym inhibitorom Glu-Gly-Arg-

chlormetylketonom boli ziskané podla Spraggona a spol., Strukture, 3, 681-91

(1995) a vykazali difrakciu pri 2,5 A, rezoliciu na vysokoenergetickom syn-
chrotréonovom zdroji Avsak zla kvalita difrakcie tychto krystalov spolu s pri-
tomnostou kovalentne viazaného inhibitoru &ini aplikiciu CrystaLEAD™

problematickou.

Preparéacia a Struktura pUK krystalu

Na realizaciu CrystaLEAD™ bola Tudska urokinaza prepracovana, aby
obsahovala len zvy§ky 159-404 z B retfazca, kde Asn*°? bol zameneny za glu-

tamin, aby sa odstranilo glykozylované miesto a Cys®’® bol nahradeny alani-
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nom, aby sa odstranila volna sulfhydrylova skupina. Tato forma urokinazy
(WUK) sa ukazala plne aktivna a bolo zistené, ze krystalizuje v krystalickej
forme kompatibilnej s CrystaLEAD™, (Vid tiez U. S. Patent &. 5,112,755, vy-
dany 12. maja 1992 pre Heynekera a spol.)

Preparacia vektorového konstruktu pBC-LMW-UK-Ala.I,279

Mutanty l'udskej UK boli klonované vo vektore dicistronickej bakterial-
nej expresie pPBCFK12. Pilot-Matias a spol., Gene, 128 219-25 (1993). Na ge-
nerovanie réznych UK mutantov pomocou PCR boli pouZité nasledujace oligo-

nukleotidy:

SEQ. ID &. SEKVENCIA PCR PRIMERU

1 5'-ATTAATGTCGACTAAGGAGGTGATCTAATGTTAAAATTTCAGTGTGGCCAA-3'

2 5-ATTAATAAGCTTTCAGAGGGCCAGGCCATTCTCTTCCTTGGTGTGACTCCTGATCCA-3'
3 5-ATTAATTGCGCAGCCATCCCGGACTATACAGACCATCGCCCTGCCCT-3'

Poc&iatocné klonovanie UK s nizkou molekularnou hmotnostou, v nasle-
dujicom ozna&ované LMW-UK (L'**-L*'") bolo uskuto&nené s pouzitim Fudske;j
UK cDNA ako templatu a SEQ. ID ¢. 1 a 2 ako primérov v §tandardnej PCR re-
akcii. Pomocou PCR rozmnozena DNA bola vygistend na gély a digerovana s
restrik&€nymi enzymami Sall a HindIIl. Digerovany produkt bol potom spojeny s
pBCFK12 vektorom predtym skratenym tymi istymi dvoma enzymami, aby sa
generoval exprimujiuci vektor pBC-LMW-UK. Vektor bol transformovany v
DH5a bunkach (Life Technologies, Gaithersburg, MD) a sekvencia bola potvr-
dena DNA sekvenovanim. Produkcia LMW-UK v baktérii bola analyzovana
SDS-PAGE a zymografiou, Granelli-Piperno a spol., J. Exp. Med., 148 223-34
(1978), ktora meria aktivaciu plazminogénu s UK, 2¢ LMW-UK bola v E. coli

exprimovana, a ze bola aktivna pri zymografickom teste bolo demonstrované

gélom odfarbenym Brilantnou modrou G.
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Uspech rychlej expresie a detekcie LMW-UK v E. coli umoznil vykona-
vat analyzu mutagenézy UK s ciefom uréit jej minimalne funk&né Struktary.
Jeden mutant so zamenou Cys®”’ za Ala?”
SEKV. €. 2 a 3. PCR produkt bol skrateny s Avill a Hind III a pouzity na na-
hradenie Avill a Hind III fragmentu v pBC-LMW-UK konstrukte. Vysledny

pBC-LMW-UK-Ala*"® konstrukt bol exprimovany v E. coli a produkt preukizal,

bol pripraveny pomocou PCR so

Ze je pri zymografii aktivny.

Klonovanie a expresia pUK [UK(1'*?-K*°*)A?7°Q%°?] v Bakuloviruse

wUK (UK aminokyseliny Ile'**-Lys*®*, ktoré obsahuju Ala?’°GIn*°?) bola

generovand pomocou PCR s nasledujicimi oligonukleotidovymi primérmi:

SEQ. ID &. SEKVENCIA PCR PRIMERU

4 5'-ATTAATCAGCTCCGGATAGAGATAGTCGGTAGACTGCTCTTTT-3'

5 5-ATTAATCAGCTGAAAATGACTGTTGTGA-3'

6 5-ATTAATGTCGACTAAGGAGGTGATCTAATGTTAAAATTTCAGTGTGGCCAA-3'
7 5-ATTAATGCTAGCCTCGAGCCACCATGAGAGCCCTGCT-3'

8 S'-“ATTAATGCTAGCCTCGAGTCACTTGTTGTGACTGCGGATCCA-3'

9 5-GGTGGTGAATTCTCCCCAATAATGCCTTTGGAGTCGCTCACGA-3'

Na mutéiciu jediného glykozylovaného miesta (Asn®*°?) v UK boli v dvoch
PCR reakciach s pBC-LMW-UK-Ala?"’ ako templatmi pouZité oligonukleotido-
vé priméry SEQ. ID €. 4 a 6 a SEQ. ID &. 5 a 8. Dva PCR produkty boli skrate-
né reStrink&nym enzymom Pvu II, zviazané s T4 DNA ligazou a pouzité ako
templaty na generovanie LMW-UK-A?"°-Q%%?, Medzi tym bola hlavna sekvencia
'3% pomocou PCR so SEQ.IDE. 7 a9 s po-
uzitim nativnej UK cDNA ako templatu.

nativnej UK napojena priamo na Ile

Tento PCR produkt bol pouzity ako primér spolu so SEQ. ID &. 8 v novej
reakcii s LMW-UK- A?’-Q’°? DNA ako templat na generovanie pUK cDNA



19

MUK bola skratena pomocou Nhe | a napojena na vektor transferu bakulovirusu
pJVP10z skrateny tym istym enzymom. Vialard a spol.. J. virology. 64(1), 37-
50 (1990). Vysledny konStrukt pJVP10z-pUK bol potvrdeny $tandardnymi DNA

sekvenénymi technikami.

KonStrukt pJVP10z-pUK bol transferovany do Sf9 buniek kalcium fos-
fatovou precipitaénou metédou s pouzitim BaculoGold sipravy od PharMingen
(San Diego CA). U&inna pUK aktivita bola zistovana v kultivanom médiu.
Jednotlivy rekombinantny virus bol zbaveny ne&ist6t §tandardnymi metédami a

bola vytvorena velka zasoba virusu.

Expresia pUK vo velkom meritku bola realizovana v inom rade hmyzich
buniek, High-Five bunkach (Invitrogen, Carlsbad, Ca) v suspenzii pestovanej v
Excel 405 sére bez média (JRH Biosciences, LeneXa, KS) v 2 | banke a trepa-
nej pri 80 ot/min, 28°C. High-Five bunky boli vypestované na 2 x 10° bu-
niek/ml, pri 0,1 multiplicite infekcie bol pridany rekombinantny pUK virus a v
kultivacii sa 3 dni pokratovalo. Supernatant kultiry bol zhromaZdeny ako vy-
chodiskovy material na &istenie. Aktivita pUK v supernatante z kultivicie bola
stanovena amidolyzou chromogénneho UK substratu S2444, ktorého bolo 6 - 10

mg/litr. Claeson a spol., Haemostasis, 7, 76 (1978).

