42 Struktura 2017 - Lectures

&

Materials Structure, vol. 24, no. 1 (2017)

Session X, Thursday, June 22

L28

Dynamic Theory of Protein Crystallization

DYNAMICKA TEORIE PROTEINOVE KRYSTALIZACE

J. Hasek

Biotechnologicky ustav Ceské akademie véd, Biocev, 25250 Vestec
hasekjh@seznam.cz

Abstract: The lecture summarizes the basic principles of
new dynamic theory of protein crystallization providing a
rational approach for a growth of protein crystals of better
diffraction quality. The principle of a single dominating ad-
hesion mode should have been respected in any method of
protein crystallization. The impact of the principle and the
use of the so called protein surface active molecules
(PSAM) are discussed too.

Krystalizace proteint je po témér sto let empirickych zku-
Senosti jiz pomérné dobfe zvladnuty proces. V soucasné
dobé spoléha proteinova krystalizace na testovani mnoha
tisicti krystaliza¢nich podminek, které v minulosti daly pro
nékteré proteiny dobré vysledky. Pokud neni krystalizace
uspésnd, zkousi se jiné krystalizaéni screeny v nadéji, ze
néktery jiny bude tieba fungovat. Ponékud frustrujicim
faktem je, Ze ani v piipadé ispésné krystalizace nikdo nevi,
jestli by néktera jina krystalizacni podminka neposkytla
kvalitnéjsi krystal.

Difrakeni kvalita proteinovych krystalt je stale princi-
pialni problém proteinové krystalografie. Difrakéni meto-
dy jsou samy o sobé schopné méfit spolehlivé meziato-
mové vzdalenosti s presnosti na setiny Angstromu [1].
Primérna kvalita méfend pojmem “resolution” je ale u
proteinovych struktur deponovanych v PDB je pouze 2
Angstromy. Z racionalniho hlediska je tedy krystalizace
proteinti v pomérné neuté$né situaci poskytujici kvili
nekvalitnim vzorkim nepfili§ dobré vysledky a vyfeseni
struktury stoji stale znac¢né usili, vyzaduje pevné nervy a
vyssi spotfebu obvykle velice drahoceného proteinu.

Proc je situace u proteini jind neZ u organickych
krystali? Dlouholetd praxe s krystalizaci proteint uka-
zuje, ze proteinovy krystal vzdy obsahuje velké mnozstvi
nekrystalografické (tekuté) vody. Proteinovy skeleton
muze existovat pouze v termodynamické rovnovaze s 27 az
85 % dynamicky neusporadaného roztoku uzavien¢ho
uvniti  krystalu. Kdyz si uvédomime, ze krystalicky
proteinovy skeleton zachovdnd svoji pevnost i Vv
pétindsobném mnozstvi vody, je zfejmé, ze architektura
proteinového skeletonu krystalu hraje mimoradné
duleZzitou roli.

P1i krystalizaci organickych nebo anorganickych mate-
riali dochazi k G¢inné separaci krystalujiciho materialu z
rozpousStédla a molekuly v krystalu vytvaii obvykle
souvisly pravidelny kompaktni blok s nepatrnymi zbytky
rozpoustédla. U proteinovych krystali je situace velice
odlisna. Proteinové molekuly zachovavaji velkou cast
svoji hydratacni slupky a drzi v krystalu vodu az do péti-

nasobku svoji hmotnosti. Architektura proteinovych
krystalt pripomina konstrukci modernich budov, u kterych
je stabilita zajiSténa tenkym nosnym Zzelezobetonovym
skeletonem a kde sadrokartonové piepazky uvnitt budovy
nemaji z hlediska stability velkou roli. Obdobné, stabilita
proteinového krystalu zavisi na pevnosti a uspotfadani
mezimolekularnich interakei protein-protein. Porozuméni
mezimolekularni adheze (mezi molekulami proteind a také
mezi molekulami proteinti a aditiv zamérné pridavanych
do krystaliza¢niho roztoku) hraje proto klic¢ovou roli pfi
fizeni krystalizace proteind.

