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Seznam zKkratek

DNA — deoxyribonucleic acid

HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazine-N-ethanesulfonic acid
His — histidine

IPTG — isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

LB — lysogeny broth

MES — 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid

MME — monomethyl ether

MPD — 2,4-methyl| pentanediol

Ni-NTA chromatografie — nickel-nitrilotriacetic acid

NMR — Nuclear magnetic resonance

PDB — The Protein Data Bank

PEG — polyethylene glycol

pH — potential/power of hydrogen

pl — isoelectric point

PLP — pyridoxal phosphate

RNA — ribonucleic acid

SDS-PAGE - sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
SOC Medium — Super Optimal broth with Catabolite repression

Tris — 2-Amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3- diol

Aminokyseliny:
Ala (A) - alanin Arg (R) — arginin Asn (N) — asparagin
Asp (D) — k. asparagova Cys (C) — cystein Gln (Q) — glutamin

Glu (E) — k. glutamova Gly (G) — glycin His (H) — histidin



lle (I) —izoleucin Leu (L) — leucin Lys (K) — lysin
Met (M) — methionin Phe (F) - fenylalanin Pro (P) - prolin
Pyl (O) - pyrolysin Sec (U) — selenocystein Ser (S) - serin

Thr (T) —threonin ~ Trp (W) —tryptofan  Tyr (Y) - tyroxin 70 Val (V) - valin



1 Uvod

Tryptofan syntasa, ktera pochazi z Psilocybe cubensis, je zajimavym a dulezitym
kandidatem na podporu produkce Psilocybinu. Nékolik studii jiz potvrdilo, ze by se
Psilocybin mohl vyuzivat pii 1é¢bé depresi u pacient s dlouhodobym onemocnénim [1].
Z téchto duvodu je dulezité zajimat se 0 atomarni strukturu a nadale i funkci tryptofan

syntasy TrpB z rodu Psilocybe.

V poslednich letech se ke zjistovani struktury makromolekul nejvice pouziva
metoda rentgenové difrakéni analyzy. K této metodé je potfeba vypéestovany krystal
studovaného proteinu. Pravé proces krystalizace je obtizny a nejvice ¢asové naroény krok
pii strukturni analyze proteinu. Je nutné nejdiive pfipravit protein pro krystalizaci
a nasledné optimalizovat podminky pro Krystalizaci tak, aby byl vypéstovan krystal, ktery

bude vhodny pro rentgenovou difrakéni analyzu [2].

Teoreticka ¢ast této bakalaiské prace se obecné zabyva ptipravou proteinu pro
krystalizaci, jednotlivymi metodami, jak spravné a efektivné namnozit a vycistit protein
a jak Cistotu proteinu posléze otestovat. Poté se zabyva obecnou krystaliza¢ni teorii,
zakladnimi krystalizaénimi technikami a testy krystali. Nakonec teoreticka ¢ast obsahuje
kapitolu o studovaném proteinu — tryptofan syntase TrpB a o rodu, ze kterého tato
tryptofan syntasa pochazi, Psilocybe cubensis.

V praktické ¢asti je popsan postup piipravy proteinu od klonovani, pfes expresi
a purifikaci, az k analyze Cistoty proteinu. Nakonec je zde uveden proces krystalizace

tryptofan syntasy TrpB, postup jednotlivych krystaliza¢nich experimentd a jejich vysledky.

1.1 Cile prace
Cile prace pro bakalatskou préci byly nasledujici:
1. Zvladnout zékladni a pokrocilé krystalizacni metody na modelovém proteinu
2. Vypurifikovat protein TrpB za pomoci standardnich chromatografickych metod

3. Charakterizovat studovany protein a nalézt krystalizatni podminky pro pfipravu

proteinovych krystalt TrpB



4. Optimalizovat krystalizaéni podminky a pfipravit krystaly proteinu TrpB

v difrakéni kvalité

5. Otestovat piipravené krystaly a pokusit se ziskat difrak¢ni data



2 Literarni prehled

2.1 Piiprava proteinu pro krystalizaci

Ptiprava proteinu je dilezitym krokem pied zahajenim vlastni krystalizace, ktery
muze vyznamné rozhodovat o tom, jak snadno bude nasledné protein krystalizovat [3].
Zakladni ptedstavu o chovani nové studovaného proteinu poskytne odborna literatura jeste

ptfed samotnou praci v laboratofi.

V laboratoii se provadi nckolik zakladnich krok pro piipravu proteinu pro

krystalizaci o co nejvhodng&jsi kvalité:
1) Cisténi ze zdroje nebo klonovani
2) Exprese
3) Purifikace
4) Hledani podminek krystalizace

Bakalarska prace se zaméfuje na tyto kroky. Pfehledné schéma jednotlivych krokd,

které mohou vést k uspésné krystalizaci, je zobrazeno na Obrazku 1.

DNA studovaného Klonovani Exprese proteinu Purifikace proteinu Krystalizace proteinu

IR ERA

proteinu

Obrazek 1: Schéma piipravy proteinu pro krystalizaci (upraveno z [4]).

2.1.1 Klonovani

Klonovani je soubor experimentdlnich metod v molekularni biologii, kdy se
namnozi usek DNA do velkého mnozstvi klonti. Klon je soubor identickych molekul nebo
bun¢k odvozenych z piivodni molekuly [5]. Klonovani se pouziva k sestaveni molekul

rekombinantni DNA a k fizeni jejich replikace v hostitelskych organismech [6].



Proces klonovani probihd tak, ze se nejdiive vlozi segment DNA do klonovaciho
vektoru, tim vznikne rekombinantni molekula DNA, kterd se nasledné¢ pomnozi

V hostitelském organismu [5].
2.1.2 Exprese proteinu

Exprese proteinu slouzi k ziskani vétsiho mnozstvi studovaného proteinu.
Rekombinantni protein se ziskd pomoci né€kolika krokti, gen je v expresnim vektoru
transformovan na hostitele a indukovdn. Po téchto krocich uz je protein pfipraven

k purifikaci [7].

Expresni vektor je obvykle plazmid, ktery podporuje expresi do néj vloZenych

cizorodych DNA, tuto expresi umoziuje pomoci regulac¢nich sekvenci [5].

Volba hostitelského systému je klicem k Gspésné produkeci rekombinantniho
proteinu. Mezi tyto hostitelské systémy patii bakterie, kvasinky, vldknité houby, savci
a hmyzi buiiky. Kazdy hostitelsky systém ma svoje vyhody a nevyhody a vybér systému
zalezi na studovaném proteinu [8; 9]. Nejcastéji pouzivanym hostitelskym systémem je
Escherichia coli. Jeho hlavni vyhodou je velmi rychla kinetika ristu [10], velka produkce
proteinu a nizké vyrobni ndklady. Naopak nevyhoda systému je absence eukaryotickych
posttransla¢nich modifikaci a tvorba inkluznich télisek. Inkluzni téliska jsou obvykle

Spatné poskladané rekombinantni proteiny, které nasledné ztraceji svoji funkei [11].
2.1.3 Purifikace

Purifikace je proces €isténi, jehoz cilem je ziskani vzorku proteinu, ktery obsahuje
jen studovany protein [12]. Protein musi byt co nejvice homogenni, ¢im vy$$i homogenita
vzorku, tim je vys§i pravdépodobnost uspéSné krystalizace. Pfitomné drobné necistoty

muzou ovliviiovat nebo dokonce branit krystalizaci [13].

Nicméné nelze k purifikaci vSech proteinti pouZit jen jednu metodu. Proteiny se 1isi
velikosti, nabojem, rozpustnosti nebo specifickou vazebnou afinitou, vSechny tyto
vlastnosti ovliviluji vybér metody [14]. Obvykle se neprovadi jen jedna metoda, ale série
jednotlivych metod, znichz je kazda zalozena na jiném principu separace, vedouci

k ziskani ¢istého proteinu [12]. Nejbéznéjsi metody pro purifikaci proteint zahrnuji

chromatografii [15].



2.1.3.1 Chromatografie

Chromatografie je biofyzikdlni metoda, pomoci které provadime separaci,
identifikaci a purifikaci smési latek. Chromatografie je zalozena na principu déleni smési
latek mezi dvéma fazemi, stacionarni fazi, ktera je upevnéna na kolon¢, a mobilni fazi.
Podle typu interakce rozdélujeme chromatografii na rtizné separaéni techniky [16]. Mezi
zakladni techniky pouzivané pro purifikaci proteint je afinitni, iontové-vymeénna a gelova

chromatografie.
2.1.3.1.1 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie vyuzivd schopnosti proteinu, ktery se dokaze specificky
vazat na jinou molekulu. Na kulicky v koloné jsou kovalentn¢ navazany molekuly ligandu,
které se specificky vazou na pozadovany protein. Na kolon¢ se tedy zadrzi pouze proteiny,
které se navazou na ligand, ostatni proteiny protecou kolonou bez zadrzeni [14]. Ligandy
mohou byt biologické molekuly jako napiiklad peptidy, protilaitky nebo nukleonové
kyseliny nebo také muzou vyuZzivat nespecifické interakce s lektiny, barvivy nebo

hydrofobnimi skupinami [17].

Proteiny, které jsou navazany na ligand v kolong, se poté dostanou z kolony pomoci
eluce. Eluce vede ke snizeni afinity proteinu K ligandu pomoci pfidani nadbytku ligandu,

zménou koncentrace soli nebo zménou pH [14].

Mezi typy chromatografie, které se pouzivaji pro €isténi rekombinantnich proteint,
patii Ni-NTA afinitni chromatografie, kterd je zaloZena na vazbé& Sesti po sob¢ jdoucich
histidinovych zbytka (6xHis) na imobilizovanych iontech niklu. Tato interakce je velmi
selektivni a umoznuje ¢isténi proteini pouze v jednom kroku. Protein se poté da velmi

jemne eluovat z kolony pomoci kompetice s imidazolem [18].
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Obrazek 2: Schéma afinitni chromatografie (upraveno z [12]).

2.1.3.1.2 Tontové-vyménna chromatografie

V iontové-vyménné chromatografii se proteiny oddéluji na zdklad¢ jejich
rozdilnych nébojii. Smés proteinti obsahuje rizné naboje pii daném pH, proto kdyz protein
protéka kolonou, ktera obsahuje kladné nabité kulicky, zadrZi se na koloné jen proteiny
S negativnim nabojem, protein S neutralnim nebo kladnym nabojem protece bez pieruseni
[14]. Pro pouziti iontové-vyménné chromatografie je nutné znat izoelektricky bod proteinu
[17]. lzoelektricky bod pl proteinu ur¢uje hodnotu pH, pifi kterém ma protein nulovy
povrchovy naboj [15], pfi této hodnot¢ by méla byt provadéna iontové-vymeénna

chromatografie [17].
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Obrazek 3: Schéma iontové-vyménné chromatografie (upraveno z [12]).

2.1.3.1.3 Gelova chromatografie

Pti pouziti gelové chromatografie se proteiny separuji jen na zaklad¢é velikosti.
Kolona je tvofena poréznimi kulickami [12], které jsou nejcastéji vyrobeny
z polyakrylamidu, dextranu nebo agardzy [14]. Do jednotlivych otvori mohou vniknout
malé molekuly proteinu, ztohoto diivodu se daleko déle zadrzi na koloné neZ velké
molekuly proteinu. Velké molekuly tedy protékaji kolonou daleko rychleji, protoze jsou
pouze Vv roztoku, a vytékaji z kolony jako prvni [12].

Porezni
kulicka ~
Malé molekuly
proteinu
pronikaji do -1
kuli¢ek
\rfrzo(:::u Velké molekuly
projdou bez
preruseni ~——y
Gels
kulickami

00000 0DDOD DooODD e

Obrazek 4: Schéma gelové chromatografie (upraveno z [12]).




2.1.4 Analyza Cistoty a homogenity

Analyza kvality vycisténého proteinu je koneénym a zisadnim bodem procesu
produkce proteinu [19]. Nej¢astéji pouzivané metody pro analyzu Cistoty jsou rizné typy

elektroforézy, hmotnostni spektrometrie nebo nuklearni magneticka rezonance.
2.1.4.1 Elektroforéza

Jednou z nejpouzivanéjSich metod je elektroforéza [20], ktera je zaloZena na
pohybu proteini s nabojem v elektrickém poli [12]. Elektroforéza poskytuje informace jak
0 velikosti proteinu, ale také zda jsou v proteinu pritomny né&jaké necistoty. Tato analyza
muze probihat bud’ za denaturujicich podminek (napif. SDS-PAGE) nebo za
nedenaturujicich podminek (napf. nativni elektroforéza) [20]. Denaturace proteint

znamena narus$eni kvartérni, terciarni i sekundarni struktury proteint [21].
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NS / Vzorek
‘ < Prouzek
-~ : Gel
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g v v o
% o Elektroda
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Obrazek 5: Schéma elektroforézy (upraveno z [22]).

2.1.4.1.1 SDS-PAGE

Nejrozsitenéjsi denaturujici metoda pro hodnoceni Cistoty proteini je SDS-PAGE
elektroforéza. Proteiny se nejdiive denaturuji pomoci dodecylsulfatu sodného (SDS) [19],
ktery se vaze na hydrofobni Casti proteinu a tim narusuje proteinovou strukturu a zaroven
umoziuje proteinu existovat Vvroztoku ve stabilni form¢ [17]. Navazanim SDS
denaturovany protein ziska negativni naboj, ktery je mnohem vétsi neZ naboj nativniho
proteinu a je zhruba umérny hmotnosti proteinu. Nékdy se ke vzorku piidava
B-merkaptoethanol nebo dithiotreitol, tyto latky redukuji disulfidické mustky, ¢imz

napomahaji denaturaci proteinu [12].



Pti SDS-PAGE se pouziva polyakrylamidovy gel, ktery se ptipravuje radikdlovou
polymeraci akrylamidu se zesitovacim ¢inidlem bisakrylamidem. Polymerace neprobiha
spontann¢, probiha pouze v ptritomnosti volnych radikala a katalyzatoru. Jako iniciator
polymerace se pouziva persiran amonny (APS), pfi jehoZ rozkladu vznikaji volné radikaly.
Vzniklé volné radikaly jsou stabilizovany pomoci katalyzatoru tetramethylethylendiaminu
(TEMED) [23].

Proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti se pohybuji gelem rychleji, naopak velké
proteiny zustavaji pobliz mista, kde se smés aplikovala. Rychlost migrace proteinu je

ovlivnéna velikosti poru v gelu a silou elektrického pole [14].

Smés proteinu

Gel

Smér pohybu

Vysledek
elektroforézy

Obrazek 6: Schéma SDS-PAGE elektroforézy (upraveno z [24]).

Nejbéznéjsi zplsoby vizualizace proteinti v polyakrylamidovych gelech jsou
pomoci Comassie blue a stiibra, které se vdzou na proteiny. Barveni pomoci Comassie
blue je jedna z nejvice pouzivanych metod, protoze je to rychly, jednoduchy a levny
zpusob barveni. Comassie blue se vaZe nespecificky na vSechny proteiny. Nasledné
odbarveni poté eliminuje pozadi a na gelu zlistavaji proteinové pasy a gel je mozné
zdokumentovat [25]. Nevyhodou techniky je nicméné jeji detekéni limit, ktery je pouze
zhruba 100 ng [26] a nizka reprodukovatelnost [27].