Expresia pUK v Pichia pastoris

Na expresiu pUK bol pouZity expresivny vektor so syntetickou vodiacou
sekvenciou. Expresivny vektor Pichia pHil-D8 bol konitruovany modifikaciou
vektoru pHil-D2 (Invitrogén) tak, aby obsahoval vedicu sekvenciu pre sekréciu
rekombinantného proteinu. Vodiaca sekvencia 5'-ATGTTCTCTCCAATTTTGT
CCTTGGAAATTATTTTAGCTTTGGCTACTTTGCAATCTGTCTTCGCTCAGC
CAGTTATCTGCACTACCGTTGGTTCCGCTGCCGAGGGATCC-3' (SEQ.

ID €. 10) koduje signal sekrécie PHO1 (znazornené jednoduchym podc¢iarnutim)

operativne napojeny na pre-peptidovii sekvenciu (znazornené tuénymi pisme-
nami) pre KEX2 §tiepenie Na vystavbu pHil-D8 bola vykonana PCR s pouZzitim

pHil-S1 (Invitrogén) ako templatu vzhladom na to, e tento vektor obsahuje
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sekvenciu kédujucu PHOI, predny primér (SEQ. ID &. 11) zodpovedajuci nuk-
leotidom 509-530 z pHil-S1 a reverzny primér (SEQ. ID &. 12) majuci nukleo-
tidovi sekvenciu, ktord kéduje druhi &ast’ signalu sekrécie PHO1 (nukleotidy
45-66 zo SEQ. ID &. 10) a pre-peptidovi sekvenciu (nukleotidy 67-108 zo SEQ.
ID &. 10). Sekvencie primérov (ziskanych od Operon Technologies, Inc., Ala-

meda Ca) boli nasledujuce:

SEQ. ID &. SEKVENCIA PCR PRIMERU
11 5'- GAAACTTCCAAAAGTCGCCATA-3'
12 5'-ATTAATGAATTCCTCGAGCGGTCCGGGATCCCTCGGCAGCGGAACC

AACGGTAGTGCAGATAACTGGCTGAGCGAAGACGATTGCAAAGTA-3'

RozmnoZenie bolo uskutofnené za §tandardnych PCR podmienok. PCR
produkt (priblizne 500 bp) bol vy&isteny na gély, skrateny pomocou Blpl a E-
coRI a po napojeni na pHil-D2 skrateny tymi istymi enzymami. DNA bola
transformovana v bunkach E. coli HB101 a pozitivne klony boli identifikované
digesciou s reStrikénym enzymom a sekven&nou analyzou. Jeden klon, ktory

mal spravnu sekvenciu bol oznaéeny ako pHil-D8.

Nasledujice dva oligonukleotidové priméry boli potom pouzité na roz-

mnozenie pUK na klonovanie na pHil-DS8.

SEQ. 1D &. SEKVENCIA PCR PRIMERU
13 5'- ATTAATGGATCCTTGGACAAGAGGATTATTGGGGGAGAATTCACCA-3'
14 5'-ATTAATCTCGAGCGGTCCGTCACTTGGTGTGACTGCGAATCCAGGGT -3'

PCR produkt bol ziskany so SEQ. ID. & 13 a 14 s pouZitim pJVP10z-
nUK ako templatu. Rozmnozeny produkt bol skrateny s BamHI a Xhol a po
pripojeni na pHil-D8 skrateny tymi istymi dvoma enzymami. Vznikajici plaz-
mid, pHilD8-uUK bol potvrdeny DNA sekvenovanim a pouZity na transforma-
ciu Pichia retazca GS115 (Invitrogén) podfa in§trukcii dodavatela. Transfor-
mované Pichia kolénie boli podrobené skriningu na expresiu pUK pestovanim v

BMGY médiu a expresii v BMMY médiu ako je opisované dodavatelom (Invit-
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rogén). Aktivita pUK bola merani s chromogénnym substratom S2444. Uroveii
expresie WUK v Pichia v rozmedzi 30 - 60 mg/l bola vy§§ia nez bolo vidietf u

buniek bakulovirusu-High Five.

Cistenie pUK

Supernatant z kultiry buniek bud High Five alebo Pichia bol zhromazde-
ny do 20 | kontajneru. Boli pridané inhibitory proteazy, jodacetamid, benzami-
din a EDTA do finalnej koncentracie okolo 10 mM, 5 mM, respektive 1 mM.
Potom bol supernatant patkrat zriedeny pridanim 5 mM Hepes pufru pH 7,5 a
pretlaceny filtraénymi membranami 1,2 p a 0,2 p. pUK bol zachyteny na mem-
branovom adsorbéry Sartorius S 100 (Sartorius, Edgewood, NY) priechodom
membranou rychlostou toku 50-100 ml/min. Po extenzivhom premyvani s 10
mM Hepes pufru pH 7,5, 10 mM jédacetamidu, 5 mM benzamidinu, 1| mM ED-
TA bol pUK vymyvany z S 100 membrany roztokom s postupne stiupajicim
NaCl (20 mM az 500mM, 200 ml) v 10 mM Hepes pufru pH 7,5, 10 mM jdda-
cetamidu, 5 mM benzamidinu, 1 mM EDTA. Eluat (~100 ml) bol desatkrat
zriedeny do 10 mM Hepes pufru obsahujiceho inhibitory a naplneny na kolénu
S20 (BioRad, hercules, CA). pUK bol vymyvany roztokom dvadsatnasobného
objemu kolony s postupne stupajucim NaCl (20 mM az 500mM, 200 ml). V puf-
roch pouzitych na eluovanie neboli Ziadne inhibitory. Eluat bol potom pétkrat
zriedeny 10 mM Hepes pufru pH 7,5 a nasadeny na heparin-agar6zovu kolénu
(Sigma).uUK bol vymyvany roztokom s postupne stipajucim NaCl od 10 mM
do 250 mM. Eluat pUK (~50 ml) z heparinovej kolony bol aplikovany na ben-
zamidin-agarézovu kolonu (40 ml) (Sigma, St. Louis. MO), ekvilibrovany s 10
ml Hepes pufru pH 7,5, 200 ml NaCl. Kolona bola potom premyta ekvilibraé-
nym pufrom a eluovana 50mM AcONa, pH 4,5, 500 mM NaCl. Eluat pUK (~30
ml) bol ultrafiltraciou koncentrovany na 4 ml a aplikovany na koldénu so Sep-
hadexom G-75 (2,5 x 48 cm; Pharmacia® Biotech, Uppsala, Sweden) ekvilibro-
vani s 20 mM AcONa, pH 4,5, 100 mM NaCl. Jediny hlavny pik obsahujuci
nUK bol zhromazdeny a lyofilizovany ako kone&ny produkt. Vy&isteny material

sa pri SDS-PAGE javil ako jediny hlavny pas
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Vysoka kvalita pUK krystalov ulah¢ila uréenie ich apo-trojdimezionélne;
Struktary rontgenovou kry§talografiou s rozlisenim 1,02 A. Krystaly boli ziska-
né metddou parnej difuzie visiacej kvapky. Typické roztoky v banke pozosta-
vali z 0,15 M LiSO4. 20 % polyetylénglykolu mol. hm. 4000 a sukcinatového
pufru pH 4,8-6,0. Na prizku vietka boli 2 pl roztoku z banky zmie$ané s 2 pl
roztoku proteinu a vieCko bolo tesne uzavreté nad bankou. Kry$talizacia pre-
biehala poilias 24 hodin pri priblizne 18 — 24 °C. Roztok’ proteinu obsahoval 6
mg/ml (0,214 mM) pUK v 10 mM citratu pH 4,0, 3 mM p-karbetoxyfenyl ester-
chloridu kyseliny g-aminokaprénovej (inhibitor) s 1 % DMSO ko-solventu. O
inhibitore pouZivanom pri ko-kry§talizacii sa vie, Ze acyluje aktivne centrum
serinu 195 a nisledne je enzymaticky deacylovany, pretoZze 3-D réntgenova
Struktara kryStilov pestovanych v pritomnosti tejto zli&eniny nevykazuje na
aktivnom centre enzymu zostavajici inhibitor. Menegatti a spol., J. Enzyme In-
hibition, 2, 249-59 (1989). Jedina pritomna hustota je ta, ktora patri viazanym
molekulam rozpustadla. Vzhl'adom na to, Ze pnUK nechce krystalizovat v ne-
pritomnosti inhibitora, ma sa za to, Ze podstatou kry§talizicie je komplex me-
tastabilny inhibitor : UK. Je ddlezité, Ze vysledné pUK krystaly su zlozené z
enzymu, ktory ma prazdne aktivne centrum, ktoré je idedlnym pripadom na im-

plementaciu CrystaLEAD™.