Nova dynamicka teorie krystalizace proteind se
snaZzi vysvétlit adhezni jevy Fidici proces krystalizace a
umoznit tak racionalni feSeni této Casov€é a nervoveé
obvykle nejnaroénéjsi ¢asti feSeni molekularni struktury
biologickych makromolekul [2]. Zakladem dynamické
teorie krystalizace proteind je teorie adheznich médu
vychazejici z analyzy adheznich modt pozorovanych v
krystalovych strukturach deponovanych v PDB, dale z
analyzy mnohem piesnéji [1] pozorovanych interakei v
CSD, a také z analyzy interakci popisovanymi jinymi ana-
lytickymi metodami, které dovedou poskytnout také jisté
informace o existenci mezimolekularnich kluster v kon-
centrovanych roztocich. Pojem adhezni méd je nazorny,
ale jak uvidime, vzhledem k jeho univerzalit¢ ho neni
snadné presné¢ definovat. Jak ale ukazeme na ptikladech, je
to v mnoha pripadech uzite¢ny a casto srozumitelny pojem.

Obrovska plocha povrchu proteinu vzdy nabizi vetsi
pocet adheznich ploch s riznou afinitou. Pokud se v ros-
toucim “krystalu” uplatni rizné adhezni mody, molekuly
budou rizné orientované. Dostaneme mozna pravidelny
rigidni utvar, ale difrakéni efekt bude minimalni nebo
nulovy. Pro Gspésnou krystalizaci protein je proto mimo-
fadné dtlezity princip jediného dominantniho adhez-
niho médu (PSDAM - Principle of a Single Dominating
Adhesion Mode), ktery musi fidit cely krystalizacni
proces bez ohledu na to jakym mechanizmem rust probiha.
Zarukou Uspésné krystalizace je tedy cilené fizeni pravdé-
podobnosti realizace vybranych krystalové kompatibilnich
adheznich modu.

Dalsim kli¢ovym nezbytnym pojmem jsou molekuly
aktivni na povrchu molekul proteini - modifikujici
vlastnosti povrchu proteinti [3]. Oznacujeme je zkratkou
PSAM - “Protein Surface Active Molecules”. Tyto mo-
lekuly jsou zdmérné pridavané do krystaliza¢niho roztoku,
a adheruji (s nizkou afinitou !!) na dobfe definované
adhezni plochy na proteinovych molekulach. PSAM takto
docasné méni adhezni vlastnosti proteinovych molekul -
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bud’ aktivuji a nebo pasivuji vybrané adhezni médy mezi
proteinovymi molekulami vytvarejici krystalovy skeleton.

Mame tedy k dispozici velice efektivni a snadnou meto-

du ovladani afinity mezi proteinovymi molekulami a tedy
mame racionalni cestu jak zajistit dominantni roli zvo-
leného adhezniho modu zarucujici dobrou periodicitu a
difrakéni schopnost rostouciho krystalu. Moznost
racionalné volit architekturu proteinovych krystali a
moznost optimalizovat difrakéni schopnost proteinovych
krystalti nabizi moznost zlepsit efektivitu metod stanoveni
struktury biologickych materialti v atomarnim rozliseni.

* Znalost protein-protein adheznich modu
vyuzivame ke stavbé proteinového skeletonu rostou-
ciho krystalu. Je obtizné predvidat tyto adhezni
mddy pomoci molekularniho modelovani, protoze
jejich stabilita je vzdy zasadn€ ovlivnéna dynamic-
kou vrstvou vétstho mnoztvi molekul vody, iontd
atd. Z praktického hlediska je proto logické vychazet
zejména z experimentalné pozorovanych adheznich
modu.

e Znalost protein-PSAM  adheznich modu
vyuzivame k pasivaci a nebo aktivaci protein-protein
vybranych adheznich modu, abychom zarudili
dominanci fidiciho adhezniho médu [3]. Funkci
PSAM ma fada ionti (soli), molekul, oligomerd a
polymerQ. Vyznamnou roli zde hraje PEG poly(eth-
ylene glycol) jehoz role byla jiz dobte popsana [4, 5].

Pokud chceme racionalizovat krystalizaéni proces, je

tteba princip dominantniho adhezniho moédu akceptovat
vzdy bez ohledu na to, jakou metodu krystalizace chceme
pouzit. Soucasné metody proteinové krystalizace jsou v
zésad¢ empirické a vySe uvedenymi principy se prilis
nefidi. Zde se zminime o dislecich vyplyvajicich z dyna-
mické teorie krystalizace, z principu jediného dominu-
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jiciho adhezniho moédu a ze znalosti vlivu PSAM na
adhezni vlastnosti povrchu proteinu, pro stavajici metody
proteinové krystalizace:

* vybér optimalnich homologi proteinu pro
krystalizaéni screening

* vybér mutacnich mist pro krystalizaci zalozenou na
mutacich cilového proteinu, tj. chemické a
biochemické mutace, metylace lysinli, redukce
povrchové entropie, atd.