Naopak barveni pomoci stiibra je jednou z nejcitlivéjsich metod barveni, dokaze
detekovat az 1 ng proteinu [26]. Barveni stiibrem je zalozeno na vazb& proteint s ionty
stiibra. Tyto ionty stfibra se ve vyvolavacim roztoku redukuji na kov stiibra, ktery pak

24

proces nez barveni pomoci Comassie blue, proto toto barveni neni tak popularni [27].



2.1.4.1.2 Nativni elektroforéza

Nativni gelova elektroforéza probihd za nedenaturanich podminek a rozdéluje
proteiny podle jejich velikosti a naboje [17]. Elektricky naboj proteinu zavisi na jeho
aminokyselinovém slozeni a posttransla¢nich modifikacich [28]. Protein, ktery ma vétsi
naboj pti daném pH, se pohybuje v gelu rychleji. Nej¢astéji pouzivana hodnota pH pii
nedenatura¢nich podminkach je 8.8, pfi které ma vétSina proteinii negativni naboj.
Je dulezité pracovat pii takovém pH, aby to neposkodilo studovany protein [17]. Vzhledem
K tomu, Ze protein nedenaturuje a zachovava si svoji terciarni ¢i kvartérni strukturu, jeho
velikost bude také ovliviiovat mobilitu na gelu, ¢im slozenéjsi struktura, tim se bude
protein pohybovat na gelu rychleji. Z téchto divodu je nativni elektroforéza citliva na
jakykoliv proces, pfi kterém protein méni naboj nebo konformaci [28]. Nasledné barveni

gell je stejné jako u SDS-PAGE pomoci Comassie blue nebo pomoci stribra.

2.1.4.1.3 1zoelektricka fokusace

Dalsim typem elektroforézy je izoelektricka fokusace, ktera separuje proteiny na
zaklad¢ jejich relativniho obsahu kyselych a bazickych zbytkl pifi gradientu pH, ktery se
vytvoii pomoci elektrického pole. Pii izoelektrické fokusaci se rozliSuji proteiny podle
jejich izoelektrického bodu pl, pti této hodnoté pH se protein v gelu nepohybuje. Kazdy
protein se tedy bude pohybovat pti gradientu pH v gelu, dokud nedosahne polohy, ve které
je pH rovna izoelektrickému bodu. Izoelektricka fokusace dokaze rozlisit i proteiny, které

se lii v pl az 0 0,01 [12].

izoelektricka fokusace

o -

o COC00 Pl a

m |

pH gradient

Obrazek 7: Schéma izoelektrické fokusace (ptevzato z [29]).
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2.1.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, ktera rozdéluje proteiny podle
jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z). Pomoci hmotnostni spektrometrie Ize stanovit
molekulovou hmotnost nezndmého proteinu nebo Ize zjistit strukturni a chemické
vlastnosti jiz znamého proteinu. Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi Casti: iontovy
zdroj, hmotnostni analyzator a detektor iontii. lontovy zdroj ptevadi neutralni molekuly na
ionty v plynné fazi pomoci ionizace. lhned po ionizovani molekul se v hmotnostnim
analyzatoru rozdéli podle poméru hmotnosti a naboje. Oddélené¢ ionty jsou poté

detekovany a ze ziskanych informaci se sestavi hmotnostni spektrum [30].

vzorek
!onto_ : Hmot’n. Lo
zdroj | : |analyzator
(vakuum)é vakuum

Obrazek 8: Schéma hmotnostni spektrometrie (pfevzato z [31]).

2.1.4.3 Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) se pouziva ke studovani vnitinich
spinovych vlastnosti atomovych jader [32]. Pfi NMR je koncentrovany roztok obsahujici
protein umistén do magnetického pole, kde jsou métfeny ucinky rozdilnych radiovych
frekvencich na rezonanci riznych atomovych jader. Tato technika se vétSinou pouziva
K urCovani struktur malych proteini. Velkou vyhodou NMR je, ze neni nutné mit
vypéstovany krystal a lze méfit protein v roztoku, nicméné je tato technika omezena na

proteiny, které jsou mensi nez piiblizné 20 kDa [14].

2.2 Krystalizace

V dnesni dob¢ je velice dilezité znat trojrozmérnou strukturu makromolekularnich
latek, zjiSténa struktura se pouziva k objasnovani vnitiniho fungovani makromolekuly

v zivé bunce. Jednou z nejvyuzivangjSich technik k urCovani struktury proteint je
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rentgenova krystalografie. Pro studium proteinu za vyuziti rentgenové krystalografie je

nutné vypéstovat krystal pomoci procesu krystalizace [33].

Principem krystalizace je hledani individualnich podminek a parametrd, které
nasledné ovliviiuji vznik makromolekularnich krystali. Tyto podminky se musi
optimalizovat tak, aby byl ziskan kvalitni krystal, ktery se nadale pouzije pro difrakéni
experiment [34]. Krystalizace proteinu vyzaduje pomalé pievedeni proteinu do vysokého
stupné piesyceni. Pouzity vzorek by tedy mél byt koncentrovan na nejvyssi moznou

uroven, ale zaroven nesmi dochazet k jeho agregaci nebo vysrazeni [33].
2.2.1 Princip krystalizace

Proces krystalizace je definovan nasledujicimi kroky: nukleaci, ristem krystala
a zastavenim ristu krystali [35]. V pribéhu nukleace se adekvatni mnozstvi proteinu
sdruzuje a po piekroceni limitu nasyceni vytvoii stabilni agregat. Agregat je kritické jadro,
které poskytuje povrch vhodny pro rust krystald [35]. Nukleaci je mozné podpofit

zavedenim vzorku do precipita¢niho ¢inidla [33].

Po nukleaci nastava rastova faze, ktera je tfizena difuzi castic na povrch agregatu
a jejich uspofddani v rostouci krystal. Interakce, které vedou k tvorbé proteinovych
krystalli, jsou vysoce specifické a organizované tak, aby podpoftily tvorbu trojrozmérné
krystalové mtizky [35]. Krystal, vhodny pro strukturni analyzu, se tvoti z malého mnozstvi
krystalickych jader, které zvétSuji svoje rozméry nezavislou rychlosti a idedlné€ bez defekt
[34]. Pokud dojde k vycerpani proteinovych molekul, dochazi k ukonéeni rtstu krystalt
[35].

Vypéstované krystaly proteint se skladaji v priméru ze zhruba 50% rozpoustédla,
tato hodnota se 1isi v zavislosti na konkrétnim proteinu, zbytek krystalu tvofi protein. Da se
tedy fict, ze krystal proteinu je uspofadany gel, v jehoz intersticialnich kanalcich volné

difunduje rozpoustédlo nebo jiné malé molekuly [2].

Zda protein vykrystalizuje do vhodného krystalu, uréuji jeho vlastnosti, hlavné
Cistota a homogenita. V nékterych piipadech mulze protein vytvofit velké mnozstvi
mikrokrystalli nebo naopak velké multikrystalické agregaty, vétSinou postaci jen nepatrna
modifikace experimentalnich podminek, aby vznikl krystal vhodny ke strukturni analyze.
V opacnych situacich, kdy roztok ziistane Ciry nebo vytvoii nekrystalické gely ¢i amorfni

precipitace, je nutna kompletni modifikace podminek [34].
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2.2.2 Fazovy diagram

Féazovy diagram je graf, ktery predstavuje stav vzorku v zavislosti na okolnich
podminkach. Tento graf mlze byt funkci vSech proménnych v systému, nicméné
u proteinového roztoku se jako proménné nejvice pouZzivaji koncentrace proteinu

a precipitac¢niho ¢inidla, teplota nebo jiné vlastnosti rozpoustédla [36].

Krystalizace makromolekul vyzaduje, aby se protein dostal do piesycen¢ho stavu.
Ve stavu presyceni je v roztoku ptitomna urcéita koncentrace proteinu, ktera presahuje mez
rozpustnosti [2]. Rozpustnost proteinu zavisi na slozeni aminokyselin proteinu a na
okolnich fyzikalné-chemickych podminkach, napif. pH, teplota nebo piitomnost jiného
roztoku [17].

Féazovy diagram rustu krystalli se rozd€luje na tii oblasti podle Grovné piesyceni.
Nejvyssi uroven presyceni, oznaCovana také jako oblast precipitace, je oblast, kde
molekuly vytvati amorfni agregaty (precipitaci). Ve stiedni Grovni piesyceni (,,labilni nebo

ree
1

nuklea¢ni*) dochazi k ristu a nukleaci jader. V nejnizs§i Grovni (,,metastabilni*) je rust
pouze podporovan [35]. Pokud je roztok nenasyceny, protein se nebude srazet a kapka
zustane ¢ira [33]. Nejlepsi postup pro vznik krystalu je vyvolani nukleace v labilni oblasti,
poté co se vytvori jadra a koncentrace proteinu klesne, systém se tedy dostane do
metastabilni oblasti, kde dochazi kpomalému rustu [35]. Féazovy diagramu

a jednotlivé oblasti nasyceni proteinu zobrazuje Obrazek 9.

Nasyceny

4
Oblast precipitace

Koncentrace proteinu

Labilni (nukleaéni)
oblast

—~—

Metastabilni
oblast
Nenasyceny

Koncentrace srézeciho ¢inidla

Obrazek 9: Fazovy diagram rastu krystald (upraveno z [37]).
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2.2.3 Pre-krystaliza¢ni test

Pro uspésnou krystalizaci je potiebné stanovit vhodnou koncentraci proteinu tak,
aby krystalizace nevedla ke srazeninam nebo naopak cistym kapkam. Ke stanoveni
koncentrace se pouziva pre-krystaliza¢ni test. Optimalizace koncentrace proteinu pied
krystalizaci vede k efektivnéjSimu vyuziti proteinu a zvySeni Sance na krystalizaci, protoze

dochazi v mensi mife K negativnim vysledkiim [13].

Nejcastéji se pouziva PCT (Pre-Crystallization Test) test od Hampton Research
(USA), ktery obsahuje 4 ¢inidla k hodnoceni koncentrace proteinu. Nejdiive se vyhodnoti
reakce proteinu se dvéma C¢inidly, pokud je protein citlivy na koncentraci soli nebo
polymerd, vyhodnoti se poté pomoci zbylych dvou c¢inidel. Vysledky PCT poté naznadi,
zda je koncentrace vhodna pro krystalizaci nebo by mélo byt provedeno tedéni,

koncentrovani nebo testovani homogenity vzorku [13].
2.2.4 Krystalizacni techniky

Krystalizacni techniky slouZi pro pfevedeni proteinu do stavu presyceni. Téchto
technik existuje v dnesni dob¢ velké mnozstvi a navzajem se lisi tim, jakym zptisobem je
dosahnuto stavu piesyceni. Mezi nejvice pouzivané techniky patii techniky zaloZzené na
difuzi par, davkova krystalizace nebo dialyza [38], tyto metody jsou vice popsany

v Tabulce I.

NejstarSi technika je technika davkové krystalizace. Jiz na zacatku pokusu je
koncentrace proteinu vétsi nez koncentrace precipitacniho ¢inidla, tim padem je protein
piesyceny a nachézi se v labilni oblasti fazového diagramu. Pfesyceni proteinu je natolik
velké, aby mohla byt zahdjena nukleace. Ristem krystall dochédzi ke snizovani urovné
presyceni a systém se dostavd do metastabilni oblasti. Po celou dobu pokusu se
koncentrace precipita¢niho ¢inidla neméni [38]. Tato technika se v dnesni dobé cCasto
provadi pod smési parafinového a silikonového oleje, podle poméru jednotlivych oleju se

ovlivituje vyparovani vody z kapky [39].

Na zacatku krystalizace pomoci difuze par se kapka proteinu s precipita¢nim
¢inidlem umisti nad rezervoar s precipitaénim c¢inidlem a izoluje od okolniho prostiedi
[39]. V této smési je protein nenasyceny. Diky vypafovani se v prubéhu zmenSuje objem

kapky, tudiz se zvySuje koncentrace proteinu a precipitacniho ¢inidla. Protein se tedy

14



dostava do stavu presyceni a zafind nukleace. Koncentrace precipitaéniho Cinidla se

zvySuje, dokud se nedosahne rovnovahy mezi kapkou a rezervoarem [38].

Pti dialyze je protein v komoie odd€leny od precipitacniho ¢inidla semipermeabilni
membranou, ktera je propustna pouze pro sil, a ne pro biologické makromolekuly. Cinidlo
se pomalu vypafuje a prostupuje pfes membranu K proteinovému roztoku. Koncentrace
precipitatniho c¢inidla se tedy v komoie zvySuje [38], dokud nevytvoii koncentra¢ni
gradient (tzv. oblast lokalniho piesyceni). Protein se tedy zakoncentrovava a dochazi

k nukleaci [34]. Objem kapky proteinu zistava po celou dobu konstantni [38].
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Tabulka I: Nejpouzivangjsi krystaliza¢ni techniky (Obrazky pievzaty z [35]).

éﬁﬁﬁfﬁy Podtechnika Uglslt(‘;m Obrézek Vihody Nevihody
'e;%%hdgﬁgst Rychlost
Davkova | Mikrokrystalizace | Pod tenkou ] ochrana ’ ustanoveni
krystalizace pod olejem vrstvu Krvstalu pred rovnovahy
atc Icropbatc interniho « muze oviivni
(Batch (Microbatch internth “, iysusenlfm ize ovlivnit
method) under oil) oleje ysusentm, rust a kvalitu
maly objem o
. krystald
proteinu
Rychlost, Riziko pftilnuti
Na jednoduchost, krystalti
Sedici (Sitting podlozce @ cena, stabilni k povrchu a
drop) nad poloha vsedg, nasledna
rezervoarem kompatibilita obtizna
s gely manipulace
Rychlost,
Na spodni jednoduchost,
Diftize par s . stranu Q cend, snadny ,
Visici (Hanging ] pristup ke Omezeny
(Vapor drop) kryciho krystalim objem kapk
diffusion) P skli¢ka nad : . . PKY
reZervVOir moznost vice
pokust
zaroven
Mensi
Mezi dve L & exponovana
Sendvicova kryci ploczlirlf;:lipky, Casova
(Sandwich drop) | skli¢ka nad naro¢nost
rezervoar rychlost
ustaveni
rovnovahy
Do malého L
Knofliku Snadna zména
pokrytého koncentrace
Dialyze Mikrodialyza dialyzacéni rrii)edrljlz ?/r;[, kl(\)lrilzzeflggl\tazlgé
(Dialysis) (Microdialysis) | membranou
do rychlost roztoky PEG
sréveciho ustanoveni
roztoku rovnovahy

V nékterych piipadech pouziti zakladnich krystaliza¢nich technik nestaci a je nutné

pouzit pokrocilé krystaliza¢ni techniky. Mezi tyto techniky patii naptiklad metoda volné

difaze (Free Interface Diffusion Method), krystalizace v gelech (Crystallization in Gels)

nebo ,,Gel Acupuncture Method“ (GAME). V alternativnich ptipadech se provadi technika

oc¢kovani (Seeding techniques), pii kterém se do presyceného roztoku zavadi jiz

vypéstovany krystal nebo krystaliza¢ni jadra, aby se zvysila kvalita krystalu [2].




2.2.5 Faktory ovliviiujici krystalizaci

Proteiny jsou velice senzitivni na zménu jakéhokoliv vnéjsiho faktoru pfi
krystalizaci. Jakakoliv zména muze ovlivnit vznik Krystalu, nukleaci a rust nebo i jeho
kone¢nou velikost a kvalitu [2]. Z téchto duvoda je nutné pii krystalizaci udrzovat tyto
faktory konstantni [34]. V Tabulce II jsou uvedeny zéakladni faktory chemické, fyzikalni

a biochemické.