Krystaly ziskané v tychto podmienkach patria do priestorovej grupy
P2,2,2, s rozmermi bunkovej jednotky a = 55,16 A, b=53,00 A, c = 82,30 A a
a =B =y =90° Difrakcii podliehaji nad 1,5 A na zdroji s rota&nou anédou.
Dalej bola siprava nativnych dat pri rozlieni 1,0 A odobratia na Cornellovom
vysokoenergetickom synchrotrénnom zdroji v Ithace, New York. Krys$talova
Struktira bola stanovena metédou molekularnej zameny s pouZitim programu
AMORE, Navaza, J. Acta Cryst., A50 : 157-163 (1994), so §truktirou urokina-

zy s nizkym rozlifenim ako vyhladavacou sondou. Spraggon a spol., Structure
3, 681-691 (1995); PDB vstup ILMW Struktira bola zdokonalena s pouZitim
programového siboru XPLOR. A. Brunger, X-PLOR (version 2 1) Manual, Yale
University, New Haven CT (1990).
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Skrining pre slabé bazy

nUK bol podrobeny skriningu proti Strukturne zaradenej v kniZnici, aby
bol najdeny primarny skelet, ktory by mal priaznivé farmakokinetické vlast-
nosti. PretoZe aktivne centrum urokinazy je zloZzené z jednej kapsy, ktora obsa-
huje volni karboxylatovi skupinu vo forme asparagovej kyseliny (Asp'®),
viacSina bezne znamych S$truktir je silne bazicka a obsahuje amidinové alebo
guanidinové podiely.” Bolo zistené, Ze zisadita skupina je spojeni vodikovou
vizbou ako sol s Asp'®®. To méze farmakologicky predstavovat problém
vzhladom na to, Ze je zname, Ze silné zasady zniZuju oralnu biovyuZitelnost.
Bol teda zvoleny subor obsahujlci slabo zasadité zluCeniny, o ktorych nebolo

pred tym zname, Ze by sa na urokinazu viazali.

Do kniZnice dostupnych chemikalii (ACD) bol umiesteny subor slabych
baz obsahujuci 61 zlGEenin s pKa medzi okolo 1 a 9. KniZnica bola §pecifiko-
vana do 9 zmesi s asi 6 aZ 7 tvarovo rozdielnymi zla¢eninami, ako bolo uréené
vizualnym preskimanim dvojdimeziondlnej chemickej Struktiry. Zmesi zlice-
nin boli podrobené skriningu vy$Sie opisanym sp6sobom. Konkrétne bola kazda
zla€enina rozpustend v 100%-nom DMSO na koneénd koncentraciu okolo 2 M
(alebo do nasytenia pri menej rozpustnych). Rovnaké objemy kaZdej z 6 alebo 7
zlu€enin obsahujucich zmes boli zmieSané na kone&nd 0,33 M koncentraciu in-
dividualnej zlu€eniny. Jednotlivé pUK kry3Staly boli umiestnené do 50 ml 27%-
ného PEG4000, 15,6 mM sukcinatu pH 5,4, 0,17 M LiSO4 a bolo pridanych 0,5
- 0,8 ml zmesi zlu€enin, aby vznikla 1 az 1,6 %-na DMSO a 3,3 az 5,2 mM ko-
neéna koncentracia zlu€eniny. Za tychto podmienok je moZné o&akavat, Ze cit-
livost experimentu je detekcia ligandov Kd < 1,0 mM. Krystaly sa nechali ek-

vilibrovat okolo 8 - 24 h.

Udaje boli snimané na Rigaku RTP 300 RC rotujucom anédovom zdroji s
RAXISII alebo MAR platiiovym detektorom zobrazenia. Typické Gdaje spodi-
vaju na 40 - 50 2° oscilaciach s 2 - 5 min expoziciami. Typické tdaje boli z 70
- 90 % kompletné pri rezolacii 2,0 - 3,0 A so z 13 - 26 % spojenymi R-
faktormi. Z toho dévodu kvalita dat sa pohybuje od dobrej do zlej vd'aka rych-
lemu zapisu zberu dat. AvSak tato kvalita dat sa ukazala byt adekvatna na de-

tekciu ligandov najma vdaka vysokej kvalite vychodiskového modelu, ktory
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bol zdokonaleny na rozli§enie 1,5 A (R = 20,7 %, Ruorne = 25.3 %). Data boli
spracované programovym suborom DENZO, Otwinowski a spol., Methods in
Enzymology, 276 (1996) a mapa elektronovej hustoty bola spofitana progra-
mom XPLOR.

Mapa elektronovej hustoty bola preskimana na zariadeni Silicon Grap-
hics INDIGO2 s pouzitim programového siboru QUANTA 97 (Molecular Si-
mulations Inc., Quanta Generating and Displaying Molecules, San Diego: Mo-
lecular Simulations Inc., 1997). Tvar hustoty na aktivhom centre bol opticky i-
dentifikovany ako vysledok plynici z jednej (alebo viacerych) zli¢enin v zmesi
a indikujuci pozitivny zasah, alebo z usporiadania molekul vody indikujiceho
absenciu vdzby. Na experimentoch, ktorych vysledkom bol pozitivny zasah,
bola vhodné zlu€enina opticky presunuta do elektronovej hustoty. Mapy elek-
tronovej hustoty boli tieZ skimané pre akékol'vek zmeny v §truktire proteinu a
pokial boli pozorované, boli uéinené vhodné modifikacie. Po stupni preskiuma-
nia mapy zludeniny bola teda poznana trojrozmerna Struktira komplexu zluce-
nina: protein. Priklad s urokinazou vyuZival opticky posun zla€eniny do hus-
toty, pretoZe skrining bol eSte v malom meritku. Ak sa skrining zlu€enin roz§iri
do vicSieho rozsahu, ul'ah&i automatické priradenie zliceniny do hustoty ko-

meréné programy ako je XFIT modul QUANTA.
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Obrazok 6 ukazuje priklad pozitivneho zisahu, zlugeniny podrobené
skriningu su olislované 1 aZ 6 a Fo-Fc mapa elektronovej hustoty na aktivnom
centre je uvedena na obrizku 6A. Tvar hustoty identifikuje ligand ako zlu&eni-
nu 5. Obrazok 6B ukazuje detailny spdsob vizby zli&eniny v priméarnej §peci-
fickej kapse ako sa ziskal priamo interpretaciou CrystaLEAD™ mapy elektré-
novej hustoty. Vodik aminového dusika sa viaZze s karboxylom Asp'® a vodik
pyrimidylového dusika sa viaze s karbonylom hlavného refazca (Gly?*'®).

