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Ab stract:  The lec ture sum ma rizes the ba sic prin ci ples of
new dy namic the ory of pro tein crys tal li za tion pro vid ing a
ra tio nal ap proach for a growth of pro tein crys tals of better
dif frac tion qual ity. The prin ci ple of a sin gle dom i nat ing ad -
he sion mode should have been re spected in any method of
pro tein crys tal li za tion. The im pact of the prin ci ple and the
use of the so called pro tein sur face ac tive molecules
(PSAM) are discussed too.

Krystalizace proteinù je po témìø sto let empirických zku -
še ností již pomìrnì dobøe zvládnutý proces. V souèasné
dobì spoléhá proteinová krystalizace na testování mnoha
tisícù krystalizaèních podmínek, které v minulosti daly pro
nìkteré proteiny dobré výsledky. Pokud není krystalizace
úspìšná, zkouší se jiné krystalizaèní screeny v nadìji, že
nìkterý jiný bude tøeba fungovat. Ponìkud frustrujícím
faktem je, že ani v pøípadì úspìšné krystalizace nikdo neví, 
jestli by nìkterá jiná krystalizaèní podmínka neposkytla
kvalitnìjší krystal.  

Difrakèní kvalita proteinových krystalù je stále prin ci -
pi ální problém proteinové krystalografie. Difrakèní meto -
dy jsou samy o sobì schopné mìøit spolehlivì meziato-
mové vzdálenosti s pøesností na setiny Angstromu  [1].
Prùmìr ná kvalita mìøená pojmem “res o lu tion” je ale u
proteinových struktur deponovaných v PDB je pouze 2
Angstromy. Z racionálního hlediska je tedy krystalizace
proteinù v pomìrnì neútìšné situaci poskytující kvùli
nekvalitním vzorkùm nepøíliš dobré výsledky a vyøešení
struktury stojí stále znaèné úsilí, vyžaduje pevné nervy a
vyšší spotøebu obvykle velice drahoceného proteinu. 

Proè je situace u proteinù jiná než u organických
krystalù? Dlouholetá praxe s krystalizací proteinù uka -
zuje, že proteinový krystal vždy obsahuje velké množství
nekrystalografické (tekuté) vody. Proteinový skel e ton
mùže existovat pouze v termodynamické rovnováze s 27 až 
85  %  dynamicky neuspoøádaného roztoku uzavøeného
uvnitø krystalu. Když si uvìdomíme, že krystalický
proteinový skel e ton zachováná svoji pevnost i v
pìtinásobném množství vody, je zøejmé, že architektura
proteinového skeletonu krystalu hraje mimoøádnì
dùležitou roli.  

Pøi krystalizaci organických nebo anorganických mate -
riálù dochází k úèinné separaci krystalujícího materiálu z
rozpouštìdla a molekuly v krystalu vytváøí obvykle
souvislý pravidelný kompaktní blok s nepatrnými zbytky
rozpouštìdla. U proteinových krystalù je situace velice
odlišná. Proteinové molekuly zachovávají velkou èást
svojí hydrataèní slupky a drží v krystalu vodu až do pìti -

násobku svoji hmotnosti. Architektura proteinových
krystalù pøipomíná konstrukci moderních budov, u kterých 
je stabilita zajištìna tenkým nosným železobetonovým
skeletonem a kde sádrokartonové pøepážky uvnitø budovy
nemají z hlediska sta bil ity velkou roli. Obdobnì, stabilita
proteinového krystalu závisí na pevnosti a uspoøádání
mezimolekulárních interakcí pro tein-pro tein. Porozumìní
mezimolekulární adheze (mezi molekulami proteinù a také
mezi molekulami proteinù a aditiv zámìrnì pøidávaných
do krystalizaèního roztoku) hraje proto klíèovou roli pøi
øízení krystalizace proteinù. 

