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Molekulární nahrazení je jednou z obecných metod
øešení fázového problému v makromolekulární krystalo -
gra fii, je však kriticky závislé na dostupnosti modelu
strukturnì podobného proteinu, pro který následnì hledá -
me správné natoèení a umístìní v elementární buòce, tak
abychom našli iniciální set fází pro naší krystalovou struk -
turu. Pro gram byl pùvodnì koncipován jako  ab in itio
fázování využívající vysoce strukturnì identické frag -
menty jako jsou polyalaninové alfa helixy. Od záøí 2009,
kdy byl oficilnì uvolnìn pro proteinovì-krystalografickou
komunitu, je jeho základem kombinace pøesného umís •o -
vání strukturnì homologiích fragmentù pomocí programu
PHASER [1] (polyalaninové alfa helixy a pøípadné další
strukturnì identické molekuly) a programu SHELXE [2],
který zlepšuje fáze pomocí algoritmù pro úpravu elektro -
nových hustot a následným trasováním a postupným
budováním krystalové struktury. V souèasnosti pro gram
ARCIMBOLDO3 (http://chango.ibmb.csic.es/) je provo -
zován v nìkolika obmìnách, zaprvé jeho parale li zo vaná
plná verze pro poèítaèový clus ter, ale i zjednodušená verze

pro vícejádrové poèítaèe ARCIBOLDO-Lite, která je
souèástí souboru programù CCP4 i s GUI v CCP4i. 

Použití programu ARCIBOLDO-Lite je demon -
strováno na øešení struktury C-koncové èásti Endolysinu
Corynebacterium phage BFK20. Krystaly poskytly dobrá
difrakèní data, pokusy o fázování metodami SAD a
MIRAD pro krystaly dotované tìžkými ionty a komplex -
ními  molekulami s tìžkými atomy však selhaly.
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Krystalizace proteinù byla popsána již pøed 180 lety v
knize F. L. Hünefelda “Chem i cal prop er ties of an i mal or -
ga ni za tion” [1]. Rychlý rozvoj krystalizaèních technik
proteinù zaèal v 80-tých létech minulého století, kdy zaèalo 
být zøejmé, že rtg. strukturní analýza se stává optimální
metodou  pro stanovení struktury a funkce biologických
makromolekul (viz napø. [2]). Od té doby bylo na toto téma
publikováno  tisíce èlánkù. Obrovské investice do rozvoje
krystalizaèních technik zejména ze strany farmaceutických 
spoleèností vedly k jejich masovému rozvoji a auto ma -
tizaci, která umožòuje testování tisícù krystalizaèních
podmínek s pomìrnì malými nároky na pracovní sílu.
Pøesto krystalizace proteinù zùstává i nadále hlavním

limitujícím faktorem spolehlivého a pøesného stanovení
struktury molekulárních systémù, které bio-molekuly v
orga nizmech vytváøejí. Stále pøevládá nedùvìra, že
existuje spolehlivá cesta k racionální pøípravì dobøe
difrak tujících krystalù. Dùvodem je velké množství použí -
va ných empirických postupù, které mají èasto protichùdná
odùvodnìní. Teoretické práce se zabývají podrobnì
procesem vysrážení makromolekuly z roztoku, ale obvykle 
pomíjí øešení hlavního problému – to, proè ve vìtšinì
pøípadù vzniká nekrystalická sraženina místo pravidelnì
uspoøádaného krystalu.

Naše dynamická teorie krystalizace proteinù je
posta vena na principu dominantního adhezního módu,
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který je podmínkou vzniku pravidelné krystalické fáze.
Nové pojmy adhezní mód, pro tein-povrchovì aktivní
látky (pro tein sur face ac tive agents) umožòují jednotné a 
logické zdùvodnìní všech dosud používaných postupù
krystalizace [3,4,5]. Tento jednotný pohled na krystalizaci
proteinù ukazuje limity použitelnosti souèasných metod a
dává nadìji na pøípravu kvalitnìjších krystalù s lepší
difrakcí a snížení èasové a finanèní nároènosti výzkumu. 

V tomto pøíspìvku ukážeme využití dynamické teorie
pro mikro-pórézní materiály, které jsou schopné øízené
iniciace krystalizace biologických makromolekul.
Døívìjší teorie vysvìtlovaly iniciaci krystalizace v ome -
zeném prostoru zvýšenou koncentrací proteinu v dutinách
mikroporézního  materiálu a vedly ke kontroverzním
závìrùm ohlednì heterogenního materiálu a k diametrálnì
odlišným odhadùm optimální velikosti dutin podle rùzných 
autorù [6]. 