Tabulka I1: Zakladni faktory ovliviyjici krystalizaci (upraveno z [2]).

Fyzikalni Chemické Biochemické
Teplota pH Cistota makromolekuly
Cesta k rovnovaze lontova sila Ligandy, inhibitory
Objem mate¢ného louhu | Typ kationtu a koncentrace | Posttransla¢ni modifikace
Gravitace Typ aniontu a koncentrace Zdroj makromolekuly
Tlak Stupeii piesyceni Chemické modifikace
Cas Redukcnl/f) Xl,d actt Genetické modifikace
prostredi
Vibrace Koncentrace Stupen denaturace
makromolekuly
Elektrostat}cke a Kovové ionty Izoelektricky bod
magnetické pole
Viskozita média Detergenty Tepelna stabilita

2.2.6 Test krystalii

V ptipadé Gspésného vypéstovani krystalu je nutné zjistit, zda se jedna o krystal
proteinu nebo soli. Pokud je koncentrace soli v kapce nizsi, nez je jeji pfesyceni, Ve vétsing
ptipadt sul nekrystalizuje a jedna se tedy o krystal proteinu, ale v n¢kterych ptipadech je
koncentrace soli vysoka nebo se v pribéhu pokusu zvysi a mize dojit ke vzniku krystalu

soli [17].

Prvnim ukazatelem, zda se jedna o krystal proteinu nebo soli, mize byt rychlost
vzniku krystalu. Krystaly soli rostou velice rychle, naopak krystal proteinu vétSinou roste
tydny az mésice [17]. Proteinové krystaly jsou ve srovnani s krystaly soli obvykle mensi
velikosti. Dalsim rozdilem mezi krystaly proteinu a soli je jejich vnitini usporadani,
proteinové krystaly obsahuji spoustu intersticidlnich kanalkid, naopak krystaly soli maji
pevnou krystalickou mfizku. Na tomto rozdilu je zalozeno mnoho metod testovani krystalt

[2], zékladni testy jsou uvedeny v Tabulce I11.
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Tabulka Ill: Test krystal (Obrazek 10, 12, 13 pofizeno autorkou, Obrazek 11, 14 pievzat z [13]).

. o Vysledek pro . .
Nazev testu Princip krystal proteinu Krystal proteinu Krystal soli
Rozpad na Rozpad na par
Crush test Drceni krystalu mnoho malych . padna p .
. o o kust s vyvinutim
(Drceni) pomoci jehly kouska bez oxr
vir siwr o vetsi sily
< pouziti veétsi sily
Obrazek 10: Crush
test
Ponechani . Neporuseny
Dehydratace krystalu na R\?Z;’Caﬁ?lﬂ?’ dehydratovany
vzduchu | a4 Y krystal
Obrazek 11:
Dehydratace
w1s . Prostoupeni
Pridani barviva molekul barviva | Zadna absorpce
Dye test obsahujici malé 110 .
. do kanalkd barviva
(Barveni) molekuly ke
krystalu a krystalem
krystalu .
obarveni
, , Band v oblasti S
SDS-PAGE Analyza pomoci molekulové Zadr_ly band,
, SDS-PAGE . projde bez
elektroforéza . hmotnosti .
elektroforézy . zachyceni
proteinu
Obrazek 13: SDS-
PAGE elektroforéza
Urcem’krystvalu Velky pocet
. na zakladé . , Lo
Rentgenova v difrakci Maly pocet
o , nameétenych « 1 . ,
difrak¢ni analyza ” V soustfednych difrakci
hodnot pii RTG ,
, kruzich
analyze

Obrazek 14: Rtg.
Difra. Analyza

2.3 Tryptofan syntasa TrpB

2.3.1 Popis tryptofan syntasy TrpB

Tryptofan syntasa je bi-enzymovy komplex, ktery se obvykle vyskytuje jako

tetramer o2P2 a ktery katalyzuje posledni dva kroky biosyntézy tryptofanu v bakteriich,

kvasinkach, plisnich nebo rostlinaich [40]. Uspofadani a a p — podjednotek je vzdy

linearnim zptisobem offa, aktivni centra kazdé a a B-dimerni jednotky jsou propojeny

tunelem dlouhym 25 A [41]. Podrobné reakéni schéma o a P-reakci je zobrazeno
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na Obrazku 15. a-podjednotka katalyzuje Sté€peni indol-glycerol-fosfatu (IGP) na indol
a glyceraldehyd-3-fosfat (G3P). V B-podjednotce je indol kondenzovan s L-serinem
na L-tryptofan a vodu v reakci zavislé na pyridoxal-5°‘-fosfatu (PLP) [42]. BéZny reaktant,
indol, difunduje z o do B-aktivniho mista tunclem, ¢imz Se zabrani jeho uniku a ztraté
absorpci bunéénymi membranami [43]. Aktivni mista tryptofan syntasy jsou navzajem

regulovana pomoci alosterickych interakci [44].

a-reakce

9]
°
X

E{Ain)

Obrazek 15: Reakéni schéma o a B-reakei (upraveno z [31]).

Tryptofan syntasa TrpB studovana v této praci pochazi z houby Psilocybe cubensis
[45]. Na rozdil od bakterialnich tryptofan syntas, které jsou heterotetramické enzymy,
fungalni tryptofan syntasa se sklada z jednoho peptidového fetézce. Dva fungalni TrpB
fetézce poté tvori funkéni homodimer TrpB a2B2 [46]. V soucasné dobé neni v PDB
databazi (The Protein Data Bank) ulozena zadna struktura fungalni TrpB, pro krystaliza¢ni
a strukturni studie Ize pouZit jak holoenzym TrpB, tak oddélené podjednotky genovych
konstrukti TrpB. Zajem o strukturu TrpB se v poslednich letech zvysil, protoze byly
prokazany pozitivni uc¢inky TrpB na reakci produkce Psilocybinu, ktera je typicka pro rod
Psilocybe [45].

2.3.2 Rod Psilocybe

Rodu hub Psilocybe (lysohlavky) se v anglickém jazyce prezdiva jako

,magic mushrooms* z duvodu jeho halucinogennich G¢inka pfi poziti. Hlavni metabolit
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pro rod hub Psilocype je derivat L-tryptofanu  alkaloid  Psilocybin
(4-phosphoryloxy-N,N-dimethyltryptamine), ktery se pti poziti defosforyluje na Psilocin
(4-hydroxy-N,N-dime-thyltryptamine), ktery pusobi jako halucinogen. Psilocin interferuje
s lidskou neurotransmisi tak, Ze se agonisticky vaze na 5-hydroxy-tryptamin 5-HTza

a vV mensi mife na 5-HT1a receptory centralniho nervového systému [47].

Produkci Psilocybinu lze zvysit pridani TrpB do syntézy, coz podporuje
enzymatickou reakci produkce [45]. Obrazek 16 zobrazuje reakénich schéma produkce
Psilocybinu. Biosyntéza prochazi postupnou dekarboxylaci, 4-hydroxylaci, 4-O-fosforylaci

a methylaci. B-reakce tryptofan syntasy TrpB je zvyraznéna modre.

COOH
-<NH i —\NH i T _\NH
% TrpBOL N 2 PsnD> 4 2 PsaH> |\ A 2
N LSer B N <o N o PN
N -Ser H0 H H © H
Indole L-Tryptophan Tryptamine 4-OH-Tryptamine
ATP
PsiK
ADP
HO4P HO:P HO0P
OH o ~o o
™\ _CH,3 ) ~—\. _CH, =N ) =
N PsiK N PsiM NH PsiM XN NH,
Y &4 aF o b T o 3 L e S
N CHs aTP ADP N 3 SAH SAM N 3 SAH SAM S_Z~\
H H H H
Psilocin Psilocybin Baeocystin Norbaeocystin

Obrazek 16: Biosyntéza Psilocybinu za pouziti TrpB (Bernhard Rupp, osobni komunikace).

Drive se lysohlavky uZivaly jako rekreacni droga, nicméné od 70. let minulého
stoleti je jejich uzivani ve vétSin€é zemi zakdzano, coz je mimo jiné 1 pfic¢ina toho, proc se
0 wuziti lysohlavek ve farmaceutickém primyslu mluvi az v posledni dobé [48].
Farmaceuticky zdjem o tento psychotropni produkt pfirodniho plvodu je za ucelem
budouciho vyuziti jako 1éku na depresi, uzkost nebo zavislosti na nikotinu [45]. Dokonce
nekolik klinickych studii ovéfilo jeho farmaceuticky vyznam pii 1€cbé uzkosti
a depresi pacientil v pokroc¢ilém stadiu rakoviny [1]. Pokud Psilocybin projde klinickymi
testy, bude zvyseni jeho produkce relevantni, protoze se zvysi i jeho poptavka pro vyuziti
ve farmaceutickém prumyslu. Z téchto divoda je TrpB z Psilocybe cubensis atraktivnim

kandidatem pro strukturni studie.
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3 Materialy a metody

Cilem bakalaiské prace bylo pfipravit protein TrpB pro krystalizaci a poté najit
a optimalizovat krystaliza¢ni podminky pro piipravu krystali tryptofan syntasy TrpB
z Psilocybe cubensis. V této studii byl pouzit cely konstrukt TrpB s His Tagem. Klonovani
a vysledny plazmid byl poskytnut prof. Dirkem Hoffmeistrem (University of Jena,
Némecko) ve spolupraci s prof. Bernhardem Ruppem (University of Innsbruck,
Rakousko).

3.1 Transformacni protokol BL21

Plazmid pro transformaci TrpB mé&l koncentraci 45 ng*pl™. Transformace genu
v expresnim vektoru byla provedena transformaci tepelnym Sokem pomoci
transformaéniho protokolu pro kompetentni bunky BL21 (Transformation Protocol for
BL21 Competent Cells) od firmy New England Biolabs, Inc. (USA).

Nejdiive byly na ledu ponechany kompetentni buiiky BL21 0 objemu 50 pl po dobu
10 minut. Poté bylo ptidano 2 pl roztoku plazmidu. Opatrné se smés ve zkumavce 4-5x

lehce zamichala a byla inkubovana na ledu po dobu 30 minut.

Poté byla smés vystavena tepelnému Soku ve vodni lazni pti 42°C presné po dobu
10 vtefin. Nasledné byla smés inkubovana po dobu 5 minut na ledu. Ke smési bylo pfidano
250 ul SOC Media o pokojové teploté a smés byla vlozena do tfepacky, predehiaté na
37°C, na 60 minut pii 220 rpm. Mezitim byly nahiaty kanamycinové plotny pfi teplots
37°C. Po uplynuti 60 minut bylo na jednu plotnu rozetfeno 50 pl smési a na druhou plotnu

zbytek obsahu. Tyto plotny byly inkubovany pfes noc pii teploté 37°C.

Druhy den bylo do 50 ml zkumavky napipetovano 10 ml LB média a 10 pl
kanamycinu. Nasledné¢ se pomoci zluté¢ Spicky odebrala jedna vypéstovana kolonie
a vlozila se do zkumavky. Zkumavky byly umistény do tfepacky a ptes noc ponechany pfi

teplot& 37°C a rychlosti 220 rpm.
3.2 Exprese

Exprese byla provedena ve velkych kultiva¢nich nadobach ve velkém mnozstvi. Do
téchto nadob bylo nejdiive odméfeno 200 ml LB a ptidano 200 pl kanamycinu. Z LB

média byl odebran 1 ml jako blank pro pozdéjsi méteni OD. Do téchto nadob se nasledné
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pridala kultura vypéstovana pies noc a nadoby byly umistény do tiepacky na 1 hodinu pfi
37°C a 220 rpm. Po hodin& bylo piiddno 600 ml LB s 600 ul kanamycinu. Poté se smés
nechala tfepat do té doby, dokud OD nedosahlo hodnoty 0,6-0,8. Nadoby byly na
15-30 minut umistény do lednice a posléze byla média indukovana pomoci 1mM IPTG,
kdy se do kazdé nadoby napipetovalo 800 pul IPTG a nechaly se tfepat po dobu 16 hodin
pii 18°C a 220 rpm.

Nasledujici den se obsahy nadob centrifugovaly pti 4000 rpm po dobu 30 minut pfi
teploté 4°C. Pelety byly resuspendovany ve 20 ml LB, pielity do 50 ml zkumavek a znovu
centrifugovany pii 4000 rpm po dobu 30 minut pii teploté 4°C. Nasledng byly slity
supernatany a pelety byly umistény do mrazaku o teploté -80°C.

3.3 Purifikace

3.3.1 Priprava pufra na purifikaci

Pro Ni-NTA afinitni chromatografii byly ptipraveny dva pufry, konkrétné pufr A:
50 mM Tris-HCI pH 8.0 a 1ul PLP, o objemu 1 | a pufr B: 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 1l
PLP, 1 M imidazol, o objemu 0,5 I. Oba pufry byly zfiltrovany a nasledné zdegasovany.

Pro gelovou chromatografii se pouzival pfipraveny pufr A.

Obrazek 17: Aparatura pro filtraci a degassing (pofizeno autorkou).
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3.3.2 Ni-NTA afinitni chromatografie

Nejdiive se ve 100 ml pufru A rozpustil proteasovy inhibitor, timto zpisobem se
ptipravil lyza¢ni pufr. Mezitim byly bunky ponechany na ledu. K buikam se poté ptidalo
15 ml lyza¢niho pufru, 15 pul DNA-asy a 15 ul RNA-asy. Poté se pomoci vortexu burnky

rozpustily v roztoku a nechaly se inkubovat piiblizné 30 minut na ledu.

Nasledné byly namnozené buiky rozbity pomoci French pressu pii zvySujicim se
tlaku a nasledné sto¢eny na ultracentrifuze pti 40 000 rpm po dobu 1 hodiny. Supernatan

byl slit a pouzit k purifikaci.

K Ni-NTA afinitni chromatografii byla pouzita HisTrap kolona od vyrobce GE
Healthcare (USA) o objemu 5 ml, ktera se nejdiive ekvilibrovala. Chromatograficka
kolona je udrzovana v ethanolu, takze nejdiive bylo nutné¢ kolonu promyt péti objemy
kolony destilovanou vodou a poté ji ekvilibrovat péti objemy kolony nejdiive pufrem A,
poté stejnym objemem pufrem B a nakonec znovu stejnym objemem pufrem A. Poté byl
nanesen supernatan na kolonu. Kolona se poté promyvala dvéma objemy kolony pufrem A
a nakonec se pomoci zvySujici se koncentrace pufru B eluoval protein, ktery byl nasledné
sbiran do jednotlivych frakci. V pribéhu byla zaznamenana koncentrace pufru B, pfi které
se zaCaly sbirat jednotlivé frakce. Po eluci proteinu z kolony byla celd kolona znovu
vymyta vzdy péti objemy kolony nejdiive pufrem B, poté pufrem A, vodou

a nakonec ethanolem.
3.3.3 Gelova chromatografie

Frakce, které byly posbirany béhem Ni-NTA afinitni chromatografie a podle gelu
odpovidaly velikosti proteinu TrpB, byly spole¢né zakoncentrovany pomoci Amicon
Ultra-4 30K Device do celkového objemu 500 pul. Ke gelové chromatografii byla pouzita
kolona Superdex200, ktera byla promyta destilovanou vodou a poté ekvilibrovana jednim
objemem kolony pufrem A. Po ekvilibraci byly na kolonu naneseny zakoncentrované
frakce. Priitok byl nastaven na 0,5 mlI*min?. Kdyz se zacalo zvySovat UV, byl protein
sbiran do jednotlivych frakci o objemu 0,5 ml. Po ukonéeni frakcionace byla kolona znovu
promyta jednim objemem kolony pufrem A, vodou a nakonec ethanolem. VSechny frakce

byly analyzovany na gelu.
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3.4 Analyza Cistoty a homogenity
3.4.1 Priprava 10 % gelu

Pro ptipravu 10 % gelu byly zapotiebi nasledujici chemikalie: 30% smés
akrylamidu a N,N‘-methylen-bis-akrylamidu, destilovana voda, 1,5 M Tris (pH 8.8), 1 M
Tris (pH 6.8), 10% SDS, 10% APS a TEMED. Nejdiive byla sestavena nalévaci aparatura
pro piipravu gelt, poté se pripravil spodni separa¢ni gel, ktery byl pfipraven z 3,4 ml 30%
smési akrylamidu, 3,8 ml H20, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8.8) a 100 pul 10% SDS. K zahajeni
polymerace bylo pfidano 100 pl Cerstvé piipraveného 10% APS a nakonec bylo pfidano
10 ul TEMEDu. Tento roztok byl poté pomoci automatické pipety napipetovan mezi
sklicka do sestavené aparatury pro piipravu geli a ptevrstven propanolem. Béhem

45 minut separacni gel zpolymeroval.