Nová dynamická teorie krystalizace proteinù se
snaží vysvìtlit adhezní jevy øídíci proces krystalizace a
umožnit tak racionální øešení této èasovì a nervovì
obvykle nejnároènìjší èásti øešení molekulární struktury
biologických makromolekul [2]. Základem dynamické
teorie krystalizace proteinù je teorie adhezních módù
vycházející z analýzy adhezních módù pozorovaných v
krystalových strukturách deponovaných v PDB, dále z
analýzy mnohem pøesnìji [1] pozorovaných interakcí v
CSD, a také z analýzy interakcí popisovanými jinými ana -
ly tickými metodami, které dovedou poskytnout také jisté
infor mace o existenci mezimolekulárních klusterù v kon -
cen trovaných roztocích. Pojem adhezní mód je názor ný,
ale jak uvidíme, vzhledem k jeho univerzalitì ho není
snadné pøesnì definovat. Jak ale ukážeme na pøíkla dech, je
to v mnoha pøípadech užiteèný a èasto srozumi tel ný pojem.

Obrovská plocha povrchu proteinu vždy nabízí vìtší
poèet adhezních ploch s rùznou afinitou. Pokud se v ros -
tou cím “krystalu” uplatní rùzné adhezní módy, mole ku ly
budou rùznì orientované. Dostaneme možná pravidelný
rigidní útvar, ale difrakèní efekt bude mini mální nebo
nulový. Pro úspìšnou krystalizaci proteinù je proto mimo -
øád nì dùležitý princip jediného domi nantního adhez -
ního módu (PSDAM – Prin ci ple of a Sin gle Dom i nat ing
Ad he sion Mode), který musí øídit celý krystalizaèní
proces bez ohledu na to jakým mechanizmem rùst probíhá.
Zárukou úspìšné krystalizace je tedy cílené øízení pravdì -
podobnosti realizace vybraných krystalovì kompatibilních 
adhezních módù.

Dalším klíèovým nezbytným pojmem jsou molekuly
aktiv ní na povrchu molekul pro teinù - modifikující
vlast nosti povrchu proteinù [3]. Oznaèujeme je zkratkou
PSAM – “Pro tein Sur face Ac tive Mol e cules”. Tyto mo -
le kuly jsou zámìrnì pøidávané do krystalizaèního roztoku,
a adherují (s nízkou afinitou !!) na dobøe definované
adhezní plochy na proteinových molekulách. PSAM takto
doèasnì mìní adhezní vlastnosti proteinových molekul -
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buï aktivují a nebo pasivují vybrané adhezní módy mezi
proteinovými molekulami vytváøející krysta lový skel e ton. 

Máme tedy k dispozici velice efektivní a snadnou meto -
du ovládání afinity mezi proteinovými molekulami a tedy
máme racionální cestu jak zajistit dominantní roli zvo -
le ného adhezního módu zaruèující dobrou perio dicitu a 
difrakèní schopnost rostoucího krystalu. Možnost
racionálnì volit architekturu proteinových krystalù a
mož nost optimalizovat difrakèní schopnost proteinových
krystalù nabízí možnost zlepšit efektivitu metod stanovení
struktury biologických materiálù v atomárním rozlišení.

• Znalost protein-pro tein adhezních módù
využíváme ke stavbì proteinového skeletonu rostou -
cí ho krystalu. Je obtížné pøedvídat tyto adhezní
módy pomocí molekulárního modelování, protože
jejich stabilita je vždy zásadnì ovlivnìna dynamic -
kou vrstvou vìtšího množtví molekul vody, iontù
atd. Z praktického hlediska je proto logické vycházet 
zejména z experimentálnì pozorovaných adhezních
módù.

• Znalost protein-PSAM adhezních módù
využíváme k pasivaci a nebo aktivaci pro tein-pro tein 
vybraných adhezních módù, abychom zaruèili
dominanci øídícího adhezního módu [3]. Funkci
PSAM má øada iontù (solí), molekul, oligomerù a
polymerù. Významnou roli zde hraje PEG poly(eth -
yl ene gly col) jehož role byla již dobøe popsána [4, 5].