Struktira ukazuje tieZ, Ze ideilne miesto pre modifikaciu bude na pyridylovom

metyle.
0)
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364-13-6
13

Ina zmes zlu&enin (zlieniny 7 aZ 13) nevykazala Ziadny Gspe$ny zasah.
Vysledna mapa elektronovej hustoty po nasiaknuti tejto skupiny neodpovedala
niektorej z testovanych zligenin v tejto zmesi. Miesto toho zodpovedaju viaza-

nym molekulam rozpu§tadla. Vid obrazok 6C.
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Obrazok 7 ukazuje iny priklad pozitivneho zasahu. Zo siedmich zla&enin
podrobenych skriningu (14 - 20), Fo-Fc mapa uvedena na obrazku 7A indikuje,
Ze je viazana zlu&enina 19. Spdsob vizby vyobrazeny na obrazku 7B indikuje,
Ze sa 2-amino s vodikovou vizbou viaze s Asp189 vedlaj§im refazcom, a Ze 8-
hydroxyl je idealnou polohou na substiticiu vzhladom na spristupnenie pri-
lahlej hydrofobnej vedrajsej kapsy (v obrazku 7B oznaéena ako S1B). Obrazok
8 predstavuje i my zasah, kedy bolo zistené, %e zlu&enina 22, 5 aminoindol, (ob-
razok 8A) sa viaZe na urokinazu vodikovou vizbou ammoskupmy s Aspl89
(obrazok 8B). Zlu&eniny, ktoré boli podrobené skriningu boli zluéeniny 21 -
27.
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21 22 23
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24 25 26

0,

-
atalb
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Obréazok 9 ukazuje priklad, kedy bolo zistené, Ze sa z tej istej zmesi (zli-
¢eniny 28 - 34) viazu dve zlu€eniny bez problémov viacniasobného zaberania
priestoru. Pri pofiatoénom experimente, kedy bol kry$tal nasakovany v pritom-
nosti celej zmesi zlG&enin, bolo zistené, Ze sa viaze zlu&enina 28 (obrazok 9A).
Okrem toho, ked' bola slab$ie sa viaZuca zluéenina 31 nasakovana individualne
(na zaklade pred tym, pomocou CrysaLEAD™ stanovenych suvislosti $truktir-
nej aktivity), bolo tieZ zistené, Ze sa viaze (obrazok 9B). Pokial sa to ziada, pri
typickejSej aplikacii metéldy, aby sa detegoval slab$i ligand zo zmesi, b‘y sa set

zlu€enin nasakovala znovu bez pritomnosti pevnejfie sa viazuceho ligandu.

580-22-3 329-89-5 132321
28 29 30
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Tabulka 1 zahrnuje inhibiné konstanty pre kaidy uspe$ny zasah pri
CrystaLEAD"™ ako bolo stanovené chromogénnou aktivitou pyroGlu-Gly-Artg-
pNA/HCI (S-2444, Chromogenix) Analyzy boli uskuto&nené ako pri pH 6,5
(0.1 M NaPO.) tak pri pH 7.4 (50 mM Tris) Daliie podmienky experimentu
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boli 150 mM NaCl, 0,5 % detergentu Pluronic F-68, 200 mM S-2444 s koneg-

nou koncentraciou 2,5 %. Bolo stanovené, ze Km substrat je 55 pM.

Tabulka 1

Inhibi&né konstanty a pKa pre zasahy detegované pomocou CrysaLEAD™

Ki Ki
Zlucenina (CAS ¢.) (pH 6,5) (pH 7,4) pKa
5 (42753-71-9) >>500 M >>500 uM 6,0°
19(70125-16-5) 56 UM 137 uM 7,3
22(65795-92-8) 200 uM >500 uM 6,0’
28(580-22-3) 71 uM 136 uM 7,3
31(1603-41-4) >>500 pM >>500 uM 7,0°

e znali odhadované pKa

Na zaklade aktivity a Struktirnej informécie bola zli&enina 19 zvolena
ako zluCenina vodidlo. KryS§talografickd informicia udiava, Ze substitacia v
polohe 8 bude pripastat pristup k prilahlej hydrofébnej kapse (S1B), a teda
mat za nasledok zvySenie ulinnosti. Na zaklade informacie o krystalografii a
vézbe zo série zaloZenej na amidine bola syntetizovana zlG&enina 35 (8-
aminopyrimidinylovy analog zla&eniny 19). Vysledkom tejto modifikacie bol a-
si dvestonasobny vzrast vizbovej sily pri pH 6,5 (Ki pH 7,4 = 2,5 uM, Ki pH
6,5 = 0,32 uM). Experiment ukazuje, Ze CrystaLEADTM mdze poskytovat i
hlavni zakladni kon3trukciu aj podrobni informaciu o $trukture potrebnu na
to, aby tato konStrukcia bola s vyuZzitim na $truktire zaloZeného dizajnu spra-

covana na Gcinnej$iu zluceninu
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Na obrazku 10 je uvedeny prekryv kryS$talickej zli€eniny 35 : urokinaza
a materskej zla€eniny 19. Prekryv ukazuje, Ze kruh aminopyridinu je viazany
do vedlajsej kapsy (S1B) ako bolo predpovedané, a ze vysledkom tejto substi-

ticie je posunutie chinolinového kruhu k tomuto miestu.

Zlicenina 35, 8-aminopyrimidyl-2-aminochinolin, bola testovana tiez na

oralnu biovyuZitelnost. U zludeniny 35 bolo stanovené, Ze je u krys z 30 - 40

% oralne biovyuZiteIna, ked je podiavana v davke 10 mg/kg. Vysledkom uspes-

nej implementicie CrysaLEAD™ je teda nova hlavna konstrukcia, ktora v jedi-
nom cykle na Struktire zaloZeného dizajnu poskytla zlu&eninu majicu dvesto-

nasobny vzrast u€innosti a bolo o nej zistené, Ze je oralne biovyuZitelna.

Priklad 2

VanX

Vankomycin je lie€ivo, ktoré sa voli pri infekciach spdsobenych strepto-
kokovymi alebo stafylokokovymi bakteridlnymi kmeiimi, ktoré su rezistentné
voii B-laktdmovym antibiotikam. AvSak i u tohto liediva poslednej zachrany
boli teraz zistené kmene baktérii rezistentnych vo&i vankomycinu. Niektori ba-
datelia spojovali rezistenciu vo&i vankomycinu s metaloproteinizou VanX.
VanX je suCastou kaskady, ktora vznika pri nahrade terminialneho D-Ala-D-Ala
podielu bakteridlneho peptidoglykanového refazca (vizbové miesto pre vanko-
mycin) za D-Ala-D-laktat Vysledkom toho je tisicnasobny pokles vizby van-
komycinu. Jedinymi zndmymi inhibitormi VanX sa peptidy alebo peptidové de-
rivaty ako fosfonatové alebo fosfinatové analégy D-Ala-D-Ala substratu. Ako
také nie si vhodnymi lie€ivami, pretoZe su in vivo metabolizované a/alebo de-
gradované. Pocliatoéné pokusy néjst vhodné lieéiva normalnymi skriningovymi
metodami neodhalili vhodny ligand. Autori prihlagky sa kvéli najdeniu nepep-
tidovej vodiacej zluZeniny na vyvoj liediva proti pdsobeniu tychto rezisten-

tnych kmefiov, postupne obratili na CrystaLEAD™,
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Preparacia VanX

E. coli W3110 obsahujica plazmid pGW1, kde je vanX gén pod kontrolou
IPTG-stimulovatel'ného tac prométoru, bola pestovana pri 37°C v LB médiu
obsahujucom ampicilin (100 ug/ml) do absorbancie asi 1,3 - 1,5 pri 595 nm.
Potom bo'l pridany IPTG do kone&nej koncentracie 0,8 an a bunky boli pesto-

vané d’'al§iu 1,5 h.

Bunky boli zbierané 10 min centrifugovanim pri 6000 ot/min. Potom boli
pelety resuspendované v l'adovo chladnom 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) obsahuji-
com 0,01 % NaN;, 1 mM MgCl;, | mM PMSF, 1 mM DTT (pufer A) a 25 jed-
notiek/ml benzonizy (Nicomed Pharma, Copenhagen, Denmark). Bunky boli ly-
zované pridanim keramickych peral z oxidu zirkonigitého velkosti 0,1 mikréonu
ku zmesi lyzatu (objemy 1:1) v ultrazvukovom perlovom mlyne Bead Beater
(Biospec) potas 1 — 3 minut. Mlyn Bead Beater pracoval v F'adom obloZenom
rezervoary, aby lyzat zostdval chladny. Potom bol lyzat dekantovany od usade-
nych sklenenych peral. Na to boli perly preplachnuté 1 - 2 objemami pufru pre
Iyzu a kvapaliny po preplachnuti boli spojené s pédvodnym lyzatom. Lyzat bol
30 minat centrifugovany pri 25 000 g, aby sa usadilo rozruené tkanivo buniek.
Supernatant bol cez noc dialyzovany pri 4°C v 50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 1 mM
EDTA a | mM DTT (pufer B).

