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Principle of dominant adhesive mode explains why porous materials improve
crystallization of biological macromolecules

PRINCIP DOMINANTNÍHO ADHEZNÍHO MÓDU VYSVÌTLUJE PROÈ PÓRÉZNÍ
MATERIÁLY ZLEPŠUJÍ KRYSTALIZACI BIOLOGICKÝCH MAKROMOLEKUL
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Od dob, kdy byla krystalizace proteinù popsána již pøed
180 lety v knize F. L. Hünefelda [1], bylo publikováno
obrovské množství prací z nichž nìkteré zdánlivì pøipo mí -
na jí “mysliveckou latinu”. Paralelnì s pracemi zdùraz òu -
jícími nutnost vysoké èistoty všech složek krystalizaèního
roztoku existuje mnoho prací prokazatelnì vykazujících
pozitivní vliv “neèistost” uvnitø krystalizaèní kapky.
Napøík lad pozitivní vliv pøítomnosti fousu èerného
kocoura, žínì konì Huculského, kouskù vhodných zeolitù
[2], kousku nanopórézního skla (bioglass 45S5) na bázi
hydroxyapatitu [3], uhlíkových nanotrubièek [4], kousku
polymeru do kterého byly provedené otisky tvaru molekul
cílového proteinu (molekulárnì imprintované polymery)
[5], folie s umìle zvrásnìným povrchem (zvlnìní povrchu
vyvolané ostrým záøezem v plasmovì modifikovaném
elas to meru PDMS) [6], kousku slídy s chemicky modifi -
kovaným povrchem [7], atd. 

Je zøejmé, že spoleèným rysem všech het ero-materiálù
s pozitivním úèinkem na krystalizaci proteinù je jejich
povrchová èlenitost. Problém je, že experimentální pozo ro -
vání jsou v tìchto pracích doprovázená pokaždé jiným
teoretickým zdùvodnìním (napø. vyšší koncentrací mole -
kul proteinu v dutinách [7], vysoký el.potenciál na ostrých
výbìžcích “fraktálního povrchu” het ero-materiálu [6],
atd.), což znemožòuje optimalizaci tìchto materiálù. Ani
nejnovìjší studie držící se klasického konceptu krysta li za -
ce  [8] nedávají jednoznaèné vysvìtlení proè proteiny krys -
ta lují na het ero-materiálech lépe. 

Náš princip dominantního adhezního módu respektuje
fakt, že velký povrch molekul proteinu nabízí obvykle
nìkolik adhezních ploch, které umožòují nìkolik možných
zpùsobù shlukování molekul proteinu do klastrù. To
odpovídá èasto pozorovanému polymorfizmu pøi krysta li -
za ci proteinù. Pravidelnost (a tedy i stabilita) novì formo -
vaných krystalizaèních zárodkù proto silnì závisí na tom,
zdali se nám podaøí správným nastavením krystalizaèních
podmínek zamezit nejednoznaènému skládání molekul
proteinu do vznikající pevné fáze. 

Pokud jde o pozitivní vliv pórézních heterogenních
materiálù na krystalizaci, považujeme za podstatné to, že
póry s vhodnými vlastnosti pøedem orientují molekuly
protei nu tak, aby se molekuly skládaly do vznikajících
klas trù  jednoznaèným zpùsobem. Klastry proteinù vznika -
jící ve volném roztoku jsou ménì pravidelné, ménì
stabilní, jsou více vystavené okolním turbulencím a mají
proto pouze krátkou dobu života. Naopak v chránìném

prostøedí het ero-materiálu jsou tyto klustry pravidelnìjší a
vyvíjejí se ve stabilní krystalová jádra. To nám dává
mož nost pøípravy difrakènì kvalitnìjších krystalù na
povrchu heteromateriálu a možnost volit vhodnou
polymorfní formu správným výbìrem het ero-materiálu.
Proto je použití pórézních materiálù dùležité (kromì
zvýšení pøesnosti difrakèních metod) též pro identifikaci,
které mezimolekulární interakce jsou významné pro bio -
logickou aktivitu a které jsou z biologického hlediska ménì 
dùležité.