Pokud chceme racionalizovat krystalizaèní proces, je
tøeba princip dominantního adhezního módu akceptovat
vždy bez ohledu na to, jakou metodu krystalizace chceme
použít. Souèasné metody proteinové krystalizace jsou v
zásadì empirické a výše uvedenými principy se pøíliš
neøídí. Zde se zmíníme o dùslecích vyplývajících z dyna -
mic ké teorie krystalizace, z principu jediného domi nu -

jícího adhezního módu a ze znalosti vlivu PSAM na
adhezní vlastnosti povrchu proteinu, pro stávající metody
proteinové krystalizace:

• výbìr optimálních homologù proteinu pro
krystalizaèní screen ing

• výbìr mutaèních míst pro krystalizaci založenou na
mutacích cílového proteinu, tj. chemické a
biochemické mutace, metylace lysinù, redukce
povrchové entropie, atd.

• výbìr PSAM pro krystalizaci øízenou chemickým
složením krystalizaèního roztoku,

• dopad na další empiprické krystalizaèní metody,
tj. elektrické, magnetické pole, proud, vibrace,
gravitace, atd.

Pøestože jsou novì definované pøístupy a pojmy
názorné a pøirozené, vìtšina stávajících metod krystalizace
proteinù je stále založena na masivním testování “neko neè -
ného” množství racionálních i iracionálních experimentù
bez dostateèného vysvìtlení pozorovaných efektù. Pøedpo -
kládáme, že respektování dùsledkù vyplývajících z dyna -
mické teorie, z principu dominujícího adhezního módu, a
znalost funkce PSAM pomohou zefektivnit postupy použí -
vané pøi krystalizaci proteinù a zlepšit tak pøesnost  a
spolehlivost stanovení struktury biomo leku lár ních
systémù.

1. Hašek, J., Chemické listy, 105, (2011), 467-475.

2. Hašek, J., Ma te ri als Struc ture, 23, (2016), 341.

3. Hašek, J. et al,  J. Synchr. Ra di a tion, 18, (2011), 50-52.

4. Hašek, J., Z. Kristallogr., 28, (2011), 475-480.  

5. Hašek, J. et al, Z. Kristallogr., 23, (2006), 613-618.

Podporováno projekty BIOCEV (ERDF CZ.1.05/1.1.00/
02.0109) a GAÈR (15-15181S).
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Sin gle crys tal X-ray dif frac tion tech niques ap plied on bi o -
log i cal mol e cules have spe cific re quire ments. The sig nif i -
cantly larger unit cell of bio-mo lec u lar crys tal re sults in
much weaker dif frac tion in ten si ties com pared to small
mol e cules and high sen si tiv ity to ra di a tion dam age, which
lim its to tal ex po sure per data set. There fore, the de vel op -
ment of X-ray dif frac tion tech nol o gies was marked by im -
por tant ad vances in the ar eas of X-ray sources, de tec tors,
goniometers, au to ma tion, in situ ap proaches, and soft ware.

Ad vances in each area broad ened the pos si bil i ties of the 
field and pushed the lim its of sin gle crys tal pro tein struc -
ture anal y sis. X-ray free elec tron la sers en able crys tal anal -
y sis with use of submicron crys tals out run ning the
ra di a tion dam age events. Pho ton count ing de tec tors pro -
vide one of the most ef fi cient ways of de tect ing dif frac tion
in ten si ties. While high-pre ci sion four-cir cle goniometers

find use in in house anal y sis of very small crys tals, the ever
grow ing in ten sity of the syn chro tron beams avail able for
macromolecular crys tal log ra phy led to de vel op ment of ul -
tra-fast sin gle-axis goniometers en abling thus  sev eral-sec -
ond-data-set ac qui si tion. Au to ma tion of crys tal li za tion and 
crys tal ma nip u la tion sim pli fied screen ing of large num bers 
of con di tions as well as sin gle crys tals. Au to mated tech -
niques of in situ (or in tray) mea sure ments opened up
screen ing for ligand bind ing (or de riv a tives) in solvated
con di tions with out the need for crys tal vit ri fi ca tion. De -
vices con trol ling crys tal hu mid ity en able op ti mi za tion of
macromolecular sin gle crys tals as for their pack ing and
qual ity of dif frac tion pat tern. Re cent soft ware de vel op -
ment en abled au to mated or semi-au to mated parallelized
dif frac tion data processing providing quick answers in the
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case of utilization of relatively costly beam times at
synchrotron beam lines. 