Poté byl z gelu slit propanol a separacni gel byl pfevrstven zaostfovacim gelem,
ktery byl ptipraven z 0,33 ml 30% smési akrylamidu, 1,4 ml H20, 0,25 ml 1 M Tris pH 6.8
a 20 pl 10 % SDS. Kzahgjeni polymerace bylo pifidano 20 pl 10% APS
a nakonec 2 ul TEMEDu. Po napipetovani zaostfovaciho gelu byl ihned do gelu vlozen
plastovy hieben, ktery vytvaii jamky pro nandSeni vzorkl. Zaostfovaci gel se nechal
polymerovat po dobu 30 minut. Poté byl vyjmut plastovy hieben a gel byl zabalen do

vlhkého ubrousku a ulozen do lednice pro budouci pouziti.
3.4.2 SDS-PAGE elektroforéza

Vzorky, které byly ziskany v pribéhu chromatografie, byly analyzovany na gelu za
ucelem ovéteni jejich Cistoty. Kazdy vzorek bylo nutné piipravit pro SDS-PAGE
elektroforézu tak, ze se ke kazdému vzorku o objemu 30 ul pfidalo 10 pl roztoku SDS
s B-merkaptoethanolem. Roztok byl poté ponechan v termostatu pii teploté 90°C po dobu

2 minut.

Byla sestavena elektroforeticka aparatura, do aparatury byla upevnéna skla s gelem
a elektroforetickd komora byla naplnéna elektrodovym pufrem. Elektrodovy pufr byl
ptipraven z 15,1 g Tris, 72,0 g glycinu, 5,0 g SDS a 1000 ml destilované vody. Jako prvni
byla na gel napipetovano 5 pl standardu, PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, ktery
byl komer¢né dodany firmou Thermo Fisher Scientific (USA). Tento standard ukazuje

molekulové hmotnosti proteint od 10 do 250 kDa. Nasledné byly napipetovany jednotlivé
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vzorky, tyto vzorky byly vzdy napipetovany o objemu 5 pl. Tabulka zobrazuje jednotlivé
poradi vzorki pro SDS-PAGE elektroforézu po Ni-NTA chromatografii.

Tabulka IV: Pofadi vzorkt pro SDS-PAGE elektroforézu po Ni-NTA chromatografii.

Poradi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

Vzorek | standard | frakcel | f2 | f3 | f4 f5 foé f7 f8 | FT1 | FT2 | FT3

Totoznym zptisobem probihala i pfiprava vzorki a samotna SDS-PAGE

elektroforéza po gelové chromatografii.

Tabulka V: Pofadi vzorkt pro SDS-PAGE elektroforézu po gelové chromatografii.

Potadi 1 2 3 4 5
Vzorek standard frakce 1 f2 f3 f4
Po nanesent vzorkil byla elektroforeticka komora uzaviena

a napojena na stejnosmérny elektricky proud o napéti 100 V po dobu 30 minut a nasledné
150 V po dobu 1 h. Nato byl gel vyjmut ze skel a opatrné presunut do 20 ml fixa¢niho
roztoku, ktery obsahoval 50% ethanolu a 2% kyseliny fosfore¢né, a ponechan po dobu
30 minut. Poté byl gel omyvan 2x po dobu 20 minut v destilované vodé a nakonec byl gel
ponechan pies noc ve 20 ml roztoku barviva Coomassie blue. Druhy den byl gel odbarven

Vv destilované vodé a zdokumentovan pro pozd¢jsi vyhodnoceni.

3.5 Krystalizace tryptofan syntasy TrpB
3.5.1 Pre-krystalizacni test

Pfed zapocletim vlastni krystalizace tryptofan syntasy TrpB byl proveden
pre-krystalizacni test metodou sedici kapky, aby byla zjiSténa vhodnd koncentrace pro
krystaliza¢ni experimenty. Pre-krystaliza¢ni test byl proveden pomoci komeréné dodavané
sady PCT Pre-Crystallization Test od firmy Hampton Research (USA). Slozeni

jednotlivych ¢inidel je uvedeno v Ptilohach.

Test byl proveden v desticce s 24 jamkami Greiner ComboPlate s mostem
CrystalBridge od firmy Hampton Research (USA). Pomoci automatické pipety bylo do
rezervoaru napipetovano 20 pl ¢inidla podle seznamu od vyrobce. Nad rezervoar
s ¢inidlem byl napipetovan vzorek tryptofan syntasy TrpB s piislusnym c¢inidlem v poméru

1:1. V Tabulce VI jsou uvedeny jednotlivé objemy c¢inidel a proteinu V jamkach.
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Experiment probihal pfi teplot¢ 20°C, pii této teplot¢ byla i desticka ponechana a za
20 minut zkontrolovana na pfitomnost precipitace.

Tabulka VI: Schéma jednotlivych kapek pro TrpB pro PCT.

1 2 3 4
Rezervoar | Kapka | Rezervoar | Kapka | Rezervoar | Kapka | Rezervoar | Kapka
1ul 1ul 1l 1l
Al 20wl IrlpBl 20 IrlpBl 20 IrlpBl 20 +Tr1pB|
Cinidla Ay | o ™ | Ginidla Az | .- oM | inidlaBy | . M | Ginidla Bz | LM
¢inidla ¢inidla ¢inidla ¢inidla
A1 Ao B1 B>

3.5.2 Precipitacni Cinidla

Vsechna precipita¢ni ¢inidla pouzitd pro krystalizaci na robotovi i naslednou
optimalizaci krystaliza¢nich podminek ru¢né¢ byla komeréné¢ dodana. Tato c¢inidla

pochazela z nasledujicich sad:
e Index HR — sada 96 precipitacnich ¢inidel od firmy Hampton Research (USA)

e JCSG++ - sada 96 precipitacnich ¢inidel vytvofenou vyzkumniky v Joint Center for

Structural Genomics (JCSG, USA) a European Genomics Consortium
e MemGold2 — sada 96 precipitacnich ¢inidel od firmy Molecular Dimension (USA)
e SG1 - sada 96 precipita¢nich ¢inidel od firmy Molecular Dimension (USA)
e Morpheusll — sada 96 precipitac¢nich ¢inidel od firmy Molecular Dimension (USA)

Seznam precipitacnich ¢inidel jednotlivych sad je uveden v Ptilohach.
3.5.3 Screening pomoci krystaliza¢niho robota

Na zacatku krystalizace byl proveden screening pomoci krystalizacniho robota se
vSemi vySe uvedenymi sadami, aby se vyhodnotilo, pfi jakych podminkach se tvofi
krystaly, precipitace nebo roztok zistava ¢iry. Ke screeningu byl pouzit robot OryxNano 4

od firmy Douglas Instruments (Velka Britanie), ktery je zobrazen na Obrazku 18.
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Obrazek 18: Robot OryxNano 4 (ptevzato z [49]).

Pro vSechny uvedené sady precipitaénich ¢inidel probihal experiment stejnym
zpisobem pii teploté 20°C. Ke screeningu na robotovi byla pouzita vzdy desticka
s 96 jamkami MRC 2-Drop Plate od firmy Hampton Research (USA). Pomoci
multikanalové automatické pipety bylo do kazdé jamky napipetovano 50 ul precipitaéniho
¢inidla podle seznamu od vyrobce tak, aby do jamky Al bylo napipetovano ¢inidlo
uvedené v seznamu jako prvni, do jamky A2 druhé atd. V posledni jamce H12 byl tedy

roztok pod Cislem 96 podle seznamu od vyrobce.

Nad rezervoar s precipitacnim c¢inidlem byl vZzdy do horni jamky napipetovan
vzorek tryptofan syntasy TrpB s pfislusnym precipitatnim ¢inidlem v poméru 1:1, tedy
1 pl proteinu a 1 pl precipitacniho ¢inidla. Ve spodni jamce byl pomér mezi proteinem
a precipitanim c¢inidlem 1:0,5. Pro nazornost byla vytvofena Tabulka VII, kde je
zobrazeno schéma prvni krystalizaéni jamky. Pro vSechny dalsi jamky a dals$i komeréné
dodané sady precipitacnich ¢inidel probihal experiment stejnym zptisobem. Kazda desticka

byla poté zaizolovana lepici paskou, dana do lednice a ponechana pfi teploté 4°C.

Tabulka VII: Schéma prvni jamky pro TrpB pro screening na robotovi.

1

1 ul TrpB + 1 ul precip. €.1

50 pl precip. €.1

1 ul TrpB + 0,5 pl precip. ¢.1
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Po dobu nékolika tydna byly desticky pravidelné kontrolovany a byly zaznamenany
zmény kapek. Na zékladé vysledki a nejvétsim poctu kapek s pozorovanymi mikrokrystaly

byla vyhodnocena sada pro optimalizaci krystalizaénich podminek ru¢né¢.
3.5.4 Optimalizace krystaliza¢nich podminek

Po screeningu na robotovi byla provadéna optimalizace krystaliza¢nich podminek
ruéné pomoci sedici kapky pro precipitacni ¢inidla, ktera poskytla vysledky pii screeningu.
Optimalizace probihala pfedev§im pomoci zmény pomérii mezi proteinem a precipitacnim

¢inidlem v kapce. Experiment probihal pii teploté 20°C.

Pro optimalizaci ruéné byly pouzity Ctyfi desticky s 24 jamkami CombiClover od
firmy Molecular Dimension (USA). Do kazdého rezervoaru bylo napipetovano pomoci
automatické pipety 50 ul ptislusného precipita¢niho ¢inidla podle seznamu od vyrobce. Do
hornich jamek byly napipetovany riizné poméry proteinu a precipitacniho ¢inidla. Poméry
V jednotlivych jamkach jsou uvedeny piehledné v Tabulce VII.

Tabulka VIII: Schéma prvni jamky pro TrpB pro optimalizaci ru¢né.

1 Rezervoar 2
A 1pul TrpB +1 pl 1 ul TrpB + 0,5 ul
precip. ¢.1 precip. ¢.1
50 pl precip. ¢.1
B 0,5 ul TrpB + 1 ul 0,5 ul TrpB + 2 ul
precip. ¢.1 precip. ¢.1

Kazda desticka byla poté zaizolovana lepici paskou a ddna do lednice a ponechdna
pii teploté¢ 4°C. Po dobu né€kolika tydnli byly destiCky pravidelné kontrolovany a byly
zaznamenany zmeény v kapkach.

Nejlepsi Cinidla byla poté optimalizovana jest€¢ pomoci metody visici kapky. Pro
metodu visici kapky byly pouzity desticky s 24 jamkami od firmy NeXtal se Sroubovacim
vickem. Do kazdého rezervoaru bylo napipetovano pomoci automatické pipety 50 pl
vybraného precipita¢niho ¢inidla. Na vnitini stranu vicka byly napipetovany 2 pl proteinu

a 2 pl ptisluSného precipitacniho ¢inidla.
3.5.5 Test krystalii

Vypéstované krystaly tryptofan syntasy TrpB byly otestovany pomoci rentgenové

difrak¢éni analyzy na synchrotronu BESSY II, provozovaném The Joint Berlin
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MX-Laboratory v Berlin¢ (Némecko). Testovani na synchrotronu mize byt provadéno

pouze proskolenou osobou, z tohoto ditvodu jsem se méfeni netiastnila.
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4 Vysledky

V této Casti bakalafské prace jsou uvedeny vysledky provedenych experimentd
vramci prace S proteinem tryptofan syntasou TrpB z Psilocybe cubensis. Jsou zde
zaznamenany Kroky v prubéhu piipravy proteinu tryptofan syntasy TrpB pro krystaliza¢ni
experimenty, tak i samotné vysledky krystalizace tryptofan syntasy TrpB.

4.1 Transformace a exprese proteinu

Pomoci transformace tryptofan syntasy TrpB za pouziti kompetentnich Escherichia
coli bun¢k kmenu BL21 bylo vypéstovano nékolik kolonii na kanamycinovych plotnach,

které jsou zaznamendny na Obrazku 19.

Obrazek 19: Vypéstované kolonie proteinu v buiikach E. coli kmenu BL21 (pofizeno autorkou).

Tyto kolonie byly odebrany pomoci ZIuté Spicky a pies noc vypéstovany.
Vypéstovana kultura pies noc z kompetentnich bunék E. coli kmenu BL21 je zaznamenana
na Obrazku 20.
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Obrazek 20: Vypéstovana kultura kompetentnich bunek E. coli kmenu BL21 pfes noc (pofizeno autorkou).

Nasledné byla kultura namnozena, zaindukovana pomoci IPTG a nasledujici den
byly buriky stoc¢eny po expresi na centrifuze od firmy ThermoFischer Scientific (USA) po
dobu 30 minut pii 4°C a 4000 rpm. Vysledny pelet obsahujici bunky, je zaznamenan na

Obrazku 21, byl nasledné ulozen do mrazéku o teploté -80°C a poté pouZit pro purifikaci.

Obrazek 21: Stocené buriky po expresi (pofizeno autorkou).

4.2 Purifikace

Pted purifikaci byly buiky rozbity pomoci French pressu a nasledné stoceny na
ultracentifuze po dobu 1 hodiny pii 40 000 rpm. Po stoc¢eni se oddélil pelet a supernatant,
ktery byl pouzit pro purifikaci. Obrazek 22 zobrazuje oddéleny pelet a supernatant.
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Obrazek 22: Oddéleny pelet a supernatant po ultracentrifuze (pofizeno autorkou).

Jednotlivé frakce se zacaly sbirat pii 28 % koncentrace pufru B. V tomto bod¢ byla

koncentrace imidazolu 280 mM.

4.3 SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE elektroforéza po Ni-NTA afinitni chromatografii prokazala ptitomnost
jak studovaného proteinu, tak i dalSich proteind. Ve srovnani se standardem byla uréena
velikost studované¢ho proteinu. Velikost studovaného proteinu byla dle gelu stanovena na

priblizné 80 kDa. Zaznam gelu je zobrazen na Obrazku 23.
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kDa ladder frakcel 2 3 4 5 6 7 8 FT1 FT2  ET3

180
130

100
70
55

40

35

25

Obrazek 23: Zaznam gelu po afinitni chromatografii (potizeno autorkou).