Naše teorie vysvìtluje iniciaci krystalizace orientaèním 
efektem pøi vazbì molekul proteinu na konkávní povrch
dutiny. Jednotná vazba na povrchu substrátu vede k uni -
fikaci zbývajících pro tein-pro tein adhezních módù mezi
makromolekulami v dutinì. Proteinové klastry vznikající z
pøedbìžnì orientovaných molekul proteinu v dutinách jsou 
proto mnohem pravidelnìjší a stálejší než ty vznikající ve
volném roztoku a vedou tedy ke vzniku stabilních krysta -
lizaèních zárodkù. 

K cílené pøípravì mikroporezního materiálu s dobøe
defi no vaným tvarem a velikostí pórù je možné použít
napøík lad speciální polymery s molekulárním otiskem
(mo lec u larly im printed poly mers) [7]. Pøedpokládáme,
že cílený návrh a pøíprava mikroporézního iniciátoru
krystalizace umožní øízenou pøípravu velkého množství
mikrokrystalkù potøebných pro sériovou proteinovou
krystalografii na femtosekundových zdrojích rtg záøení
(femto second X-ray la ser fa cil i ties).
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Cur rently ap proved epigenetic drugs tar get mainly metal-
 de pend ent histone deacetylases (HDACs), which are key
epigenetic reg u la tors. Yet, cross-re ac tiv ity of these drugs
for the struc tur ally sim i lar but func tion ally dif fer ent
HDAC isozymes ham pers their broad us age in clin i cal set -
tings. Se lec tive in hib i tors tar get ing sin gle HDAC isozymes 
are be ing de vel oped, but our pre cise un der stand ing in mo -
lec u lar terms of their se lec tiv ity re mains sparse. PCI-34051 
and NCC-149 were among the first in hib i tors dis play ing
isozyme-spec i fic ity for their tar get, HDAC8. In this re port,
we show nu mer ous struc tures of HDAC8-in hib i tor com -
plexes solved by X-ray crys tal log ra phy. These struc tures

re veal how HDAC8-se lec tive in hib i tors build their se lec -
tiv ity on spe cific in ter ac tions, no ta bly with the HDAC8 ac -
tive site cat a lytic ty ro sine, but also through con tacts with
the HDAC8 L6 loop that forms, to gether with the L1 loop,
a HDAC8-spe cific pocket. These in ter ac tions are en abled
by the spe cific size and con for ma tion of the HDAC8 L1
and L6 loops, which leave the cat a lytic ty ro sine un cov ered, 
and by the con strained L-shape of HDAC8-se lec tive in hib -
i tors. Col lec tively, our re sults high light the im por tance of
HDAC ac tive site loops and ar chi tec ture, and pave the way
for the de sign of next-gen er a tion se lec tive HDAC in hib i -
tors.
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Haloalkane dehalogenases (HLDs) are mi cro bial en zymes
that have at tracted sig nif i cant in ter est be cause of their abil -
ity to cat a lyze the ir re vers ible hy dro ly sis of a wide range of
halogenated com pounds. These en zymes can be used as
po ten tial ap pli cants in in dus trial ca tal y sis, in the
bioremediation and the biosensing of en vi ron men tal pol -
lut ants. Novel haloalkane dehalogenase DgaA (EC 3.8.1.5, 

HLDs) be long ing to the superfamily of a/b hy dro las es,
was iso lated from a psychrophilic and mod er ately
halophilic or gan ism, Glaciecola agarilytica NO2, that was
found in ma rine sed i ment col lected from the East Sea, Ko -
rea. The pu ri fied pro tein di a lyzed against 50mM Tris HCl

buffer (pH 7.5) over night and stored at 193 K was used for
crys tal li za tion ex per i ments in the con cen tra tion of 13.6 mg
ml-1. Screen ing for crys tal li za tion con di tions has been per -
formed by Oryx crys tal li za tion ro bot (Douglas In stru -
ments, Ltd., UK) us ing sit ting drop vapour dif fu sion
method. Com mer cial crys tal li za tion screen In dex HR2-144 
(Hampton Re search, USA) was used for screen ing of
DgaA crys tal li za tion con di tions. Futher op ti mi za tion to
find suc cess ful crys tal li za tion con di tions will be start ing
point for fur ther re search fo cused on struc ture de ter mi na -
tion and and de scrip tion of pro tein func tion.