Each of the main tech no log i cal ar eas will be briefly dis -
cussed in the light of the cur rent lim its of use in macro -
molecular crys tal log ra phy. 

De spite the enor mous tech no log i cal im prove ments the
ba sic un der stand ing of dif frac tion ex per i ment, its pa ram e -
ters, and back ground in sin gle crys tal anal y sis re quires rel -
a tively good un der stand ing of the field. Ex cel lent
tech nol ogy can be used in cor rectly or non-ef fi ciently if the
ba sic prin ci ples are ig nored or the mod ern tech nol o gies are

not prop erly un der stood. While some im por tant pa ram e ters 
of macromolecular crys tal log ra phy can be im proved or
their neg a tive ef fects min i mized with the use of mod ern
equip ment or pro ce dures, other crit i cal pa ram e ters can not
be ig nored. The dis tinc tion be tween these two types of
char ac ter is tics/pa ram e ters will be discussed to support
better application of macromolecular crystallography.

Sup port by MEYS CR (LM2015043, CIISB) and by the
ERDF fund (CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_013/0001776) is ac -
knowl edged.
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NK buòky (z anglického nat u ral killer cells, pøirození
zabíjeèi) jsou jedním typem bílých krvinek. Jsou co do
poètu tøetí subpopulací lymfocytù, vedle T-lymfocytù a
B-lymfocytù. Na rozdíl od T a B lymfocytù je funkce NK
bunìk pøevážnì vrozená (zapsaná v DNA, nevyvíjí se
bìhem života, zato je velmi rychlá).

Hlavní funkcí NK bunìk je obrana proti virovým
infekcím a nádorovým buòkám. NK buòky exprimují na
svém povrchu receptory mnoha druhù. Ty komunikují s
buòkou, kterou NK buòka potká. Na základì celkové
bilance odpovìdí získaných z aktivaèních a inhibièních
receptorù NK buòka rozhodne, zda zkoumaná buòka je
poškozená nebo zdravá, a vydá nebo nevydá pokyn k její
likvidaci.

V naší skupinì se již øadu let zabýváme výzkumem
struktury a funkce receptorù NK bunìk, a to tìch, jejichž
poslední doména, která interaguje s partnerskou buòkou,
strukturnì patøí do kategorie proteinù s tzv. C-type
lectin-like (CTL) skladem. Lektiny jsou proteiny, které se

v imunitním systému vyskytují velmi èasto. CTL proteiny
jsou proteiny strukturnì podobné lektinùm C-typu, které
však ve své vazebné doménì neobsahují vápník, který je
pro C-lektiny typický. Lektiny váží cukry, zatímco u této
skupiny CTL proteinù bez vápníku se vazba cukrù
nepøedpokládá.

Nedávno jsme vyøešili strukturu lidského receptoru
NKR-P1. V roce 2015 nám vyšla publikace o LLT1, což je
jeho vazebný part ner – ligand, který má též CTL sklad.
Pøednáška pøedstaví strukturu obou tìchto proteinù, jejich
oligomerizaci a glykosylaci.

T. Skálová, J. Bláha, K. Harlos, J. Dušková, T. Koval’,
J. Stránský, J. Hašek, O. Vanìk, J. Dohnálek, Four crys tal
struc tures of hu man LLT1, a ligand of hu man NKR-P1, in
var ied glycosylation and oligomerization states, Acta Cryst.
D71, (2015) 578-591 (open ac cess)

Tento výzkum byl finanènì podpoøen z projektù BIOCEV
(ERDF CZ.1.05/1.1.00/02.0109) a Grantovou agenturou
ÈR (15-15181S).
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The Second Generation of Carbon Anhydrases Inhibitors on the Base of Carboranes
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Lidské karbonátlyázy jsou metaloenzymy, které se úèastní
mnoha fyziologických pochodù v organismu, ale hrají také
roli v patogenezi øady chorob. Karbonátlyáza IX (CAIX)
se, na rozdíl od ostatních 15 izoenzymù lidských karbo -
nátlyáz, za normálních podmínek vyskytuje v organismu
jen v omezené míøe, avšak v hypoxických nádorech je vy -
so ce exprimovaným znakem na povrchu bunìk. Z tohoto
dùvodu je tento enzym dobrým cílem pro terapii a diag -
nostiku nádorù, a proto jsou proti CAIX vyvíjeny rùzné
specifické in hib i tory.                      