Naše dynamická teorie krystalizace tedy popisuje
proces krystalizace proteinù jako výsledek soutìže mezi
možnými adhézními módy mezi všemi molekulami úèast -
ní cími se krystalizace. Princip dominantního adhezního
módu, øíkající že kvalitní krystalickou fázi dostaneme
pouze pokud se nám podaøí zajistit dominanci jediného
adhéz ního módu mezi molekulami proteinu vhodným
nastavením krystalizaèních podmínek  [9,10], nám tedy
dává možnost racionálnì ovládat krystalizaèní proces. V
èlánku [11] popisujeme jak lze adhezi mezi molekulami
proteinu ovládat složením krystalizaèního roztoku. Zde
ukážeme, že princip dominantního adhezního módu vys -
vìt luje nekonfliktnì (a na jednom spoleèném základu)
iniciaci krystalizace proteinù pomocí vhodných hetero -
genních objektù. Ukážeme, že náš pøístup vysvìtluje
všechna dostupná experimentální pozorování ve všech
šesti rozsáhlých a dobøe fundovaných studiích uvedených
v úvodu. 

Doufáme, že znalost funkce porézních materiálù pøi
krysta lizaci umožní optimalizaci souèasných metod krysta -
lizace proteinù založených na metodì zkoušek a chyb
systematickým skanováním tisícù krystalizaèních pod -
mínek. Cílem je nejen zvýšení úèinnosti, spolehlivosti a
pøes nosti výsledkù strukturní analýzy, ale též menší spot -
øeba cílového proteinu a úspora práce. To by bylo též z
ekonomického hlediska pøínosem vzhledem k tomu, že
cena pøípravy cílového proteinu èasto øádovì pøevyšuje
cenu zlata.  
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Knowl edge of the struc ture of pro teins is a key in iden ti fy -
ing and de scrib ing the de tailed mech a nism of bi o log i cal
pro cesses, the de vel op ment of ther a peu tics, the deg ra da -
tion of pol lut ants from the en vi ron ment, etc. One of the
meth ods used to de ter mine the struc ture of pro teins on
atomic res o lu tion is X-ray crys tal log ra phy. For many
years, our lab o ra tory has been re search ing struc tures of dif -
fer ent types and mu tant vari ants of haloalkane dehalo -
genases (HLDs). HLDs are mi cro bial en zymes ex hib it ing
cat a lytic ac tiv ity for the hydrolytic con ver sion of xeno -
biotics and toxic halogenated aliphatic com pounds to the

cor re spond ing al co hols. To date, sev eral ter tiary struc tures
of these en zymes have been solv ing by X-ray dif frac tion
anal y sis. Al though we have sev eral types of newly cloned
en zymes and their mu tants, crys tal lize and struc tur ally
char ac ter ize these en zymes is not triv ial. In the lec ture will
be dis cussed the com pli ca tions in the prep a ra tion of crys -
tals, the en zyme struc tures will be de scribed and the re ac -
tion mech a nism of the dehalogenation re ac tion will be
out lined. 

This re search is sup port ing by the GACR (17-24321S).
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The pop u lar ity of flu o res cent pro teins co mes from their en -
dog e nous co fac tor [1], which is formed spon ta ne ously
when the back bone of three amino acid res i dues
(Ser-Tyr-Gly in the green flu o res cent pro tein) cyclizes and
de hy drates [2, 3].  The fol low ing ox i da tion step ex tends the 
ar o matic sys tem of the na scent chromo phore, which, upon
il lu mi na tion, ex hib its in tense flu o res cence. The chromo -
phore in ter acts strongly with neigh bor ing res i dues within

the 11-stranded b-bar rel. Perturbation of the im me di ate en -
vi ron ment through mu ta gen e sis of key res i dues re sults in
pro tein vari ants with al tered spec tro scopic and chem i cal
prop er ties [4]. Crys tals of flu o res cent pro teins pro vide a
suit able sys tem for de ter min ing di rec tional op ti cal prop er -

ties of the cor re spond ing fluorophores. How ever, knowl -
edge of the ori en ta tion of flu o res cent pro tein mol e cules
within the crys tal is a cru cial pre req ui site.
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Im prove ment of com pu ta tional pro ce dures de pends on the
qual ity of doc u men ta tion of the soft ware al ready used and
on many other soft ware functionalities such as avail abil ity
of the out put files. Fur ther more, the new soft ware should
be cre ated in a form that en ables easy im ple men ta tion and
au to ma tion in other soft ware pack ages, such as CCP4 [1]
or PHENIX [2].

A new script baSHELiXir was de vel oped to en able
easy au to ma tion of ex per i men tal phas ing [3]. The script
uti lizes SHELXC/D/E cal cu la tions in a fully au to mated
pro ce dure to an a lyze phas ing in for ma tion of a dif frac tion
data. The script pro vides test ing of var i ous space groups
and of op ti mal sol vent con tent. The script is de signed to
have min i mal soft ware de pend en cies – the SHELX pack -

age, GNUplot and bash. baSHELiXir is mainly use ful for
on-site data anal y sis dur ing syn chro tron data col lec tion.