Potom bol dialyzovany lyzat nasadeny na Q-sefar6zova kolénu s rychlym
tokom, predtym ekvilibrovani pufrom A rychlostou milimetre za minutu. Ko-
I6na bola dokladne premyta pufrom A a nasledne s postupnym linearnym stupa-
nim pufru B k pufru B + 0,5 M NaCl. Aktivne VanX frakcie z tohto kroku boli
spojené, koncentrované a potom boli v pufri B aplikované na kolénu obsahuji-
cu Superose-75. VanX frakcie po priebehu kolonou so Superose boli potom v
pufri A s rychlostou toku 2 ml/min aplikované na kolénu obsahujicu Zdroj-Q.
Koléna bola premyta pociato&nym pufrom niekolkymi objemami kolony. Potom
bol vymyty VanX protein s miernym postupnym stupanim pufru A k pufru A +
25 mM NaCl. Aktivna VanX frakcia z tohto finalneho kroku bola filtrami Ami-

con koncentrovana na koneéni koncentraciu okolo 15 mg/ml v pufri A. Pokial
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nie je uvedené inak, prebiahala predchiddzajuca procedura pri 4°C, ako vygiste-

ny mal VanX protein pribliZne 95 %-nu &istotu a 'ahko kry3talizoval.

Krystalova S§truktara VanX

KryStédlova Struktira VanX bola stanovena pri rozliSeni 2,2 A niekolko-

nasobnou izomorfnou zamenou. Bussiere a spol., Molecular Cell, 2, 75 - 84

(1998). VysSie ziskany rekombinantny protein kry§talizoval metédou parnej di-
fuzie sediacej kvapky v priestorovej grupe P2,. Typické kry§taly mali rozmery
bunkovej jednotky a = 83,4 A, b=455A c=171,4 A, a =y =90° B = 104°
so Siestimi molekulami v asymetrickej jednotke. Typické roztoky v banke po-
zostavali z 0,1 M Mes pH 6,4, 0,24 M siranu amoénneho a 20 % PMME 5000.
Na mikromostiku pre sediacu kvapku (Hampton USA) boli 2 ml proteinu zmie-
Sané s 2 ml roztoku z banky roztoku a komdrka bola vietkom tesne uzavreta.
KryS3talizacia prebiehala pri 18°C a krystaly vyrastli do Gplnej velkosti pribliz-
ne za 2 - 3 dni. Roztok proteinu obsahoval 12 - 15 mg/ml (0,5 - 0,6 mM) VanX
v 10 mM Tris, 15 mM DTT, pH 7,2. 3-D Struktira pre kry§taly vypestované za
tychto podmienok vykazuje prazdné aktivne centrum, &o &ini tento systém vy-

soko vhodny na aplikovanie CrystaLEAD™.

Aktivne centrum VanX ma roz§irend kapsu schopni prispdsobit sa D-
Ala-D-Ala substratu. Kapsa obsahuje tieZ katalyticky zinok. VanX bol teda pre
tento pripad podrobeny najprv skriningu voéi siborom zamarenym na zinok, a-
by boli najdené viacpoCetné vazbové konstrukcie, ktoré by mohli byf zlu&ené
do jedinej vodiacej zlu&eniny. Skriningu boli podrobené tri na zinok zamerané
subory pouZivajuce podiely aminokyselin, tiolov, hydroxamovych kyselin alebo

karboxylatov.

Skrining

KniZnica aminokyselin pozostava z 102 zluenin opticky &istych, ko-

meréne dostupnych, prirodnych aj v prirode sa nevyskytujucich aminokyselin.
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KniZnica bola roz¢lenena do 12 zmesi 8-10 tvarovo rozdielnych zli&enin a po-
drobena skriningu vy$§ie opisanou metodou. Konkrétne kazda zludenina bola
rozpustend v 100 %-nom DMSO na finalnu koncentraciu 2 M (alebo do nasyte-
nia u menej rozpustnych). Rovnaké objemy kaZdej zli€eniny z kazdej zmesi
boli zmie§ané na kone€nu individualnu koncentraciu 0,33 M. Jednotlivé VanX
kryStaly boli umiestnené do 50 ml 0,1 M Mes pH 6,4, 0,24 M siranu aménneho,
20 % PMME 5000 a bolo pndanych 0,5-0,8 ml zmesi zla€enin tak, Ze sa pre
jednotliva zld&eninu ziskala kone&na koncentracia 1 az 1 ,6 % DMSO a 3 ,3 az
5,2 mM. KryS$taly sa ponechali 3 - 4 h ekvilibrovat. Subory tiolov, hydroxamo-
vych kyselin a karboxylatov boli pripravené a podrobené skriningu podobnym

sposobom.

Data boli snimané na Rigaku RTP 300 RC rotujucom anédovom zdroji s
RAXISII, MAR doskovym detektorom zobrazenia alebo MAR CCD detektorom.
Pre systémy s doskovym zobrazenim spocivaju typické data na 90 1,25° oscila-
ciach s 15 min expoziciami. Typické data boli z >90 % kompletné pri rezolucii
2,6 -2,8 A z10-20 % spojenymi R-faktormi. Bolo potrebné, aby sa adekvatne
zobrazili a identifikovali inhibitormi v Fo-Fc alebo 2Fo-Fc mapach. Pre tieto
mapy bol po&iatoény model zdokonaleny pri rozlifeni 2,1 A (R = 25%, Ryorne =
28%). Data boli spracované programovym suborom DENZO a mapa elektréno-
vej hustoty bola spofitana programom XPLOR. V pritomnosti zlaéenin z kar-
boxylatového suboru sa ukazalo, Ze sa priestorova grupa P2, posunula do C; (a
=170,6 A, b =47,5 A, c = 83,6 A, a=y=90°, B=104°). Pre tuto formu obsaho-
vala asymetricka jednotka trimér, ¢im sa zniZil podet stupiiov volnosti tak, Ze

data s niz§im rozliSenim (3,0 A) boli na zobrazenie vazby adekvatne.

Mapa elektronovej hustoty bola preskimand na zariadeni Silicon Grap-
hics INDIGO2 s pouzitim QUANTA 97. Tvar hustoty na aktivhom centre bol
opticky identifikovany tvarom jednej (alebo viacerych) zlugenin v zmesi, aby
sa indikoval pozitivny zasah, alebo z usporiadania molekil vody indikujaceho
absenciu vizby Pre experimenty, ktorych vysledkom bol pozitivny zasah, bola
vhodna zli&enina opticky presunuta do elektréonovej hustoty. Mapy elektrono-
vej hustoty boli tiez skimané na akékolvek zmeny v $truktire proteinu a po-

kial' boli pozorované, boli v Strukture u€inené vhodné modifikacie. Po stupni
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preskimania mapy s priradenim zlifeniny bola teda poznani podrobni 3-D

§truktara komplexu zlu€enina: protein.