V rámci naší laboratoøe je testována øada inhibitorù,
mezi nìž patøí i karboranové in hib i tory, tvoøené objemnou
klecí z atomù bóru, uhlíku a vodíku. 

Pro potøebné experimenty jsme heterologní expresí
získali dostateèné množství èistého proteinu CAIX, dále
CAII enzymu, který slouží jako „off-tar get“ izoforma, a
také hybridní enzym CA29, který tvoøí aktivní místo
z CAIX izoenzymu obklopené aminokyselinovými zbytky
z CAII izoenzymu a umožòuje tak jednodušší krystalizaci.
U každého testovaného inhibitoru byla nejprve zjištìna
inhibièní konstanta, a to pro obì izoformy CAII i CAIX.
Poté byl testován zpùsob vazby vybraných inhibitorù. 

V prezentaci uvádíme poslední pokroky v moleku -
lárním návrhu inhibitorù karboranù a metalakarboranù
zamìøených na izoenzym CAIX. Tento enzym, který je
spojen s pevnými hypoxickými nádory, patøí do novì
identifikovaných cílù pro léèbu rakoviny a diagnostiku.

Rozsah aktuálnì dostupných modifikací na rùzných
bórových klastrech je shrnut s dùrazem kladeným na

pokrok v syntéze karboranù a metalakarboranù substitu -
ovaných sulfamidem, sulfonamidem a dalšími podobnými
skupinami, tj. funkcemi, o kterých je známo, že se pevnì
váží k atomu zinku v aktivním místì CAIX. Nové generace
polyhedrálních inhibitorù CAIX založené na peèlivém
výbìru borových klecí a optimalizovaných substitucí
vykazují významnì zvýšené aktivity in vi tro s odpo -
vídajícími hodnotami Ki v rozmezí nM až desitek pM.
Vztah mezi strukturou a aktivitou (SAR)  byl pozorován v
malé knihovnì cca. 60 diskutovaných karboranù a meta -
lakarboranù.

Tyto výsledky jsou doplnìny synchrotronovými struk -
turami komplexù enzym-inhibitorù a krátkým pøehledem
farmakologicky významných faktorù jako je vazba
plazmatických bílkovin, penetrace bunìèné membrány a
základní výsledky z toxikologických a farmakokinetických 
studií (myší model) provádìných na panelu vybraných
inhibitorù enzymù CAIX. Kvùli slibným inhibièním
vlastnostem jsou tyto slouèeniny primárnì považovány za
kandidáty na léky použitelné pøi léèbì rakoviny.

Projekt byl podpoøen GAÈR, projekt è. 15-05677S a
èásteènì Technologickou agenturou Èeské republiky,
projekt è. TE01020028 (farmakologie a testování in vivo).
Pøi práci byla též využita podpora institucionálních
výzkumných projektù RVO 68378050, 61388963 a
61388980 Akademie vìd Èeské republiky.
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Nu mer ous pro jects of macromolecular struc ture-func tion
stud ies in volve soak ing and/or co-crys tal li za tion of lig -
ands. Their pres ence is af ter wards ex pected to be ob served
in 2mFo-DFc elec tron den sity map and mainly in mFo-DFc 
(omit) map. How ever, com pu ta tion of the elec tron den sity
map may be dis torted by ad di tional fac tors. In less clear
cases (e.g. lower oc cu pancy of the ligand), the ini tial ob -
served elec tron den sity may not con tain in for ma tion on lo -
cal iza tion of the ligand and fur ther val i da tion pro ce dures
are nec es sary: com pos ite omit map, fea ture-en hanced map, 
pol der map [1], etc. Cur rent meth ods are briefly re viewed

and their ap pli ca tion is shown on a sin gle case of an en -
zyme:sub strate com plex.
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