Studovany protein byl dale piecistén pomoci gelové chromatografie. Vysledny gel
po gelové chromatografii je zaznamendn na Obrazku 24. Ziskany protein byl v dostatecné

Cistoté pro jeho nasledné pouziti pii krystalizacnich experimentech.
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Obrazek 24: Zaznam gelu po gelové chromatografii (pofizeno autorkou).

4.4 Vysledky krystalizace tryptofan syntasy TrpB

Po purifikaci proteinu byla zméfena koncentrace proteinu ve vzorku 1 mg*mil=,
Tato koncentrace proteinu se dle vysledku PCT testu ukazala nizka pro krystalizacni
experimenty, proto bylo nutné protein zakoncentrovat pomoci Amicon
Ultra-4 30K Device. Koncentrace proteinu tryptofan syntasy TrpB pouzita pro

krystaliza¢ni experimenty byla 2 mg*ml™,
4.4.1 Pre-krystaliza¢ni test

Pre-krystaliza¢ni test ukazal mirnou precipitaci u vSech kapek. Ukéazka precipitace
Z PTC testu je na Obrazku 25. Z pre-krystalizaniho testu bylo vyvozeno, ze zvolena

koncentrace proteinu byla vhodna pro néasledny screening krystaliza¢nich podminek.
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Obrazek 25: Precipitace pfi pouziti PCT testu (potizeno autorkou).

4.4.2 Screening pomoci krystaliza¢niho robota

Krystalizacni experimenty byly v prvnim tydnu kontrolovany kazdy druhy den,
vétSina kapek byla ¢ird nebo obsahovala lehkou precipitaci. Po tfech tydnech od provedeni
screeningu na robotovi byla provedena opét kontrola a zaznamenany vysledky. VétSina
kapek ziistala Cira, nékteré obsahovaly precipitat a v nékolika podminkach narostly malé
krystaly. Krystaly byly vyfotografovany a jsou zobrazeny na Obrazcich 26, 27 a 28.
Vsechny krystaly maji jasné Zlutou barvu, coz muze indikovat piitomnost kofaktoru

PLP (pyridoxal fosfat), ktery byl ptitomny v pufrech pouZitych pro purifikaci.

Krystal byl vypéstovan v horni jamce podminky F4 ze sady JCSG++. V této jamce
byl pomér proteinu a precipitacniho ¢inidla 1:1. Podle seznamu od vyrobce precipitacni

¢inidlo obsahovalo 20 % v/v Jeffamine M-600 a 100 mM HEPES, pH 7.5.
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Obrazek 26: Krystal v jamce F4 v sadé¢ JCSG++ (potizeno autorkou).
Za pouziti sady MemGold2 byl vypéstovan Krystal v spodni jamce D9. V této
jamce byl pomér proteinu a precipitatniho ¢inidla 1:0,5. Precipitacni ¢inidlo se skladalo

z 0,2 M dihydratu chloridu vapenatého, 0,1 M MES, pH 5.0 a 20% v/v PEG 350 MME.

Obrazek 27: Krystal v jamce D9 v sadé MemGold2 (pofizeno autorkou).

Protein s precipita¢nim ¢inidlem ze sady SG1 v poméru 1:0,5 ve spodni jamce F12
také vytvoftil krystal. Precipita¢ni ¢inidlo se podle vyrobce skladdalo z 0,02 M dihydratu
chloridu véapenatého, 0,1 M octanu sodného, pH 4.6 a 30 %v/v MPD.
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Obrazek 28: Krystal v jamce F12 v sadé SG1 (potizeno autorkou).

4.4.3 Vysledky optimalizace ru¢né

Precipitacni Cinidla, ktera poskytla krystaly pii krystalizacnim screeningu pomoci
robota, byla vyuzita pro optimalizaci krystaliza¢nich podminek ru¢né. Experimenty byly
prvni tyden kontrolovany kazdé dva dny a po tech tydnech byly opét zkontrolovany a byly
zaznamenany vysledky. Ve vSech kapkach se vyskytovala lehka precipitace. Ukazky
precipitaci pro sedici kapku jsou na Obrazku 29 a pro visici kapky na Obrazku 30.

4

Obrazek 29: Precipitace po sedici kapce (pofizeno autorkou).
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Obrazek 30: Precipitace po visici kapce (pofizeno autorkou).

4.4.4 Rentgenova difrakéni analyza

Krystaly, které se podafilo vypéstovat pomoci screeningu na robotovi se sadou
precipitacnich ¢inidel JCSG++, MemGold2 a SG1, byly poslany na synchrotron BESSYlI
do Berlina. Tyto krystaly neposkytly zadnou difrakci.
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5 Diskuze

V dnesni dobé neni v PDB dostupnd zadna struktura tryptofan syntasy TrpB
pochézejici z hub. Nejcastéji jsou charakterizovany struktury tryptofan syntasy u malych
organismu napf. bakterii, Archeii apod. Naptiklad Buller
a Brinkmann-Chen (2015) vykrystalizovali a pomoci rentgenové difrakéni analyzy urcili
strukturu tryptofan syntasy pochazejici z Pyrococcus furiosus, coz je termofilni bakterie
druhu Archea. K expresi proteinu byly pouzity E. coli buitky BL21. Tato tryptofan syntasa
obsahovala HisTag, proto byla pro purifikaci zvolena HisTrap kolona pii Ni-NTA
chromatografii [50]. Postup ptipravy proteinu tedy probihal stejnym zptsobem jako v této
bakalaiské praci. Ve vétsiné krystaliza¢nich studii tryptofan syntasy podle PDB byl pouzit
tento postup piipravy, ptiklady téchto studii jsou nasledujici: Directed evolution of the
tryptophan  synthase p-subunit for stand-alone function recapitulates allosteric
activation (2015) [50], Conservation of the structure and function of bacterial tryptophan
synthases (2019) [51], Engineering Improves Enzymatic Synthesis of L-Tryptophan by
Tryptophan Synthase from Escherichia coli (2020) [52], Directed Evolution Mimics
Allosteric Activation by Stepwise Tuning of the Conformational Ensemble [53].

Sekvence aminokyselin TrpB, ktera je kompletné i s HisTag uvedena v Piilohach,
byla porovnana s ostatnimi sekvencemi proteinii pomoci PDB a SWISS-MODEL. Nejvétsi
sekvenéni podobnost 68,41 % byla s tryptofan syntasou SEY5 ze syntetického konstruktu
posledniho spoleéného piedka bakterii (LBCA). V krystalizaéni studii Ancestral
Tryptophan Synthase Reveals Functional Sophistication of Primordial Enzyme
Complexes (2016) byl tento protein krystalizovan metodou difiize par pomoci visici kapky,
stejnou technikou probihala optimalizace ru¢né v této bakalafské praci. Tento protein nebyl
krystalovan pomoci komeréné dodanych sad precipitanich cinidel, ale byl krystalovan
pomoci ptipravenych precipitacnich ¢inidel. Podle studie precipita¢ni ¢inidlo, ve kterém se
podatilo vypéstovat krystal, obsahovalo 0,1 M trihydrat citratu sodného pH 5.0, ktery byl
titrovany HCI, 200 mM NaCl a 15 % PEG 6000 (w/v) [54]. Pii stejném pH se podafil
vypéstovat krystal se sadou MemGold2, ve kterém byl pfitomen i 20 % v/v PEG 350
MME.

Podobnost 62,24 % vykazuje s tryptofan syntasou 5EOK studovanou Bullerem
a Brinkmann-Chen (2015), pochazejici z Pyrococcus furiosus. Pro krystalizaci Buller

39



a Brinkmann-Chen nejdiive pouzivali krystalizacniho robota Art Robbins Gryphon Nano
a poté pro optimalizaci metodu sedici kapky, stejny postup byl zvolen i v praktické ¢asti
této prace. Buller a Brinkmann-Chen také pouzivali sva pfipravena precipitacni ¢inidla,
ktera obsahovala 25 % PEG 3350 a 100 mM Na HEPES pH 7.5 [50]. Toto precipita¢ni
¢inidlo je velmi podobné ve slozeni s ¢inidlem ze sady JCSG++, ve kterém se podaftilo
vypéstovat krystal. Precipita¢ni ¢inidlo ze sady obsahuje 20 % v/v Jeffamine M-600, coz je
komer¢né piipraveny derivait PEGu 500, a poté obsahovalo 100 mM HEPES pH 7.5.
Podafilo se tedy vypéstovat krystal v podobném precipitaénim ¢inidle jako ve studii
Bullera a Brinkmann-Chena.

Sekvencni podobnost 61,98 % vykazuje mutace 6AMS8 této tryptofan syntasy
pochazejici z Pyrococcus furiosus. Pfi této krystalizaci pouzival Buller a Royle (2018)
cross-link o¢kovani, ke kterému pouzivali pravé puvodni tryptofan syntasu 5EOK [53].
Sekvence tryptofan syntasy TrpB je také podobna z 55,1 % sekvenci B-podjednotky
tryptofan syntasy 2DH5 pochazejici z Escherichia coli. Tuto tryptofan syntasu Nishio
a Ogasahara (2010) krystalizovali metodou mikrokrystalizace s parafinovym olejem také
pomoci konkrétnich precipitacnich ¢inidel. Krystaly se jim podafilo vypéstovat v ¢inidle,

které obsahovalo 0,8 M (NH4)2SO4, 0,1 M Tris, pH 8.0 [55]

Divodem pro zvoleni komeréné dostupnych sad precipitacnich cinidel pro
krystalizaci TrpB v praktické ¢asti byla nejen snaha rychle a efektivné otestovat Sirokou
fadu krystaliza¢nich podminek, ale také fakt, ze Zadna struktura tryptofan syntasy

pochézejici z hub nebyla dosud publikovéna.

Charakterizace bakterialnich tryptofan syntas by mohla napomoci pfi zjistovani
struktury a funkce tryptofan syntasy z hub. Ve studii Tryptophan synthase: the workings of
a channeling nanomachine byl vytvotfen obecny stuzkovy model tryptofan syntasy, ktery
ukazuje, ze pravé rozsifena konformace proteinu by mohla ovliviiovat mechanismus
smérovani indolu, coz by mohlo souviset sjiz znamym mechanismem bakterialnich
tryptofan syntas [40]. Nicméné domnénka, Ze struktura bakterialnich a houbovych
tryptofan syntas ma vysokou strukturni podobnost, nemtize byt finaln¢ potvrzena, dokud
nebude znama krystalova struktura tryptofan syntasy TrpB, pro kterou potiebujeme

nejdiive vypéstovat kvalitni krystal.

Krystaly vypéstované v ramci této bakalarské prace mély zluté zbarveni, to by

mohlo poukazovat na to, Ze Se jednalo o proteinové krystaly, i navzdory tomu, ze krystaly

40



neposkytly zadna difrakéni data. Ve studii Crystal Structure of Mycobacterium
tuberculosis Diaminopimelate Decarboxylase bylo prokazano, ze pfi pouziti kofaktoru
PLP dochazi ke vzniku zluté zbarvenych proteinovych krystalt. PLP se pravdépodobné
vaze na Lys375 B-podjednotky [56]. V této praci se kofaktor PLP piidaval do pufrd pii
chromatografii. Na zakladé¢ této studie by se dalo usuzovat o tom, Ze krystaly vypéstované
Vv této praci byly proteinového ptiivodu a nejspiSe se pii krystalizaci Spatné€ poskladaly do
krystalové miizky a z tohoto diivodu neposkytly zadnou difrakci. Vypéstované krystaly
nebyly podrobeny barvicimu testu zdivodu brzké cesty na synchrotron po jejich
vypestovani a obavy z vyschnuti kapky s krystaly. Test na domacim difraktometru neni

Vv nasi laboratofi mozny.

Krystaliza¢ni experimenty byly opakovany, aby byl vypéstovan krystal v difrakéni
kvalité, coz se nepodatilo. Problémem mohlo byt stati vzorku, stabilita proteinu byla vsak
ovéiena pomoci SDS-PAGE elektroforézy a nebyla pozorovdna zadnd degradace. Pfi
optimaliza¢nich experimentech protein nekrystalizoval viibec, coZ mohlo byt zptisobeno
zménou provedeni krystalizacniho experimentu — byl provadén ru¢né namisto pomoci

krystaliza¢niho robota.
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6 Zaver

V teoretické cCasti této bakalafské prace jsou popsany jednotlivé techniky pro
pripravu proteinu pro krystalizaci. Je zde uveden princip exprese, popis zakladnich
chromatografickych metod, které byly pouzity v praktické casti. Poté se teoreticka Cast
zabyva zakladnimi pozadavky na kvalitu proteinu pro uspé$nou Krystalizaci, a to analyzou
Cistoty a homogenity. Mezi nejvyznamnéjsi a nejvice pouzivanou technikou analyzy patii

elektroforéza a jeji jednotlivé typy.

Nasledné teoreticka ¢ast pojednava o principu krystalizace, o fazovém diagramu
a o popisu zakladnich krystaliza¢nich technik, pomoci kterych se péstuji proteinové
krystaly. Na zavér této kapitoly jsou uvedeny piiklady testi pro odliSeni krystalu proteinu
od krystalu soli. Teoreticka ¢ast se také zabyva studovanym proteinem tryptofan syntasou,
ktery pochazi z rodu Psilocybe cubensis. Je zde popsan vyznam tohoto proteinu, z jakych
divodu je dilezité tento protein studovat, a pro¢ mize byt zjisténi jeho struktury zasadni

pro vyvoj 1€kl na depresi ve farmaceutickém primyslu.

Prakticka cast detailné popisuje postup pfipravy proteinu v praxi a jeho naslednou
krystalizaci. Nejdiive byl protein naklonovan prof. Dirkem Hoffmeistrem (University of
Jena, Némecko) a poté transformovan v laboratofi pomoci protokolu BL21. Nasledné byl
protein namnozen a purifikovan nejdiive pomoci Ni-NTA afinitni chromatografie
a posléze pomoci gelové chromatografie. Analyza cistoty byla provedena pomoci
SDS-PAGE elektroforézy, kterd prokazala dostate¢nou Cistotu proteinu a pomoci markeru

byla stanovena jeho velikost na 80 kDa.

Pred krystalizaci byl proveden PCT test a ke krystalizaci byly pouzity komercné
dodané sady precipitacnich c¢inidel. V nékolika podminkach se podafilo vypéstovat malé
zlute¢ zbarvené Krystaly, konkrétn¢ se krystaly objevily v jamkach, které obsahovaly
precipitaéni ¢inidla ze sad JCSG++ (JCSG), MemGold2 (Molecular Dimension)
a SG1 (Molecular Dimension).

Tyto krystaly neposkytly zadnou difrakci, a proto nemohla byt vyiesena struktura
studovaného proteinu. Do budoucna je tedy zapotiebi optimalizovat krystalizacni
podminky, ve kterych krystaly rostly tak, aby byl vypéstovan krystal v difrak¢éni kvalité,
a zarovenl by mohl probéhnout dalsi krystalizacni screening pomoci odlisSnych komercéné

dostupnych sad s precipitacnimi ¢inidly. Dal$im moznym zplsobem, jak v budoucnu
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zvysit Sance na krystalizaci, je podrobit celému procesu piipravy proteinu a krystalizace

podjednotky alfa a beta proteinu tryptofan syntasy TrpB samostatn¢.
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10 Prilohy

SlozZeni ¢inidel sady PCT (Hampton Research)

PCT Formulation
* Reagent Al - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5, 2.0 M Ammonium sulfate

* Reagent Bl - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5, 1.0 M Ammonium sulfate
* Reagent A2 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,

30% w/v Polyethylene glycol 4,000
* Reagent B2 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,
15% w/v Polyethylene glycol 4,000
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Seznam precipitac¢nich ¢inidel sady Index HR (Hampton Research)

Index™

Tube

© XN~ WN PR

R N el
No s~ WNEO

18.