0
0
O, : .
OH OH
580-22-3 329-89-5 132-22-1
36 37 38
HS
SH
1603-41-4 137-09-7 24313-88-0
39 40 41

Pri skriningu VanX bolo beZne detegovanych 6 Uspe$nych zasahov (zlu-
¢eniny 36 - 41). Obrazok ukazuje spGsob vizby reprezentativnych zasahov. Vo
vSetkych pripadoch tvar elektronovej hustoty identifikuje viaZucu sa zlu€eninu.
Obrazok 11A ukazuje zlu€eninu 39 viazani karboxylatom koordinujicim na
aktivne centrum zinok. Obrazok 11B ukazuje zlu€eninu 36 viazanu s karboxy-
latom situujicim zinok ku aktivnemu centru. Na obrazku 11C bolo tieZ zistené,
ze sa zluCenina 37 viaZe prostrednictvom karboxylatu. Vizba zluceniny 39 a
zlugeniny 41 (nie je uvedené) nasveduje, ze zinok aktivneho centra preferuje
koordinaciu s karboxylatom pred vol'nym tiolom To viedlo ku skriningu kar-
boxylatového suboru, kde boli najdené d'alSie uspe§né zasahy Vo v§etkych pri-
padoch boli zlu€eniny podrobované skriningu v zmesiach 7 - 10 a zasahy boli v
mape elektronovej hustoty priamo identifikované podla tvaru. Tieto zasahy
boli podobnym spésobom ako je opisané pre priklad urokinazy, priamo nasa-

dzované do cyklu navrhovania lie€iv na zaklade §truktary.

Priklad 3
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Skrining so zmesami 100 zlG&enin

Aby sa zvysil po&et zligenin, ktoré by mohli byt v jednotke &asu podro-
bené skriningu pomocou CrystaLEAD™, bude preferovanym uskuto&nenim
metody vykonavat' skrining zmesi so 100 zli&eninami skdr nez zmesi s 10. Vy-
hodou te’jto metody je vidcSie presadené mnozstvo zh’:épnin s konkurujicim zni-
Zovanim citlivosti detekcie GspeSnych zasahov. Okrem toho, vzhladom na to,
Ze sa bude viazaf len najiinnejfia zluenina zo zmesi, méZu byf zanedbané
slabSie zasahy. Ked je vyhladivaniu pomocou CrystaLEAD podrobena vie-
obecna kniZnica, napriklad ten, ktory je Gplne rozdielny &o do velkosti, tvaru a
funk&nosti, oakava sa, Ze podiel uspe$nych zasahov je nizky. Preto je teda za-
ru€eny hrubsi skrining. Okrem toho, pokial zasahy z tohto vyhPadavania budu
udinnejSimi ligandami, budu slazit ako vychodiskové §truktiry pre dizajn zalo-
Zeny na 3trukture. PretoZe bude zmes zlozena z 100 zli&enin, je treba zmes sta-
rostlivo vybrat, aby sa zaistilo, ze vSetky zlozky budu mat natolko rdzny tvar,
aby sa eliminovala potreba pre rozvinutie. Preto teda po detekcii zdsahu moze

byt nevyhnutné urcité rozvinutie, aby sa zasah identifikoval.

Na test tejto Specialnej metody bola ku skupine 100 zlu&enin pridana zla-
Cenina, o ktorej je zname, Ze sa viaze na pUK. Tento znamy ligand, zlt&enina
19, bola pdvodne odhalend metédou CrystaLEAD™ a bolo ukazané, Ze sa viaze
na pUK s Ki 56 uM pri pH 6,5 a 137 uM pri pH 7,4. Zmes 100 zlu&enin bola
vytvorend zmieSanim 10 zmesi o 10 zla&eninach. Konkrétne ka¥da sucha zmes
10 bola rozpustena v 100 %-nom DMSO na koneé&nit koncentriciu 80-240 mM
(alebo nasytenie pre menej rozpustné). Rovnaké objemy kazdej zo zmesi 10
zlu€enin boli zmieSané na 8,0-24,0 uM finalnu koncentraciu pre jednotliva zla-
geninu a zmes bola doplnena zasobnym roztokom zluceniny 19 v 100 %-nom
DMSO tak, ze kone&na koncentracia bola 18,0 mM. Jednotlivé krystaly uUK
boli umiestené do 50 pl 27%-ného PEG 4000, 15 mM sukcinatu pH 5,4, 0,17 M
LiSO4 a bolo pridanych 0,5 ul zmesi zlugenin, aby dalo 1 % DMSO. Koneéna
koncentracia kazdej zlu&eniny pri experimente nasakovania sa pohybovala 80-

240 pM, koncentracia zla&eniny 19 bola 180 uM. Za tychto podmienok sa pre
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citlivost experimentu ofakava, ze deteguje ligandy s Kd<20-60 uM. Krystaly

boli ponechané ekvilibrovat 4 hodiny a 15 minat.

Data boli snimané na Argonne National Labs so zdokonalenym foténo-
vym zdrojom synchrotronu ID vedenie lu¢a IMCA, vybavenom MarCCD kame-
rou. Déata pozostavali zo 100 1° oscilacii s 7 sek expoziciami. Data boli z 87,4
% kompletné pri rezolacii 1,6 A s celkovo spojenym R-faktorom 5,4 %. Data
boli spracované programovym suborom DENZO, Otwinowski a spol., Methods °
in Enzymology, 276 (1996) a mapa elektronovej hustoty bola spoé&itana prog-
ramom XPLOR.

Mapa elektronovej hustoty bola preskimana na zariadeni Silicon Grap-
hics INDIGO2 s pouzitim programového siboru QUANTA 97 (Molecular Si-
mulations Inc., Quanta Generating and Displaying Molecules, San Diego: Mo-

lecular Simulations Inc., 1997). Tvar hustoty na aktivnom centre bol opticky i-

dentifikovany ako vysledok plynuci z jednej zlu&eniny v zmesi a indikujici po-
zitivny zésah, ktory bol identifikovany ako zli&enina 19, ako ilustruje obrazok
12.

Tato metoda je vyhodnejSia na zistenie urujicej vodiacej zlugeniny. Ty-
pickeé je, Ze vodiace zlifeniny budi mat’ charakteristiky pevnych ligandov (na-
priklad v ramci senzitivity metody). Tato metéda teda umoziiuje skrining ne-
smerovaného siuboru 10 000 zliEenin v Easovom ramci 1 - 2 tyzdiiov. Tato me-
téda by mohla byt pouzivania v spojeni s inymi metédami skriningu 10 - 20
zluCenin v dobe kedy sa budi identifikovat slabsie ligandy. Tieto ligandy budd
menej vhodné, aby slaZili ako urdujice vodiace zluGeniny, mdzu vsak byt pri-

pojené na hlavny skelet, aby zvy3ili G&innost.

Priklad 4
Vyhladavania ErmC' pomocou CrystaLead ™

ErmC' je rRNA transferaza, ktori prenasa metylova skupinu z S-

adenozyl-L-metioninu na N6 adeninu v cykle peptidyltransferazy u 23S rRNA.
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Tato metylacia udeluje antibioticku resistenciu proti radu makrolidovych anti-
biotik ako je Siroko predpisovany erytromycin. Inhibiciou ErmC' je moZné oca-
kavat, Ze sa rezistencia obrati. Na navrh Specifického a ucinného ErmC' inhi-
bitora bol za ciel vybrany kofaktor & vidzbové centrum S-adenozyl-L-

metioninu. S-Adenozyl-L-metionin je uvedeny niz$ie ako zlidenina 42:
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KryStilova Struktira ErmC' ukazuje, Ze aktivne centrum S-adenozyl-L-
metioninu je zloZené z dvoch képs, ktoré vyhovuji cyklickému systému adeni-
nu a metioninu. Okrem toho je tu eSte tretia kapsa, do ktorej sa méZe umiestnit
rRNA adenin, ktory podlieha metylacii. Aby sa na tomto centre potvrdilo SAR,
bol vytvoreny subor adeninovych analégov substituovanych na N6 a/alebo 5'

hydroxyle. Polohy zmien v subory si reprezentované nizsie ako zlifenina 43.
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Expresia a Cistenie ErmC'

Expresivny vektor pTERM31 bol skonstruovany amplifikaciou ErmC' gé-
nu retazovou reakciou polymerazy (PCR) a skor leziaceho kdsB cistrénu z
PERM-1. Subklonovanie PCR produktu v pET24+ (Novagen, Madison, WI)
bolo uskuto&nené s vyuZzitim BamHI a HindIII poléh obsiahnutych v PCR pri-
méroch "s chvostom". Tento novy konstrukt umoZnil expresiu ErmC' postup-
nym napojovanim ku kdsB, riadenym T7lac promotérom. Plazmid pTERM3I
bol transformovany v kmeni E coli BL219(DE3)/pLys (Novagen) a vzniknuty
kmeti bol pouZity na produkciu ErmC'. Transformované bunky boli pestované
pri 27,5°C v Micros fermentore New Brunswick Scientific (Edison, NJ) obsa-
hujicom v mnozstve 10 | Superbroth (BIO 101, La Jolla,CA) doplneny kana-
mycinom, chléramfenikolom a glukézou. Ked opticka hustota dosiahla 1,10,
bola pridanim 1 mM izopropyl-B-d-tiogalaktopyranozidu (IPTG) indukovana

expresia ErmC'. 400 minut po indukcii boli bunky zozbierané.