The work was sup ported from GACR 17-24321S.
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Histidinol-phos phate phosphatase (HolPase, EC 3.1.3.15)
cat a lyzes the dephosphorylation of histidinol-phos phate to
histidinol, which is the eighth step in the histidine bio -
synthesis path way [1]. Histidinol-phos phate phospha tases
be long to the HAD superfamily, crys tal struc tures from the

HAD superfamily share a con served a/b-do main clas si fied 
as a hydrolase fold and usu ally con tain an in ser tion sub -
domain [2]. Pro tein Tt82 from Thermococcus onnurineus
is a 241-res i dues pro tein and ac cord ing to the anal y sis of its 
pri mary struc ture it is con sid ered to be a histidinol-phos -
phate phosphatase. Crys tal screen ing was per formed with
screen ing kit In dex-HR-144 (Hampton Re search, USA)
us ing the sit ting drop va por dif fu sion method at 295 K, ap -
ply ing an Oryx-6 crys tal li za tion ro bot (Douglas In stru -

ments Hunger ford, Eng land). Op ti mi za tion of pre lim i nary
crys tal li za tion con di tions yield ing crys tals was per formed
man u ally with the sit ting drop va por dif fu sion method,
vary ing the drop ra tio and pro tein con cen tra tion. The 3D
crys tals suit able for X-ray dif frac tion mea sure ment were
grown in ap prox i mately 3 weeks from the pre cip i tant com -
posed of 0.2 M Mag ne sium chlo ride hexahydrate, 25% w/v 
Poly eth yl ene gly col 3350, 0.1 M Tris pH 8.5. Na tive data
set was col lected to the res o lu tion of 1.6 C at the BESSY-II
syn chro tron op er ated by Joint Berlin MX-Lab o ra tory
(Berlin-Adleshof, Ger many). Tt82 crys tals be longed to
space group P212121, with unit cell pa ram e ters a = 66.59, b
= 117.47, c = 33.97 C. Al though at tempt ing to solve the
crys tal struc ture us ing mo lec u lar re place ment method with
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homo logues (PDB codes 1qyi, 3pib, 3kbb, 2hdo, 3r3h,
2vvl, 3iru) as search mod els, all tri als us ing MOLREP [3]
and Phaser [4] re sulted in fail ure. There fore, heavy atom
de riv a tive crys tals were grown by co-crys tal li za tion pro ce -
dure with the fi nal con cen tra tion in drop of 1 mM Man ga -
nese (II) chlo ride (the X-ray ab sorp tion edge is 6.5390
keV) in or der to solve the crys tal struc ture us ing the mul ti -
ple wave length anom a lous dif frac tion method.
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In dus trial pro duc tion and the chem i cal in dus try are re spon -
si ble for the grow ing num ber of for eign sub stances
(xenobiotics) in the bio sphere. Al though the met a bolic ver -
sa til ity of mi cro bial com mu ni ties is enor mous, it is not al -
ways that xenobiotics de grade. Sub sti tu tion of halo gens
can lead to an in crease in the tox ic ity of halogenated or -
ganic com pounds, which rep re sent a sig nif i cant pro por tion
of in dus tri ally used sol vents, her bi cides and pes ti cides.
These sub stances have be come the tar get of a num ber of
bioremediation re search pro jects aimed at re mov ing
xenobiotics from in fested ar eas, for ex am ple by the ac tion
of liv ing or gan isms. Dehalogenases, mi cro bial en zymes
ca pa ble of cleav ing a car bon-halo gen bond, have been

shown to be use ful. Dehalogenases in clude sev eral groups
of en zymes such as haloacid dehalogenases. Haloacid
dehalogenase Tt81 was iso lated from an ex tremely
thermophilic and an aer o bic bac te ria Thermococcus
thioreducens,  that lives in hy dro ther mal springs, ar eas
deep un der ground and oil wells. The pu ri fied pro tein Tt81
was used for crys tal li za tion ex per i ments. Sit ting drop
vapour dif fu sion and microbatch un der oil where used as
crys tal li za tion meth ods. The ob tained crys tals were sub -
jected to X-ray dif frac tion and dif frac tion data will be used
for fur ther re search fo cused on struc ture de ter mi na tion. 

The work was sup ported from GACR 17-24321S.
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