* vybér PSAM pro krystalizaci fizenou chemickym
slozenim krystaliza¢niho roztoku,

* dopad na dalsi empiprické krystaliza¢ni metody,
tj. elektrické, magnetické pole, proud, vibrace,
gravitace, atd.

Pfestoze jsou nové definované pfistupy a pojmy
nazorné a ptirozené, vétsina stavajicich metod krystalizace
proteind je stale zalozena na masivnim testovani “nekonec-
ného” mnozstvi racionalnich i iracionalnich experimentt
bez dostateéného vysvétleni pozorovanych efektl. Piedpo-
kladame, ze respektovani disledkt vyplyvajicich z dyna-
mické teorie, z principu dominujiciho adhezniho modu, a
znalost funkce PSAM pomohou zefektivnit postupy pouzi-
vané pii krystalizaci proteind a zlepSit tak pfesnost a
spolehlivost ~ stanoveni  struktury  biomolekularnich
systémul.

1. Hasek, J., Chemicke listy, 105, (2011), 467-475.

2. Hasek, J., Materials Structure, 23, (2016), 341.

3. Hasek, J. etal, J. Synchr. Radiation, 18, (2011), 50-52.
4. Hasek, J., Z. Kristallogr., 28, (2011), 475-480.

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

Podporovano projekty BIOCEV (ERDF CZ.1.05/1.1.00/
02.0109) a GACR (15-1518158).

DEVELOPMENT OF PROTEIN DIFFRACTION TECHNOLOGIES

J. Dohnalek

Institute of Biotechnology CAS, v. v. i., Biocev, Pramyslova 595, 25250 Vestec
dohnalek@ibt.cas.cz

Single crystal X-ray diffraction techniques applied on bio-
logical molecules have specific requirements. The signifi-
cantly larger unit cell of bio-molecular crystal results in
much weaker diffraction intensities compared to small
molecules and high sensitivity to radiation damage, which
limits total exposure per data set. Therefore, the develop-
ment of X-ray diffraction technologies was marked by im-
portant advances in the areas of X-ray sources, detectors,
goniometers, automation, in situ approaches, and software.

Advances in each area broadened the possibilities of the
field and pushed the limits of single crystal protein struc-
ture analysis. X-ray free electron lasers enable crystal anal-
ysis with use of submicron crystals outrunning the
radiation damage events. Photon counting detectors pro-
vide one of the most efficient ways of detecting diffraction
intensities. While high-precision four-circle goniometers

find use in in house analysis of very small crystals, the ever
growing intensity of the synchrotron beams available for
macromolecular crystallography led to development of ul-
tra-fast single-axis goniometers enabling thus several-sec-
ond-data-set acquisition. Automation of crystallization and
crystal manipulation simplified screening of large numbers
of conditions as well as single crystals. Automated tech-
niques of in situ (or in tray) measurements opened up
screening for ligand binding (or derivatives) in solvated
conditions without the need for crystal vitrification. De-
vices controlling crystal humidity enable optimization of
macromolecular single crystals as for their packing and
quality of diffraction pattern. Recent software develop-
ment enabled automated or semi-automated parallelized
diffraction 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 technological areas will be briefly dis-
cussed in the light of the current limits of use in macro-
molecular crystallography.

Despite the enormous technological improvements the
basic understanding of diffraction experiment, its parame-
ters, and background in single crystal analysis requires rel-
atively good understanding of the field. Excellent
technology can be used incorrectly or non-efficiently if the
basic principles are ignored or the modern technologies are
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not properly understood. While some important parameters
of macromolecular crystallography can be improved or
their negative effects minimized with the use of modern
equipment or procedures, other critical parameters cannot
be ignored. The distinction between these two types of
characteristics/parameters will be discussed to support
better application of macromolecular crystallography.

Support by MEYS CR (LM2015043, CIISB) and by the
ERDF fund (CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_013/0001776) is ac-
knowledged.