Zmrazena pasta z buniek (200 - 250 g) bola pri teplote miestnosti roz-
mrazena a znovu suspendovana v 5 — 10 objemoch studeného pufru pre lyzu [50
mM Tris, 5 mM 1,4-ditiotreitolu (DTT), 1 mM fenylmetylsulfonatfluoridu
(PMSF), 2 mM etyléndiamintetraoctovej kyseliny (EDTA), 0,2 % Tritonu X-
100, pH 7,8]. Bunky boli lyzované vo franciizskom lise a rozdrvené bunkové
tkanivo bolo odstranené centrifugiciou. Supernatant bol cez noc dialyzovany
voci 20 1 pufru Tris-DTT-glycerol-magnézium (TDGM), pH 7.8 (50 mM Tris, 5§
mM DTT, 10 % glycerolu, 10 mM MgCl,). Potom bol dialyzat aplikovany na
Sepharose Fast Flow koldénu (Pharmacia), ktorad bola pred tym ekvilibrovana
v TDGM pufry. Frakcie boli analyzované na aktivitu metyltransferazy a tie,
ktoré obsahovali ErmC* boli zhroma2dené, aplikované na TSK SP-5PW koldnu
(TosoHaas, Montgomeryville, PA) a vymyvané postupne stipajucim NaCl. Vy-

Cisteny protein bol potom skoncentrovany na membrane YM-10 (Amicon).

KryStalova §truktira ErmC*

KryStily ErmC* boli vypestované metodou parnej difuzie visiacej kvap-
ky. Kvapky obsahujiuce 5-8 mg/ml ErmC* v 25 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 2
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mM DTT, 10 obj.% glycerolu, pH 7,5 boli ekvilibrované proti rezervoaru obsa-
hujucemu 100 mM Tris, 500 mM (NH4),S04, 15 % PEG 8000, pH 7,8. Krystaly
sa objavili po€as jedného diia a do svojej Gplnej velkosti vyrastli pocas tyzdiia.
Krystaly patrili do priestorovej grupy P43212. Struktira ErmC* v tejto priesto-
rovej grupe bola stanovena molekularnou zamenou pri rozlideni 2,2 A s pouZi-
tim kry§talovej Struktary ErmC* v priestorovej grupe P6 (Bussiere a spol., Bio-
chemistry, 37, 7103-7112). 3-D S$truktira pre kryStaly vypestované za tychto
p'odmienok vykazala prazdne aktivne centrum', ¢im ¢&ini tento systém vysoko

vhodnym pre aplikaciu CrystaLEAD™,

Skrining

Adenozinovy sabor tvorilo 59 zli&enin. Sibor bol rozdeleny do 7 zmesi 8
- 9 tvarovo rozdielnych zlugenin a bol podrobeny skriningu metédou Crysta-
LEAD™. Konkrétne kazda zli&enina bola rozpusteni v 100 %-nom DMSO na
kone¢nu koncentriciu 1 M (alebo nasytenie pre menej rozpustné). Rovnaké
objemy kazdej zlueniny boli zmieSané, aby sa zostavila zmes 10 zlu&enin.
Jednotlivé kryStaly wUK boli umiestené do 50 pl 20 %-ného PEG 8000, 0,3 M
siranu aménneho, 10 % glycerolu, pH 7,7 a bolo pridanych 0,5-0,8 pl zmesi
zlienin, aby dalo 1 az 1,6 % DMSO a 3,3 az 5,2 uM finalnu koncentraciu pre

jednotliva zli&eninu. Kry§taly boli ponechané ekvilibrovat 3-4 h.

Data boli snimané na Rigaku RTP 300 RC rotujicom anédovom zdroji
s RAXISII alebo MAR doskovym detektorom zobrazenia, alebo MAR CCD de-
tektorom. Pre systémy s doskovym zobrazenim spoé&ivaju typické data na 15 -
20 2° oscilaciach s 20-30 min expoziciami, zatial &o pre CCD bolo 15 - 20
2°oscilacii exponovanych 8 - 15 minit. Typické pouZitelné data boli z 80 - 90
% kompletné pri rezolucii 3,4-3,6 A a so spojenymi R-faktormi 7 - 16 %. Bolo
potrebné, aby sa adekvatne zobrazili a identifikovali inhibitory v Fo-Fc alebo
2Fo-Fc mapach. Pre tieto mapy bol po&iato&ny model zdokonaleny na rozlie-
nie 2,2 A (R=22%, Ryorne=22%). Data boli spracované programovym siborom

DENZO a mapa elektronovej hustoty bola spocitana programom XPLOR.
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Mapa elektronovej hustoty bola preskimana na zariadeni Silicon Grap-
hics INDIGO2 s pouZitim programového siboru QUANTA 97. Tvar hustoty na
aktivnom centre bol opticky identifikovany tvarom z jednej alebo viacerych
zluCenin v zmesi indikujucej pozitivny zisah, alebo z usporiadania molekal vo-
dy indikujiceho absenciu vizby. Pre experimenty, ktorych vysledkom bol po-
zitivny zdsah, bola vhodna zlu&enina opticky presunuta do elektronovej husto-
ty. Mapy elektronovej hustoty boli tieZ skimané na akékol'vek zmeny v struktu-
re protemu a pokial' boli pozorované, boli v $truktire udinené vhodné mOdlfl-
kacie. Po stupni preskimania mapy s priradenim zlugeniny, bola teda poznana

podrobna 3-D Struktira komplexu zliéenina: protein.

Pri skriningu ErmC*‘ adenozinovych analégov boli detegované dva uspe§né za-
sahy (zlu&eniny 44 a 45). Obrazky 13 a 14 ukazuju kry$talova $truktiru kom-

plexov zli€enin 44 a 45 s ErmC*.

HO OH HO on
HO (@) HO o)
/N N /N N
(L2 10
N N
44 45

Tvar elektronovej hustoty identifikoval viazucu sa zlt&eninu vo v§etkych
pripadoch. Bolo zistené, Ze hydrofébna substitiicia sa viaze pozdiz &iastoine
exponovaného povrchu a naznaduje preferovant interakciu, ktora moze prispie-
vat k vidzbe tychto zlugenin a umoZfuje im vystupovat ako uspe3ny zasah.
Ziadne uspegné zasahy, ktoré by mali substiticiu v 5' OH polohe neboli dete-
gované. ZluEenina skiimani dalej ku zli&eninam 44 a 45, obsahuje na tejto

hydrofébnej polohe optimalizovany indanovy substituent.
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<210> 1

<211> 51

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 1

attaatgtcg actaaggagg tgatctaatg ttaaaatttc agtgtggcca a
51

<210> 2

<211> 57

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 2
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attaataagc tttcagaggg ccaggccatt ctcttccttg gtgtgactce tgatcca
57