19.

20.
21.
. None
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
47.
48.

Salt

None
None
None
None
None
None
None
None
None
None

. None

None
None
None
None
None
None

None

None

None
None

None
None
None
None
None
None
None
0.1 M Sodium chloride

0.8 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate

1.0 M Ammonium sulfate

1.1 M Sodium malonate pH 7.0
1.0 M Succinic acid pH 7.0

1.0 M Ammonium sulfate

15% vivTacsimete™ pH 7.0

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

0.2 M Calcium chloride dihydrate

Tube

©®ONO A WN PR

R N el
~No oA WN RO

18.

19.

20.
21.
. None
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
47.
48.

Buffer ¢

0.1 M Citric acid pH 3.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5
0.1 MBIS-TRIS pH 5.5

0.1 MBIS-TRIS pH 6.5

0.1 MHEPES pH 7.5

0.1 MTrispH 8.5

0.1 M Citric acid pH 3.5

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5
0.1 MBIS-TRIS pH 5.5

. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
. 0.1 MHEPES pH 7.5

. 0.1 MTrispH 8.5

. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5
. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
. 0.1 MHEPES pH 7.5

. 0.1 MTrispH 8.5

. None -pH 5.6

None - pH 6.9
None - pH 8.2

0.1 MHEPES pH 7.5
None

None

None

None

None

None

None

None

0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
0.1 MTris pH 8.5

0.1 MBIS-TRIS pH5.5
0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 MHEPES pH 7.0
None

0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 MHEPES pH 7.0
0.1 M Citric acid pH 3.5
0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.5
0.1 MBIS-TRIS pH5.5
0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MTrispH 8.5

0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
0.1 MBIS-TRIS pH 6.5
0.1 MBIS-TRIS pH 5.5

Tube

© XN~ WN PR

R el e
~NoO A WN RO

18.
19.

20.
21.
. 0.8 M Succinic acid pH 7.0
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
47.
48.

HR2-144 Reagent Formulation
Precipitant

2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
2.0 M Ammonium sulfate
3.0 M Sodium chloride
3.0 M Sodium chloride
3.0 M Sodium chloride

. 3.0 M Sodium chloride

. 3.0 M Sodium chloride

. 3.0 M Sodium chloride

. 0.3 M Magnesium formate dihydrate

. 0.5 M Magnesium formate dihydrate

. 0.5 M Magnesium formate dihydrate

. 0.3 M Magnesium formate dihydrate

. 1.26 M Sodium phosphate monobasic monohydrate

0.14 M Potassium phosphate dibasic

0.49 M Sodiumphosphate monobasic monohydrate
0.91 M Potassium phosphate dibasic

0.056M Sodium phosphate monobasic monohydrate
1.344 M Potassium phosphate dibasic

1.4 M Sodium citrate tribasic dihydrate

1.8 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0

2.1 M DL-Malic acid pH 7.0

2.8 M Sodium acetate trihydrate pH 7.0

3.5 M Sodium formate pH 7.0

1.1 M Ammonium tartrate dibasic pH 7.0

2.4 M Sodium malonate pH 7.0

35% viv Tacsimete™ pH 7.0

60% viv Tacsimete™ pH 7.0

1.5 M Ammonium sulfate

0.5% wiv Polyethylene glycol monomethylether 5,00C
1% wiv Polyethylene glycol 3,350

0.5% viv Jeffamine® ED-2001 pH 7.0

1% wiv Polyethylene glycolmonomethyl ether 2,000
0.5% w/v Polyethylene glycol 8,000

2% wlv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 1,500

30% viv Jeffamine® M-600® pH 7.0

30% viv Jeffamine® ED-2001 pH 7.0

25% wi/v Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

25% wiv Polyethylene glycol 3,350

20% wiv Polyethylene glycolmonomethyl ether 5,000
28% wiv Polyethylene glycolmonomethyl ether 2,000
45% vlv (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol

¢ BufferpHis that of a 1.0Mstock priorto dilution

with other reagentcomponents:
pHwith HCl or NaOH.

Index contains ninety-six unique reagents. To determine the formulation of each reagent, simply read across the page.
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Salt

49. 0.2 M Calcium chloride dihydrate

50. 0.2 M Ammonium acetate

51. 0.2 M Ammonium acetate

52. 0.2 M Ammonium acetate

53. 0.2 M Ammonium acetate

54. 0.05M Calcium chloride dihydrate

55. 0.05M Magnesiumchloride hexahydrate

56. 0.2 M Potassium chloride

57. 0.05M Ammonium sulfate

58. None

59. 0.02 M Magnesiumchloride hexahydrate

60. 0.01 M Cobalt(Il) chloride hexahydrate
61. 0.2 ML-Proline

62. 0.2 MTrimethylamine N-oxide dihydrate
63. 5% VivTacsimate™ pH 7.0

64. 0.005 M Cobalt(ll) chloride hexahydrate

0.005 M Nickel(ll) chloride hexahydrate
0.005 M Cadmium chloride hydrate
0.005M Magnesiumchloride hexahydrate

65. 0.1 M Ammonium acetate

66. 0.2 M Ammonium sulfate

67. 0.2 M Ammonium sulfate

68. 0.2 M Ammonium sulfate

69. 0.2 M Ammonium sulfate

70. 0.2 M Sodium chloride

71. 0.2 M Sodium chloride

72. 0.2 M Sodium chloride

73. 0.2 M Sodium chloride

74. 0.2 MLithiumsulfate monohydrate

75. 0.2 MLithiumsulfate monohydrate

76. 0.2 MLithiumsulfate monohydrate

77. 0.2 MLithiumsulfate monohydrate

78. 0.2 M Ammonium acetate

79. 0.2 M Ammonium acetate

80. 0.2 M Ammonium acetate

81. 0.2 M Ammonium acetate

82. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
83. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

85. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
86. 0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
87. 0.2 M Sodium malonate pH 7.0

88. 0.2 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0
89. 0.1 M Succinic acid pH 7.0

90. 0.2 M Sodium formate

91. 0.15M DL-Malic acid pH 7.0

92. 0.1 M Magnesium formate dihydrate
93. 0.05 MZinc acetate dihydrate

94. 0.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate
95. 0.1 M Potassium thiocyanate

96. 0.15 M Potassium bromide

Index contains ninety-six unique reagents. To determine the formulation of each reagent, simply read across the page.

34 Journey
Aliso Viejo, CAY2636-3317 LLSAL

lel:

E-mail: tech@hrmail.com

(049) 425

320 ® Fax: (49) 425-1611

Tube Buffer ¢ Tube
# #
49. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 49
50. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 50.
51. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 51.
52. 0.1 MHEPES pH 7.5 52.
53. 0.1 MTris pH 8.5 53.
54. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 54.
55. 0.1 MHEPES pH 7.5 55.
56. 0.05M HEPES pH 7.5 56.
57. 0.05M BIS-TRIS pH 6.5 57.
58. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 58.
59. 0.1 MHEPES pH 7.5 59.
60. 0.1 MTris pH 8.5 60.
61. 0.1 MHEPES pH 7.5 61.
62. 0.1 MTris pH 8.5 62.
63. 0.1 MHEPES pH 7.0 63.
64. 0.1 MHEPES pH 7.5 64.
65. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 65.
66. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 66.
67. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 67.
68. 0.1 MHEPES pH 7.5 68.
69. 0.1 MTrispH 8.5 69.
70. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 70.
71. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 71.
72. 0.1 MHEPES pH 7.5 72.
73. 0.1 MTris pH 8.5 73.
74. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 74.
75. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 75.
76. 0.1 MHEPES pH 7.5 76.
77. 0.1 MTris pH 8.5 77.
78. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 78.
79. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 79.
80. 0.1 MHEPES pH 7.5 80.
81. 0.1 MTris pH 8.5 81.
82. 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 82.
83. 0.1 MBIS-TRIS pH 6.5 83.
84. 0.1 MHEPES pH 7.5 84.
85. 0.1 MTrispH 8.5 85.
86. None 86.
87. None 87.
88. None 88.
89. None 89.
90. None 90.
91. None 91.
92. None 92.
93. None 93.
94. None 94.
95. None 95.
96. None 96.

Precipitant

. 45% v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol

45% vlv (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol
45% v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol
45% vlv (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol
45% vlv (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol
30% vV Polyethylene glycol monomethyl ether550
30% viv Polyethylene glycol monomethyl ether550
35% viv Pentaerythritol propoxylate (5/4 PO/OH)
30% ViV Pentaerythritol ethoxylate (15/4 EO/OH)
45% v/v Polypropylene glycol P 400

22% wiv Poly(acrylic acid sodium salt) 5,200
20% w/v Polyvinylpyrrolidone K 15

10% wi/v Polyethylene glycol 3,350

20% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000
10% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 5,000

12% w/v Polyethylene glycol 3,350

17% w/v Polyethylene glycol 10,000
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% wiv Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
25% w/v Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% w/v Polyethylene glycol 3,350
20% w/v Polyethylene glycol 3,350
15% w/v Polyethylene glycol 3,350
20% w/v Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
15% w/v Polyethylene glycol 3,350
20% w/v Polyethylene glycol 3,350
20% w/v Polyethylene glycol 3,350

30% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,00
30% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,00

¢ BufferpHis that of a 1.0 Mstock priorto dilution
with other reagentcomponents:
pHwith HCl or NaOH.
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Al 50 % v/v Polyethylene glycol 400

20 % wjv Polyethylene glycol 3,000
20 % wiv Polyethylene glycol 3,350
30 % vjw 2-Methyl-2 4-pentanediol
20 % wiv Polyethylene glycol 3,350
20 % wiv Polyethylene glycol 1,000
20 % wiv Polyethylene glycol 8,000
20 % wiv Polyethylene glycol 3,350
20 % wiv Polyethylene glycol 3,350

T E T B R E 2B

A0 20 % w/fv Polyethylene glycol 3,350
AN 50 % wjv 2-Methyl-2 «-pentanediol
A2 20 % wiv Polyethylena glycol 3,350
B1 none

B2 20 % w/v Polyethylene glycol 3,350
B3 20 % wiv Polyethylene glycol 6,000
Bi 10 % w/'v Polyethylene giycol 8,000
BS 40 % v/v 2-Mathyl-2,&-pentanediol
B&6  30%w/vEthanol

B7 & % w/v Polyethylene glycol &,000
BE 10 % w/'v Polyethylene glycol 8,000
B% 20 % wiv Polyethylene glycol 6,000
B 50 % w/v Polyethylene glycol 200
BTl none

B1z 20 % wiv Polyethylene glycol 3,350

Seznam precipitaénich ¢inidel sady JCSG++ (JCSG)

& Cat.-No.: C5-206L

Precipitant 2

nene

nong

none

nong

none

nong

none

nong

none

neng

nong

nong

nene

nong

none

8 % v/v Ethylene glycol
5 % w/v Polyethylene glycol 8,000
5 % wiv Polyethylena glycol 1,000
nene

nong

none

nong

none

nong

*pH values Indicated are those of the 1.0 M buffer stock solution prior to dilution with other components

SCREEN FORMULATION

Buffer

100 mM Sodium acetate; pH &5
108 mM tri-Sodlum cltrate; pH 5.5
none

100 mM Sodium acetate; pH &.6
none

100 mM Potassium phosphate citrate; pH &2
100 MM CHES; pH 9.5

none

none

none

100 MM TRIS; pH 8.5

none

100 mM tri-Sodium citrate; pH 4.0
none

100 mM BICINE; pH 9.0

100 MM HEPES; pH 7.5

100 MM MES; pH 65

100 mM Potassium p hosphate citrate; pH 6.2
100 mM Sodlum acetate; pH &6
100 MM TRIS; pH 7.0

100 mM tri-Sodium cltrate; pH 5.0
100 mM MES; pH 6.5

none

none

L
e-0 Jena Bioscience
@

Additive

200 mM Lithium sulfate

none

200 mM di-Ammonium hydrogen citrate; pH 5.0
20 mM Calcium chloride

200 mM Magnesium formate; pH 5.9
200 mM Lithium sulfate

none

200 mM Ammonlum formate; pH 6.6
200 mM Ammonium chloride; pH 6.3
200 mM Potassium formate; pH 7.3
200 mM Ammonium di-hydrogen phosphate
200 MM Potassium nitrate; pH 6.9
800 MM Ammonium sulfate

200 mM Sodium thiccyanate; pH 6.9
none

none

none

none

none

200 mM Magnesium chloride

none

200 mM Magnesium chloride

16 M tri-Sodlum dtrate

200 mM trl-Potasslum cltrate; pH 83

58



a

s

s

6

o

ca

o

(81}

m

2

o1

Dz

03
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D&
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Da

Do

(i)

om

D1z

*pH values Indicated are those of the 1.0 M buffer stock solution prier to dilution with other compoenents

20 % w/v Polyethylene glycol &,000

20 % w{v Palyethylene glycol 6,000
20 % wiv Polyethylene glycol 3,350
10 % wiv Polyethylene glycol 6,000
£00 mM Sodium di-hydrogen phosphate
40 % v/v Polyethylene glycol 300

10 % wi'v Polyethylene glycol 3,000
20 % /v Ethanol

25 % v/v 1,2-Propanediol

10 % wiv Polyethylene glycol 20,000
none

10 % wiv Polyethylene glycol 1,000
24 9% wiv Polyethylene glycol 1,500
30 % v/v Polyathylene glycol 00

50 % v/v Polyathylene glycol 200

30 % wiv Polyethylene glycol 8,000
70 % viv 2-Methyl-2 s-pentanediol
20 % wiv Polyethylene glycol &000
40 % v/'v Polyethylene glycol s00

40 % /v 2-Methyl-2,s-pentanediol
25.5 % w/v Polyethylene glycol 4,000
40 % /v Polyethylens glycol 300

1& % v/v 2-Propanol

16 % wiv Polyethylene glycol 8,000

Preciplitant 2
none
none
nona

noneg

SCREEN FORMULATION

euffer

100 mM Potassium p hosphate citrate; pH .2
100 MM tri-Sedium citrate; pH 4.0

nane

100 MM HEPES; pH 7.0

#00 mM Potassium di-hydrogen phosphate 100 mM HEPES; pH 75

nong
none

none

10 % viv Glycerol

2% viv 14-Dloxane

none

10 % w/v Polyethylene glycol 8,000
20 % viv Glycerol

none

none

nong

none

nong

none

none

15 % viv Glycaral

nong

30 % viv Glycerol

20 % v/v Glycerol

100 mM Potassium p hosphate citrate; pH &2
100 mM Sodium acetate; pH &5

100 MM TRIS; pH 8.5

100 mM Sodium Potassium phosphate; pH 6.2

100 mM BICINE; pH 9.0
100 mM Sodlum acetate; pH &6
none
none

100 MM HEPES; pH 7.5

100 mM Sodium Potassium phosphate; pH 6.2

100 mM Sodium acetats; pH &5
100 mM HEPES; pH 75

100 mM TRIS; pH 8.5

100 MM TRIS; pH 8.5

100 MM TRIS; pH 8.0

none

100 MM MES; pH 6.5

70 mM Sodlum acetate; pH 4.6

Additive

200 mM sodium chloride

1M Lithium chloride

200 MM Ammonlum nitrate; pH 63
none

none

none

200 mM ZInc acetate

none

none

none

2 M Ammonium sulfate

none

none

200 mM Magnesium chlorde
200 mM Sodium chloride
200 mM Lithium sulfate
none

200 mM Magnesium chloride
200 mM Lithium sulfate
none

70 mM Ammonium sulfate
200 mM Calclum acetate

a0 m# Calclum chloride

&0 mM Potassium di-hydrogen phosphate

o
®-® Jena Bioscience
®

59



E1

E2

EX

E&

ES

EB

EQ

E10

ENn

E12

F12

*pH values Indicated are those of the 1.0 M buffer stock solution prior to dilution with other compenents