NK Cells, Their Receptors and Interaction

NK BUNKY, JEJICH RECEPTORY A INTERAKCE

T. Skalova', J. Blaha? J. Stransky’, T. Koval1,1 J. Duékovgﬂ, J. Hasek', Y. Zhao®, K. Harlos?,
J. Dohnalek ', O. Vanék
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NK buniky (z anglického natural killer cells, pfirozeni
zabijeci) jsou jednim typem bilych krvinek. Jsou co do
poctu treti subpopulaci lymfocytt, vedle T-lymfocyti a
B-lymfocytt. Na rozdil od T a B lymfocytt je funkce NK
bunck pfevazné vrozena (zapsana v DNA, nevyviji se
béhem Zivota, zato je velmi rychla).

Hlavni funkci NK bunék je obrana proti virovym
infekcim a nadorovym buikam. NK bunky exprimuji na
svém povrchu receptory mnoha druhti. Ty komunikuji s
bunkou, kterou NK bunka potka. Na zakladé celkové
bilance odpovédi ziskanych z aktivacnich a inhibi¢nich
receptortt NK buiika rozhodne, zda zkoumand buika je
poskozena nebo zdrava, a vyda nebo nevyda pokyn k jeji
likvidaci.

V nasi skupiné se jiz fadu let zabyvame vyzkumem
struktury a funkce receptorit NK bunék, a to téch, jejichz
posledni doména, kterd interaguje s partnerskou buiikou,
strukturné patii do kategorie proteini s tzv. C-type
lectin-like (CTL) skladem. Lektiny jsou proteiny, které se

v imunitnim systému vyskytuji velmi ¢asto. CTL proteiny
jsou proteiny strukturné podobné lektintiim C-typu, které
vSak ve své vazebné domén¢ neobsahuji vapnik, ktery je
pro C-lektiny typicky. Lektiny vazi cukry, zatimco u této
skupiny CTL proteini bez vapniku se vazba cukrl
nepiedpoklada.

Nedavno jsme vyftesili strukturu lidského receptoru
NKR-P1. V roce 2015 nam vysla publikace o LLT1, coz je
jeho vazebny partner — ligand, ktery ma téz CTL sklad.
Prednaska predstavi strukturu obou téchto proteint, jejich
oligomerizaci a glykosylaci.

T. Skalova, J. Blaha, K. Harlos, J. Duskova, T. Koval’,

J. Stransky, J. Hasek, O. Van¢k, J. Dohnalek, Four crystal
structures of human LLT1, a ligand of human NKR-P1, in
varied glycosylation and oligomerization states, Acta Cryst.
D71, (2015) 578-591 (open access)

Tento vyzkum byl financéné podporen z projektit BIOCEV
(ERDF CZ.1.05/1.1.00/02.0109) a Grantovou agenturou
CR (15-151818).
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The Second Generation of Carbon Anhydrases Inhibitors on the Base of Carboranes

DRUHA GENERACE INHIBITORU UHLICITYCH ANHYDRAZ NA BAzI KARBORANU

Jifi Brynda Klara I;osplsﬂova Pavlz;na Rezagova,'
Jana Stépankova,” Marian Hajduch,” Josef Holub®,

3 Milan Fabrx Vlastimil Kral,'

4 Vaclav Sicha’, Jan Nekvinda,

3

and Bohumir Gruner

'Institute of Molecular Genetics, AS CR, Prague 4, Czech Republic,
Instltute of Molecular and Translational Medicine, Olomouc, Czech Republic,
3Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR, Prague 6,
*Institute of Inorganic Chemistry, AS CR, 250 68 Rez, Czech Republic

Lidské karbonatlyazy jsou metaloenzymy, které se ucastni
mnoha fyziologickych pochodli v organismu, ale hraji také
roli v patogenezi fady chorob. Karbonatlyaza IX (CAIX)
se, na rozdil od ostatnich 15 izoenzymi lidskych karbo-
natlydz, za normalnich podminek vyskytuje v organismu
jen v omezené mife, avSak v hypoxickych nadorech je vy-
soce exprimovanym znakem na povrchu bunék. Z tohoto
diavodu je tento enzym dobrym cilem pro terapii a diag-
nostiku nadorti, a proto jsou proti CAIX vyvijeny rtizné
specifické inhibitory.