<210> 3

<211> 47

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 3

attaattgcg cagccatccc ggactataca gaccatcgec ctgecet
47

<210> 4

<211> 46

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 4

attaatcagc tgctccggat agagatagtc ggtagactge tectttt
46

<210> 5

<211> 28

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 5

attaatcagc tcaaaatgac tgttgtga
28

<210> 6

<211> 51

<212> DNA
<213> Synteticka
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<400> 6

attaatgtcg actaaggagg tgatctaatg ttaaaatttc agtgtggcca a
51

<210> 7

<211> 37

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 7

attaatgcta gcctcgagec accatgagag ecctget

37

<210> 38

<211> 42

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 8

attaatgcta gecctcgagtc acttgttgtg actgeggatc ca
42

<210>9

<211> 44

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 9
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ggtggtgaat tctcccccaa taatgecttt ggagtcgetc acga
44

<210> 10
<211> 111
<212> DNA

<213> Kvasinky Pichia Pastoria

<400> 10

atgttctctc caattttgtc cttggaaatt attttagct tggctacttt gcaatctgtc
60

ttcgctcage cagttatctg cactaccgtt ggttccgetg ccgagggate ¢
111

<210> 11

<211> 22

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 11

gaaacttcca aaagtcgcca ta
22

<210> 12

<211> 92

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 12



us

attaatgaat tcctcgageg gtccgggatc cctcggeage ggaaccaacg gtagtgeaga
60

taactggctg agcgaagaca gattgcaaag ta
92

<210> 13
<211> 46

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 13

attaatggat ccttggacaa gaggattatt gggggagaat tcacca
46

<210> 14

<211> 47

<212> DNA
<213> Synteticka

<400> 14

attaatctcg agcggtccgt cacttggtgt gactgcgaat ccagggt
47
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PATENTOVE NAROKY

Sposob identifikacie ligandu pre cielovi biomolekulu, vyznadujici sa

tym, ze zahrnuje
a) ziskanie kryS$talu cielovej biomolekuly;

b) exponovanie krysStalu cielovej biomolekuly jednou alebo viacerymi

testovacimi vzorkami;

c) ziskanie rontgenového difrakéného ziznamu krys$talu, aby sa zistilo,

¢i sa vytvoril komplex ligand/receptor.

Spdsob podla naroku 1, vyznadujici sa tym, Ze dalej zahrnuje kroky
ziskania rontgenového zdznamu kry$talu ciefovej biomolekuly pred ex-
poziciou testovacimi vzorkami a porovnania réntgenovych difrakénych

zaznamov cielovej molekuly pred a po expozicii.

Spdsob podla naroku 1, vyznadujici sa tym, Zze dalej zahrnuje krok

transformacie difrakéného zaznamu na mapu elektrénovej hustoty.

Spdsob podla naroku 3, vyznalujiici sa tym, Ze dalej zahrnuje krok

konverzie mapy elektronovej hustoty na §truktiru.

Spdsob podl'a naroku 1, vyznadujici sa tym, Ze ciefova biomolekula je
exponovana testovacou vzorkou nasiaknutim krystalu cielovej biomole-

kuly v roztoku, ktory obsahuje testovaciu vzorku.



10.

11.

12.

13.
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Sposob podla naroku 1, vyznadujici sa tym, Ze cielova biomolekula je
exponovana testovacou vzorkou nasiaknutim kryStalu cielovej biomole-

kuly v roztoku, obsahujicom zmes testovacich vzoriek.

Spdsob podla naroku 1, vyznacujici sa tym, Ze cielova biomolekula je
exponovana testovacou vzorkou spolo&nou kry§talizaciou kry$talu cielo-

vej biomolekuly s testovacou vzorkou.

Sposob podla naroku 1, vyznadujici sa tym, Ze cielova biomolekula je
exponovana testovacimi vzorkami spolognou kryS$talizaciou krystalu cie-

Fovej biomolekuly so zmesou testovacich vzoriek.

Spdsob podla niroku 6, vyznadujiici sa tym, Ze testovacie vzorky v zme-

si su rozdielne tvarované.

Spdsob podla naroku 8, vyznadujici sa tym, Ze testovacie vzorky v zme-

si si rozdielne tvarované.

Spdsob podl'a naroku 1, vyznaéujici sa tym, Ze ligandom je biologicky

aktivny Gtvar.

Sposob podl'a naroku I, vyznadujici sa tym, Ze cielom je polypeptid.

Sposob podla naroku 1, vyznagujiici sa tym, Ze cielom je rekonstruova-

ny polypeptid.
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Biologicky aktivny dtvar identifikovany spésobom podl'a naroku 11.

Sposob podla naroku 1, vyznadujici sa tym, Ze ligandom je vodiaca zlua-

¢enina,

Sposob navrhovania ligandu pre cielovi biomolekulu, vyznadujici sa

tym, ze zahrnuje
a) ziskanie kryS$talu cielovej biomolekuly;

b) identifikovanie najmenej dvoch ligandov krys$tilu cielovej biomole-

kuly rontgenovym krystalografickym skriningom;

c) urlenie priestorovej orienticie ligandov, ked si viazané na cielovi

biomolekulu; a

d) spojenie ligandov navzijom podla priestorovej orientacie, aby sa

vytvoril ligand.

Spbésob podl'a naroku 16, vyznalujici sa tym, %e priestorova orientacia
viazanych ligandov je uréena vytvorenim komplexu multi-ligand/cielova
molekula a vytvorenim rontgenovej krystalovej Struktiry komplexu mul-

ti-ligand/cielova molekula.

Spdsob podl'a niroku 16, vyzna&ujici sa tym, Ze jeden ligand je na cie-
Tovi molekulu viazany pred tym, nez sa na cielova molekulu viaze iny

ligand
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Spdsob podla naroku 16, vyznadujici sa tym, Ze ligandom je biologicky

aktivny Gtvar.
Spbsob podla naroku 16, vyznadujici sa tym, Ze cielom je polypeptid.

Spdsob podla naroku 16, vyznaéujici sa tym, Ze cielom je rekonstruo-

vany polypeptid.
Biologicky aktivny Gtvar navrhnuty spésobom podla naroku 19.

Sposob podla naroku 16, vyznalujici sa tym, Ze ligandom je vodiaca

zludenina.

Sposob navrhovania ligandu pre cielovi biomolekulu, vyznaéujiici sa

tym, Ze zahrnuje
a) ziskanie krystalu cielovej biomolekuly;

b) identifikovanie ligandu kry$tilu cielovej biomolekuly réntgenovym

kryStalografickym skriningom;

c) vytvorenie derivatov ligandu.

Spésob podla naroku 24, vyznalujiici sa tym, Ze ligandov je vodiaca

zlugenina.
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Spdsob podla naroku 24, vyznadujiici sa tym, Ze ligandom je biologicky

aktivna zludenina.

Spésob podla naroku 24, vyznalujici sa tym, Ze cielom je polypeptid.

Spdsob podl'a naroku 24, vyznadujici sa tym, Ze cielom je rekonitruo-

vany polypeptid.

Vodiaca zlicenina identifikovani spésobom podl'a niaroku 25.

Biologicky aktivna zlugenina navrhnuta spdsobom podla naroku 25.

Biologicky aktivna zli&enina navrhnut4 spésobom podla naroku 26.

Spdsob tvorenia kry$talu z biomolekuly, ktory ma Pahko pristupné aktiv-

ne centrum, vyznaéujici sa tym, Ze zahrnuje
a) spolo€nu kryStalizaciu biomolekuly s odbiratelnym ligandom;

b) odburanie ligandu hned ako sa vytvori kry§tal.

Spdsob podla naroku 32, vyznadujici sa tym, Ze aktivne miesto biomo-

lekuly odbira ligand.



34.

35.

I1

Sposob podla naroku 32, vyzna€ujici sa tym, Ze d'alej zahrnuje pridanie

degrada&nych &inidiel na odburanie ligandu.

Sposob podla naroku 32, vyznadujaci sa tym, %e ligand sa odbhrava

samovolne.
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Obr. 4
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Obr. 9
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Obr. 10
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Obr. 11
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Obr. 12
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