[®])BScreen JCSG++ HTS
o™ Cat.-No.: CS-206L

none

2 M Ammonium sulfate

10 % v/v 2-Propancl

1.26 M Ammonium sulfate

40 % w/v 2-Methyl-2,4-pentanadiol
20 % wjv Polyethylene glycol 3,000
10 % v/v Z-Propanocl

none

none

10 % wiv Polyethylene glycol 6,000
16.4 % w/'v Polyethylene glycol 8,000
10 % wi'v Polyethylene glycol 8,000
30 % v/v Jeffamine® M-600

none

20 % v 2-Methyl-2 &-pentanediol
20 % v/v Jeffamine® M-600

50 % v Ethylene glycol

10 % v/v 2-Mathyl-2,s-pentanediol
none

none

none

0.5% w/v Jeffamine® ED-2007; pH 7.0
1% wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000

30 % Wv Jeffamine® M-600; pH 7.0

Precipitant 2
none
nong
none
nong
none
none
none
neng
nong
nong
20 % vfv Glycerol
nong
nene
nong
none
nong
none
nong
none
neng
none
neng
nong

nong

SCREEN FORMULATION

Buffer

100 mM MES; pH 6.5

100 MM MES; pH 6.5

100 MM HEPES; pH 7.5
100 MM TRIS; pH 8.5

100 MM CAPS; pH 10.5
100 mM Imidazele; pH 8.0
100 MM MES; pH 6.5

100 mM Sodium acetate; pH &5
100 MM MES; pH 6.5

100 mM BICINE; pH 9.0

80 MM MES; DH 6.5

100 mM Imidazole; pH 8.0
100 mM MES; pH 65

100 mM tri-Sodlum cltrate; pH 5.0
100 mM TRIS; pH 8.0

100 mM HEPES; pH 7.5

100 mM TRIS; pH 8.5

100 MM BICINE; pH 9.0
none

none

none

100 MM HEPES; pH 7.0

100 MM HEPES; pH 7.0

100 MM HEPES; pH 7.0

Additive

1M tri-Sodium citrate

200 mM Sodium chloride

200 mM Sodium chloride

200 mM Lithium sulfate

none

200 mM Zinc acetate

200 mM ZInc acetate

1M di-Ammenium hydrogen phosphate
1.6 M Magnesium sulfate

none

160 mM Calclum acetate

none

50 mM Ceslum chloride

315 M Ammonium sulfate

none

none

200 mM Magnesium chlorde
none

800 mM di-Sodium succinate; pH 7.0
21 M di-Sodium DL-malate; pH 7.0
2.4 M dI-Sodium malonate; pH 7.0
11 M di-Sodium malonate; pH 7.0
1M di-sodium succinate; pH 7.0

none

®-0 Jena Bioscience
e
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H1

H2

H3

Ha

H5

He

HT

Hag

Hg

H10

HN

H12

*pH values Indicated are those of the 1.0 M buffer stock solution prigr to dilution with other components

30% w/v Jeffamine® ED-200%; pH 7.0

22 % wiv Poly(acrylic acld sodium salt) 5,100

20 % w/v Polyvinylpyrrolidone K15

20% w/(v Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000

12 % w/ v Polyethylene glycol 3,350
20% w/fv Polyethylene glycol 3,350
15 % w/v Polyethylene glycol 3,350

20% wiv Polyethylene glycol 3,350

30 % wfv Polyethylene glycol menomethyl ether 2,000
30 % w/v Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000

none

none

none

1% wjv Polyathylene glycol 3,350
25 % wv Polyethylene glycol 3,350
&5 % vjv 2-Methyl-2,s-pentanadiol
&5 % /v 2-Methyl-2,4-pentanediol
17 % wiv Polyethylene glycol 10,000
25 % wv Polyethylene glycol 3,350
25 % wiv Polyethylene glycol 3,350
25 % wiv Polyethylene glycol 3,350
25 % wiv Polyethylene glycol 3,350
25 % wiv Polyethylene glycol 3,350
&5 % /v 2-Methyl-2,a-pentanediol

Precipitant 2
none
noneg
none
noneg
none
noneg
none
none
none
none
none
none
nona
none
none
none
nona
noneg
none
none
none
none
none

nong

Buffer

00 MM HEPES; pH 7.0
100 MM HEPES; pH 7.5
00 MM TRIS; pH &5
100 MM TRIS; pH .5
00 MM HEPES; pH 75
nong

none

none

noneg

none

00 MM BISTRIS; pH 5.5
100 MM BIS-TRIS; pH 5.5
100 MM BISTRIS; pH 5.5
100 MM BIS-TRIS; pH 5.5
00 MM BISTRIS; pH 5.5
100 MM BIS-TRIS; pH 5.5
100 MM BISTRIS; pH 5.5
00 MM BISTRIS; pH 5.5
00 MM BISTRIS; pH 5.5
100 MM BISTRIS; pH 5.5
100 MM BIS-TRIS; pH 5.5
100 MM BISTRIS; pH 5.5
00 MM BISTRIS; pH 5.5

100 MM HEPES; pH 75

SCREEN FORMULATION

Additive

none

20 mM Magnesium chloride
100 mM Cobalt (1} chioride

200 mM Trimethylamine N-oxide

®
o-0 Jena Bioscience
@

S mM Cobalt {I1) chloride, 5 mM Cadmium chloride, 5 mM Nickel (1) chloride, 5 mM Magnesium chloride

200 mM di-Sodium malonate; pH 7.0
100 mM di-Sodium succinate; pH 7.0
150 mM di-Sedium DL-malate; pH 7.0
100 mM Potassium thiocyanate

150 mM Potassium bromide

2 M ammonium sulfate

3 M Sodium chloride

300 mM Magnesium formate

1M Ammonium sulfate

none

200 mM Calclum chloride

200 mM Ammonlum acetate

100 mM Ammaonium acetate

200 mM Ammonlum sulfate

200 mM Sodium chloride

200 mM Lithium sulfate

200 mM Ammonlum acetate

200 mM Magnesium chloride

200 mM Ammonlum acetate
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Seznam precipitacnich ¢inidel sady MemGold2 (Molecular Dimension)
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‘ Membrane
f Molecular
'y FI Dimensions
‘ Proteins
oy
MemGold2™ HT-96 / FX-96 ConditionsA1-D12 MD1-64 / MD1-64-FX
Tube # Conc. Salt Conc. Salt2 Conc. Buffer pH Conc.  Precipitant
Al 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 0.005 M Cadmium chloride hemi(pentahydrate) 0.1 M Tris 7.5  14% v/v PEG 500 MME
A2 0.1 M Potassium acetate 0.01 M Potassium chloride 0.02 M Tris 7.0  44% w/v PEG 3000
A3 0.08 M Magnesium sulfate heptahydrate 0.02 M Sodium chloride 0.02 M MES 6.0  10% w/v PEG 1450
A 0.04 M Magnesium sulfate heptahydrate 0.02 M Sodium chloride 0.02 M MES 6.5 8% w/v PEG 1450
AS 0.05 M Sodium sulfate 0.05 M Lithium chloride 0.05M Tris 85  32%v/vPEG 400
A6 0.1 M Sodium phosphate monobasic mono 0.1 M Potassium phosphate dibasic 0.1 M Bis-Tris propane 7.5 10% w/v PEG 3350
A7 0.1 M Sodium chloride 0.1 M Lithium sulfate 0.1 M ADA 6.5 11.5%w/v PEG 4000
A8 0.1 M Lithium chloride 0.1 M Cadmium chloride hemi(pentahydrate) 0.1 M Sodium acetate 4.5  30% v/vPEG 400
A9 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium chloride 0.1 M Sodium citrate 6.0  20% w/v PEG 2000
A10 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium chloride 0.1 M HEPES 7.0  31%v/vPEG 400
All 0.2 M Ammonium phosphate monobasic 0.1 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium citrate 4.5 32%v/vPEG 400
A12 0.05 M Sodium citrate tribasic dihydrate 0.12 M Potassium chloride 0.08 M Bis-Tris 6.0  14% w/v PEG 4000
B1 0.1 M Sodium chloride 0.15 M Ammonium sulfate 0.01 M MES 6.5  19% w/v PEG 1000
B2 0.01 M Nickel(ll) sulfate hexahydrate 0.1 M Sodium citrate 6.0  18% w/v PEG 2000 MME
B3 0.02 M Magnesium chloride hexahydrate 0.02 M MES 6.0  3.5% w/v PEG 3350
B4 0.02 M Sodium chloride 0.05 M MES 5.5  14%v/v PEG 350 MME
B5 0.025 M Magnesium chloride hexahydrate 0.02 M MOPS 7.0 35% v/vPEG 500 MME
B6 0.03 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M MES 6.5  28% v/vPEG 400
B7 0.04 M Sodium chloride 0.04 M Tris 8.0  25% v/v PEG 350 MME
B8 0.04 M Magnesium acetate tetrahydrate 0.1 M MES 6.0 36%v/vMPD
B9 0.05 M Zinc acetate dihydrate 0.05 M ADA 6.3 11% w/v PEG 8000
B10 0.05 M Magnesium acetate tetrahydrate 0.1 M MES 6.5  26% v/v PEG 400
B11 0.05 M Magnesium acetate tetrahydrate 0.1 M Glycine 9.5  32%v/vPEG 400
B12  0.066 M Sodium chloride 0.02 M Tris 75 3% w/v PEG 4000
C1 0.075 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M Sodium cacodylate 6.5 30 % w/v PEG 2000 MME
C2 0.08 M Magnesium acetate tetrahydrate 0.1 M Sodium citrate 6.0  14% w/v PEG 5000 MME
c3 0.01 M Zinc acetate dihydrate 1.5 M Ammonium sulfate 0.1 M MES 6.0
ca 0.087 M Ammonium sulfate 0.05 M Tris 7.0 22% v/v PEG 250 DME
c5 0.1 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M Tris 7.5  13% w/v PEG 8000
C6 0.1 M Magnesium formate dihydrate 0.1 M MOPS 7.0 17% w/v PEG 3350
c7 0.1 M Potassium chloride 0.1 M Bis-Tris 6.0  18% w/v PEG 4000
c8 0.1 M Potassium chloride 0.1 M Potassium phosphate 7.5 18 % v/v PEG 200
9 0.1 M Magnesium acetate tetrahydrate 0.1 M MES 6.0  22% w/v PEG 4000
C10 0.1 M Calcium acetate hydrate 0.1 M MES 6.0  229% w/v PEG 8000
C11 0.1 M Ammonium sulfate 0.1 M HEPES 8.5 23% w/v PEG 3350
C12 0.1 M Potassium chloride 0.1 M MES 6.0  32%v/vPEG 400
D1 0.1 M Sodium chloride 0.1 M MES 6.5  36%v/vPEG 300
D2 0.1 M Sodium chloride 0.1 M BICINE 9.0  45% v/v PEG 500 MME
D3 0.15 M Calcium chloride dihydrate 0.1 M Glycine 9.0  35%v/vPEG 400
D4 0.2 M Ammonium sulfate 0.05 M ADA 6.5 13 % w/v PEG 4000
D5 0.2 M Choline chloride 0.1 M Tris 7.5 14 % w/v PEG 2000 MME
D6 0.2 M Sodium chloride 0.05 M MOPS 7.0  19% w/v PEG 6000
D7 0.05 M Sodium chloride 0.05 M MOPS 7.0 19% w/v PEG 6000
D8 0.2 M Magnesium formate dihydrate 0.05 M Tris 8.0  19% w/v PEG 3350
D9 0.2 M Calcium chloride dihydrate 0.1 M MES 5.0  20% v/vPEG 350 MME
D10 0.2 M Ammonium nitrate 0.05 M HEPES 7.0  20% w/v PEG 3350
D11 0.02 M Lithium chloride 0.05 M Magnesium chloride hexahydrate 0.02 M Glycine 10.0 33 % w/v PEG 1000
D12 0.2 M Calcium acetate hydrate 0.1 M HEPES 7.0 24%v/v PEG 400




Molecular

“ ﬁ;i Dimensions

Membrane

Proteins

MemGold2™ HT-96 / FX-96 Conditions E1-H12

Tube# Conc. Salt Conc. Salt2
E1 0.2M Sodium acetate trihydrate

E2 0.2 MSodium chloride

B3 0.2 MSodium chloride

E4 0.2 M Ammonium formate

E5 0.2 M Ammonium sulfate

E6 0.2M Calcium acetate hydrate

E7 0.2 MSodium chloride

E8 2.0 M Ammonium sulfate 0.2 MSodium chloride
E9 0.225 M Ammoniumsulfate

E10 0.23 M Sodium chloride

E11 0.25 M Magnesiumformate dihydrate
E12 0.25 M Magnesiumchloride hexahydrate
F1 0.3 MLithium sulfate

F2 0.3M Ammonium formate

F3 0.3 M Barium chloride dihydrate

F4 0.32 M Lithium chloride

F5 0.34 M Ammoniumsulfate

F6 0.35 M Lithium sulfate

F7 0.37 M Potassium nitrate

F8 0.4 M Ammonium sulfate

F9 0.04 M Magnesiumchloride hexahydrate 0.05 M Sodium chloride
F10 0.4 MPotassium chloride

F11 0.4 M Ammonium thiocyanate

F12 0.4 M Sodium thiocyanate

Gl 0.5 MPotassium chloride

G2 0.5M Magnesium chloride hexahydrate
G3 0.8 M Potassium formate

G4 none

G5 none

G6 none

G7 none

G8 none

G9 none

G10 none

G11 none

G12 none

H1 none

H2 none

H3 none

H4 none

H5 none

H6 none

H7 none

H8 none

H9 2.75 M Ammonium chloride

H10 2.8 MAmmonium chloride

H11 3.0 M Ammonium sulfate
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Conc. Buffer

0.1 MMES

0.05 M Calcium acetate
0.1 MHEPES

0.1 MTris

0.1 MTris

0.1 MSodium acetate
0.1 MMOPS

0.1 MSodium cacodylate

0.05 M Sodiumacetate
0.05 MSodiumacetate

0.1 M Sodium cacodylate

0.1MTris

0.1 MMES

0.05M Tris

0.1 MMES

0.1 MSodium citrate
0.1 MSodium citrate
0.1 MSodium acetate
0.1 MMES

0.1 MMES

0.1 MHEPES

0.05 M HEPES

0.1 MSodium acetate
0.1 MSodium acetate
0.05 M HEPES

0.05M Tris

0.1 MSodium acetate
0.1 MMOPS

0.1 MMES

0.1 MMES

0.1 MADA

0.05M Tris

0.07 MSodiumcitrate
0.05 M ADA

0.1 MSodium cacodylate

0.1 MHEPES
0.05 M Tris
0.1 M BICINE
0.1 MADA
0.1 MTris
0.1 MHEPES
0.18 MSodiumcitrate
0.1MTris
0.1 MTris
0.025 M Bis-Tris
0.075M HEPES
0.1 MMES