V ramci nasi laboratofe je testovana fada inhibitord,
mezi néz patii i karboranové inhibitory, tvofené objemnou
kleci z atomi boru, uhliku a vodiku.

Pro potiebné experimenty jsme heterologni expresi
ziskali dostatecné mnozstvi Cistého proteinu CAIX, dale
CAII enzymu, ktery slouzi jako ,,off-target” izoforma, a
také hybridni enzym CA29, ktery tvoii aktivni misto
z CAIX izoenzymu obklopené aminokyselinovymi zbytky
z CAIl izoenzymu a umoziuje tak jednodussi krystalizaci.
U kazdého testovaného inhibitoru byla nejprve zjisténa
inhibi¢ni konstanta, a to pro ob¢ izoformy CAII i CAIX.
Poté byl testovan zptisob vazby vybranych inhibitord.

V prezentaci uvadime posledni pokroky v moleku-
larnim navrhu inhibitorG karborani a metalakarborani
zamétenych na izoenzym CAIX. Tento enzym, ktery je
spojen s pevnymi hypoxickymi nadory, patii do noveé
identifikovanych cilii pro 1écbu rakoviny a diagnostiku.

Rozsah aktudln¢ dostupnych modifikaci na riznych
bérovych klastrech je shrnut s dirazem kladenym na

pokrok v syntéze karboranti a metalakarboranti substitu-
ovanych sulfamidem, sulfonamidem a dal§imi podobnymi
skupinami, tj. funkcemi, o kterych je znamo, Ze se pevné
vazi k atomu zinku v aktivnim misté¢ CAIX. Nové generace
polyhedralnich inhibitort CAIX zalozené na peclivém
vybéru borovych kleci a optimalizovanych substituci
vykazuji vyznamné zvySené aktivity in vitro s odpo-
vidajicimi hodnotami Ki v rozmezi nM az desitek pM.
Vztah mezi strukturou a aktivitou (SAR) byl pozorovan v
malé knihovné cca. 60 diskutovanych karboranti a meta-
lakarboran.

Tyto vysledky jsou doplnény synchrotronovymi struk-
turami komplexti enzym-inhibitord a kratkym pfehledem
farmakologicky vyznamnych faktorG jako je vazba
plazmatickych bilkovin, penetrace bunééné membrany a
zakladni vysledky z toxikologickych a farmakokinetickych
studii (myS$i model) provadénych na panelu vybranych
inhibitord enzymi CAIX. Kvili slibnym inhibi¢nim
vlastnostem jsou tyto slou¢eniny primarné povazovany za
kandidaty na 1éky pouzitelné pii 1é¢bé rakoviny.

Projekt byl podporen GACR, projekt ¢ 15-05677S a
castecné Technologickou agenturou Ceské republiky,
projekt ¢. TE01020028 (farmakologie a testovani in vivo).
Pri praci byla téz vyuZita podpora institucionalnich
vyzkumnych projekti RVO 68378050, 61388963 a
61388980 Akademie véd Ceské republiky.
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LIGAND VALIDATION IN MACROMOLECULAR STRUCTURES
P. Kolenko'?, M. Maly”, T. Skalova', T. Koval", J. Duskova', J. Stransky'?,
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Numerous projects of macromolecular structure-function
studies involve soaking and/or co-crystallization of lig-
ands. Their presence is afterwards expected to be observed
in 2mFo-DFc electron density map and mainly in mFo-DFc
(omit) map. However, computation of the electron density
map may be distorted by additional factors. In less clear
cases (e.g. lower occupancy of the ligand), the initial ob-
served electron density may not contain information on lo-
calization of the ligand and further validation procedures
are necessary: composite omit map, feature-enhanced map,
polder map [1], efc. Current methods are briefly reviewed

and their application is shown on a single case of an en-
zyme:substrate complex.

1. D. Liebschner, P. V. Afonine, N. W. Moriartz, B. K. Poon,
0. V. Sobolev, T. C. Terwilliger, P.D. Adams. Acta
Crystallogr. D73, (2017) 147-157.

This publication was supported by project BIOCEV
(CZ.1.05/1.1.00/02.0109) and CIISB4HEALTH (CZ.02.1.
01/0.0/0.0/16_013/0001776) from the ERDF fund and by
the Grant Agency of the Czech Technical University in
Prague, grant No. SGS16/246/OHK4/3T/14.
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