1. M. D. Winn et al., Acta Cryst. D, 67, (2011), 235-242.

2. P. D. Ad ams et al., Acta Cryst. D, 66, (2010), 213-221.

3. avail able on line:
http://kmlinux.fjfi.cvut.cz/~kolenpe1/baSHELiXir/

4. I. Uson & G. M. Sheldrick, Acta Cryst. D, 74, 106-116.
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OHK4/3T/14, by the MEYS CR (CZ.02.1.01/0.0/0.0/
16-019/0000778) and by the pro ject CIISB4HEALTH
(CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_013/0001776), BIOCEV (CZ.1.05
/1.1.00/02.0109) from the ERDF.
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Small an gle X-ray scat ter ing (SAXS) serves as one of the
com ple men tary meth ods of struc tural bi ol ogy. SAXS al -
lows both char ac ter iza tion and low res o lu tion struc tural
stud ies of macromolecules, with ad van tage of liq uid sam -
ples. Low scat ter ing power of the bi o log i cal mol e cules
makes ex per i ments us ing lab o ra tory equip ment very time
con sum ing, there fore, many us ers opt for us ing ded i cated
SAXS beamlines at synchrotrons. How ever, ad vent of high 
flux X-ray sources as MetalJet (Excillum) and hy brid pho -
ton count ing de tec tors as Eiger (Dectris) made rapid anal y -
sis more ac ces si ble in lab o ra tory.

Cen tre of Mo lec u lar Struc ture is equipped with
SAXSPoint 2.0 (Anton Paar) in stru ment with MetalJet
C2+ X-ray source and Eiger 2M de tec tor. Sam ples can be

loaded to va ri ety of the cap il lar ies us ing an autosampler.
The set of tem per a ture con trolled sam ple stages in clude
low noise cell and cap il lary ca pa ble of on-line UV/Vis ab -
sorp tion spec trom e try. The in stru ment can be rou tinely
used for sam ple char ac ter iza tion, mea sure ment of par ti cle
shape, oligomerization state, crys tal struc ture val i da tion
and more.

The Cen tre of Mo lec u lar Struc ture is sup ported by: MEYS
CR (LM2015043 CIISB); pro ject Czech In fra struc ture for
In te gra tive Struc tural Bi ol ogy for Hu man Health
(CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_013/0001776) from the ERDF;
pro ject Struc tural dy nam ics of biomolecular sys tems
(CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/0000447) from the ERDF.
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Ma te rial re search in all its com plex ity con tin u ously calls
for new anal y sis so lu tions to solve so phis ti cated is sues in
one go. It of ten re quires the vi su al iza tion of struc tural in -
for ma tion in the nano scale to com ple ment si mul ta neous
in ves ti ga tions of the rhe o log i cal be hav ior. The RheoSAXS 
sys tem from Anton Paar is the first com mer cially avail able
in stru ment that al lows us ing both meth ods si mul ta neously
in one setup in the lab. RheoSAXS re solves the com bined
in for ma tion of your sam ple within min utes.

In this con tri bu tion we pres ent a novel ex per i men tal
set-up for per form ing com bined Rheo-SAXS stud ies with
the SAXSpoint 2.0 lab o ra tory SAXS sys tem. The in te -
grated Rheo-SAXS sam ple stage en ables tem per a ture-con -
trolled rhe o log i cal ex per i ments with in-situ de ter mi na tion
of shear-in duced struc tural changes of nanostructured ma -
te ri als on a nanoscopic length scale (from approx. 1 nm to
200 nm) by small-an gle X-ray scat ter ing.

The Rheo-SAXS unit in cludes a rhe o log i cal sam ple
com part ment which is in te grated in the evac u ated SAXS
mea sure ment cham ber. The rhe om e ter mea sur ing head
com prises a high-pre ci sion air-bear ing mo tor which holds
and con trols the rhe o log i cal scat ter ing mea sur ing sys tem in 
the SAXS in stru ment cham ber.

We pres ent dif fer ent com bined rhe ol ogy-SAXS stud ies 
of col loi dal sys tems for in ves ti gat ing shear-in duced struc -

tural changes at the nanometer level which were per formed 
with this novel and op ti mized Rheo-SAXS lab o ra tory
set-up.

Fig ure 1. Rheo-SAXS set-up