MD1-64 / MD1-64-FX

Conc.  Precipitant

28 % v/v PEG 400

29 % v/v PEG 400

29 % v/v PEG 400

31 % v/v Pentaerythritole ethoxylate (15/4 EO/OH)
35 % w/v PEG3350

38 % v/v PEG 400

38 % v/v PEG 400

12 % w/v PEG 4000
33 %v/v PEG 400
22 % w/v PEG3000
40 % w/v PEG 1000
25 % v/v PEG 400
33 %v/v PEG 500 MME
34 % v/v PEG 400
14 % w/v PEG 4000
12 % w/v PEG4000
11 % v/v PEG 600
22 % v/v PEG 400
10 % w/v PEG 3350
32 % v/v PEG 400
12 % v/v PEG 400
15 % w/v PEG 4000
16 % w/v PEG 4000
20 % v/v PEG 400
21 %v/vPEG 350 MME
11 % w/v PEG 4000
9% w/v PEG 8000
11 % w/v PEG 20,000
13 % v/v PEG 400
14 % w/v PEG 6000
17 % v/v PEG 350 MVE
22 % v/v PEG 300
24% v/v PEG 400
24% w/v PEG 1500
28 % v/v PEG 600
28 % v/v PEG 400
30 % v/v PEG 400
31%v/v PEG 600
32 % v/v PEG 500 MVE
33 % v/v PEG 400
34 % w/v PEG3350
44 % v/v PEG 200
65 % v/v MPD




Seznam precipita¢nich ¢inidel sady SG1 (Molecular Dimension)

ﬂg Molecular
%@ Dimensions
o P

v

Proteins

SG1 Screen HT-96

Well # Conc. Saltl Conc. Salt2
Al 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

A2 2.0 M Ammonium sulfate

A3 0.2 M Sodium acetate trihydrate

A4 2.0 M Ammonium sulfate

A5 0.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate

A6

A7 2.0 M Ammonium sulfate

A8 1.4 M Sodium citrate tribasic dihydrate

A9 0.2 M Sodium acetate trihydrate

A10 0.2 M Lithium sulfate
All 4.0 M Sodium formate
Al12 0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate

B1

B2

B3 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
B4 0.2 M Ammonium sulfate

BS 0.2 M Calcium chloride dihydrate

B6

B7 0.2 M Sodium formate

B8 0.2 M Ammonium sulfate

B9 1.6 M Sodium citrate tribasic dihydrate

B10 0.2 M Calcium chloride dihydrate
B11 0.2 M Ammonium chloride
B12 0.2 M Magnesium formate dihydrate

c1 0.2 M Ammonium sulfate

2 1.4 M Sodium malonate dibasic monohydrate pH 7.0
a 0.2 M Lithium sulfate

c4 0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate

cs 0.2 M Ammonium sulfate

c6 2.0 M Ammonium sulfate

c7

c8 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

c9 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

c10 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
C11 0.2 M Sodium acetate trihydrate
Cc12 0.2 M Sodium acetate trihydrate

D1 1.5 M Lithium sulfate

D2

D3

D4 0.2 M Potassium thiocyanate
D5 0.2 M Sodium acetate trihydrate
D6 0.2 M Lithium sulfate

D7 0.2 M Ammonium sulfate
D8

D9 0.2 M Ammonium sulfate
D10 0.2 M Lithium sulfate

D11

D12 2.0 M Ammonium sulfate

64

Conditions A1-D12

Conc. Buffer
0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Tris
0.1 M Tris

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Bis-Tris

0.1 M MES

0.1 M Bis-Tris

0.1 M MES

0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Sodium acetate

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Tris

0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Sodium citrate

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Bis-Tris
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Bis-Tris
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Bis-Tris

MD1-89 / MD1-89-FX

pH Conc. Precipitantl
8.5 30 % w/v PEG 4000

Conc. Precipitant2

20 % w/vPEG 3350
8.5

20 % w/vPEG 3350
7.5 20 % w/v PEG 4000
7.5 2 % v/v PEG 400
7.5
8.530 % w/v PEG 4000
8.5 30 % w/v PEG 4000

10 % v/v 2-Propanol

6.520 % w/v PEG 8000
5.525 % w/v PEG 3350
6.5 12 % w/v PEG 20000
5.5 25 % w/v PEG 3350
6.530 % w/v PEG 5000 MME
20 % w/vPEG 3350
7.5 20 % w/v PEG 10000
20 % w/vPEG 3350
5.525 % w/v PEG 3350

7.5 28 % v/v PEG 400
20 % w/vPEG 3350
20 % w/vPEG 3350

4.6 25 % w/v PEG 4000

5.525 % w/v PEG 3350
20 % w/vPEG 3350
6.5 30 % w/v PEG 8000
4.6
7.5 25 % w/v PEG 3350
6.5 25 % w/v PEG 3350
8.5 25 % w/v PEG 3350
7.525 % w/v PEG 3350
6.530 % w/v PEG 8000
5.5 25 % w/v PEG 3350
7.5
5.520 % w/v PEG 3000
25 % w/vPEG 1500
20 % w/vPEG 3350
6.5 18 % w/v PEG 8000
7.525 % w/v PEG 3350
30 % w/vPEG 8000
6.5 20 % w/v PEG 5000 MME
4.6 30 % w/v PEG 2000 MME
6.5 25 % w/v PEG 3350
4.6 8 % w/v PEG 4000
6.5




’&5 Molecular
:@%&% Dimensions
f@%‘y’ﬁ

<

Proteins

SG1 Screen HT-96

Well # Conc. Saltl

E1l 2.0 M Ammonium sulfate

E2

E3 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
E4 2.0 M Ammonium sulfate

ES 3.5 M Sodium formate

E6 1.6 M Magnesium sulfate heptahydrate
E7 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
E8 0.2 M Ammonium sulfate

E9 0.1 M Potassium thiocyanate

E10 0.2 M Sodium malonate dibasic monohydrate pH7
E11 2.0 M Sodium formate

E12 0.2 M Ammonium sulfate

F1 0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
F2 0.2 M Sodium acetate trihydrate

F3 0.2 M Ammonium sulfate

F4 1.0 M Sodium citrate tribasic dihydrate
F5 0.2 M Ammonium sulfate

F6 0.2 M Ammonium nitrate

F7 0.2 M Sodium thiocyanate

F8 0.2 M Potassium nitrate

F9

F10 0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate
F11

F12 0.02 M Calcium chloride dihydrate

Gl 0.2 M Sodium acetate trihydrate

G2 0.2 M Sodium sulfate

G3 0.01 M Zinc sulfate heptahydrate

G4 0.2 M Sodium tartrate dibasic dihydrate
G5

G6 0.5 M Ammonium sulfate

G7

G8 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
G9 0.2 M Ammonium tartrate dibasic

G10 0.2 M Sodium fluoride

G11 0.2 M Sodium chloride

G12 0.1 M Sodium chloride

H1 0.2 M Ammonium formate

H2 0.2 M Lithium citrate tribasic tetrahydrate
H3 0.2 M Ammonium iodide

H4 0.2 M Sodium acetate trihydrate

H5

H6

H7 0.2 M Ammonium fluoride

H8 0.1 M Sodium acetate trihydrate

H9 0.2 M Sodium acetate trihydrate

H10 0.2 M Ammonium sulfate

H11

H12 4.3 M Sodium chloride

Conditions E1- H12

Conc. Salt2

2.0 M Ammonium sulfate

1.0 M Lithium sulfate

2.0 M Ammonium sulfate
1.6 M Ammonium sulfate
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Conc. Buffer
0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium
0.1 M Sodium

0.1 M MES

0.1 M Sodium
0.1 M Sodium
0.1 M Sodium
0.1 M Sodium

0.1 M Sodium
0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium
0.1 M Bis-Tris
0.1 M Sodium

0.1 M MES

0.1 M MES

0.1 M Sodium

0.1 M Tris

0.1 M Sodium
0.1 M Sodium

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Tris

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Imidazole

0.1 M Tris

0.1 M CHES
0.1 M Sodium

MD1-89 / MD1-89-FX

pH Conc. Precipitantl

55
25 % w/v PEG 3350
HEPES 7.530% v/v PEG 400
HEPES 75
6.5
20 % w/v PEG 3350
30 % w/v PEG 4000
30 % w/v PEG 2000 MME
20 % w/v PEG 3350
acetate 4.6
HEPES 7.5 25 % w/v PEG 3350
citrate 5.6
HEPES 7.5 25 % w/v PEG 3350

20% w/v PEG 3350
cacodylate 6.5
6.5 25 % w/v PEG 3350
20 % w/v PEG 3350
20 % w/v PEG 3350
20 % w/v PEG 3350
HEPES 7.5 20 % w/v PEG 8000
20 % w/v PEG 3350
6.5 25 % w/v PEG 3350
acetate 4630%v/v MPD
6.0 20 % w/v PEG 8000
20 % w/v PEG 3350
6.525% v/v PEG 550 MME
20 % w/v PEG 3350
60 % v/v T-mate pH 7.0
citrate 5.6
30 % w/v PEG 1500
8.520 % w/v PEG 8000
20 % w/v PEG 3350
20 % w/v PEG 3350
cacodylate 6.5
HEPES 7.5
20 % w/v PEG 3350
20 % w/v PEG 3350
20 % w/v PEG 3350
6.5 25 % w/v PEG 3350
30 % w/v PEG 4000
8.5 25 % w/v PEG 3350
20 % w/v PEG 3350
5.517 % w/v PEG 10000
8.0 10 % w/v PEG 8000
8.5 25 % w/v PEG 3350

9.0 20 % w/v PEG 8000
HEPES 7.5




Seznam precipitacnich ¢inidel sady Morpheusll (Molecular Dimension)

Screen ID Well # Conc. Additives (PDB ligands) Conc. Buffer pH Conc. Precipitant

1-1 Al 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 4 6.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-2 A2 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 4 6.5 325 % v/v Precipitant Mix 6
1-3 A3 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 4 6.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-4 A4 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 4 6.5 31 % v/v Precipitant Mix 8
1-5 A5 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 5 7.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-6 A6 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 5 7.5 325 % viv Precipitant Mix 6
1-7 A7 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 5 7.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-8 A8 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 5 7.5 31 % v/v Precipitant Mix 8
1-9 A9 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 6 8.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-10 Al10 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 6 85 325 % viv Precipitant Mix 6
1-11 All 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 6 8.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-12 Al2 90 mM LiNaK 0.1 M Buffer System 6 8.5 31 % v/v Precipitant Mix 8
1-13 B1 2 mM Divalents Il 0.1 M Buffer System 4 6.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-14 B2 2 mM Divalents Il 0.1 M Buffer System 4 6.5 325 % v/v Precipitant Mix 6
1-15 B3 2 mM Divalents Il 0.1 M Buffer System 4 6.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-16 B4 2 mM Divalents Il 0.1 M Buffer System 4 6.5 31 % viv Precipitant Mix 8
1-17 B5 2 mM Divalents Il none 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-18 B6 2 mM Divalents Il none 32.5 % viv Precipitant Mix 6
1-19 B7 2 mM Divalents Il none 30 % viv Precipitant Mix 7
1-20 B8 2 mM Divalents Il none 31 % v/v Precipitant Mix 8
1-21 B9 2 mM Divalents Il 0.1 M Buffer System 6 8.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-22 B10 2 mM Divalents Il 0.1 M Buffer System 6 85 325 % v/iv Precipitant Mix 6
1-23 B11 2 mM Divalents Il 0.1 M Buffer System 6 8.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-24 B12 2 mM Divalents Il 0.1 M Buffer System 6 8.5 31 % v/v Precipitant Mix 8
1-25 C1 4 mM  Alkalis 0.1 M Buffer System 4 6.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-26 Cc2 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 4 6.5 32.5 % v/v Precipitant Mix 6
1-27 C3 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 4 6.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-28 C4 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 4 6.5 31 % v/v Precipitant Mix 8
1-29 C5 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 5 7.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-30 C6 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 5 75 325 % viv Precipitant Mix 6
1-31 Cc7 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 5 7.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-32 Cc8 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 5 7.5 31 % viv Precipitant Mix 8
1-33 C9 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 6 8.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-34 C10 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 6 85 325 % viv Precipitant Mix 6
1-35 Cl1 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 6 8.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-36 C12 4 mM Alkalis 0.1 M Buffer System 6 8.5 31 % v/v Precipitant Mix 8
1-37 D1 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 4 6.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-38 D2 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 4 6.5 325 % viv Precipitant Mix 6
1-39 D3 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 4 6.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-40 D4 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 4 6.5 31 % viv Precipitant Mix 8
1-41 D5 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 5 7.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-42 D6 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 5 75 325 % viv Precipitant Mix 6
1-43 D7 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 5 7.5 30 % v/iv Precipitant Mix 7
1-44 D8 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 5 7.5 31 % v/v Precipitant Mix 8
1-45 D9 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 6 8.5 36 % v/v Precipitant Mix 5
1-46 D10 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 6 8.5 325 % vi/v Precipitant Mix 6
1-47 D11 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 6 8.5 30 % v/v Precipitant Mix 7
1-48 D12 2 mM Oxometalates 0.1 M Buffer System 6 8.5 31 % v/v Precipitant Mix 8

Screen should be stored between 10-18°C and gently mixed before use
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Screen ID Well # Conc.
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pH Conc.
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6.5 30
6.5 31
7.5 36
75 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
85 325
8.5 30
8.5 31
6.5 36
6.5 325
6.5 30
6.5 31
7.5 36
75 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
85 325
8.5 30
8.5 31
6.5 36
6.5 325
6.5 30
6.5 31
7.5 36
75 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
85 325
8.5 30
8.5 31
6.5 36
6.5 325
6.5 30
6.5 31
7.5 36
75 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
85 325
8.5 30
8.5 31

% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv

Screen should be stored between 10-18°C and gently mixed before use

Precipitant
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*A light pellet may form in tubes 2-1 to 2-12/well numbers B-1 to B-12 which contain Lanthanides (2-1
to 2-12). It is easily re-suspended with gentle mixing.

TThe polyamine mix must be prepared and added to the 12 corresponding tubes by the user. The raw
chemicals in a powder mix are provided in the kitin a 15 mL glass bottle. Sufficient ultrapure (>18.0 MQ)

water should be added to this bottle to make up a 13 mL solution.
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Sekvence aminokyselin tryptofan syntasy TrpB s His-Tagem

1 10 20 30 40 50
| | | | | |
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGOOMGRGSEFELRRQASMEATKKV
FENKKAEGIPVLVTEVTAGYPRPEDTVPILLAMEAGGADIIELGMPEFSDP
IADGPVIQETNTIAVANQVDYTTVLGQLREARKQGLKAPVLLMGYYNPIL
AYGEDRSIQDAAEAGANGFIMVDLPPEEAVAFREKCIKSNLSYVPLIAPS
TTLSRIKFLSTIADTFIYVVSKMGTTGSSEKVAMNNALPTIIDRIREYAE
VPLAVGFGVATRAHFNYVADSGADGVVIGTKLVNVIKESPQGEAPKNVEA
YCREMSQKGETNRVKSPPTARAASSESIPVVVPSVLPARFGEFGGQYVPE
ALVDCLVELEEAHKSAMADPEFQKELQSHAGYANRPSQIYLAENLTKDAG
GANIWLKREDLNHTGSHKINNALGQILLARRIGKTRITIAETGAGQHGVAT
ATVCAKFGMECVIYMGAEDVRRQALNVFRIEMLGAKVVPVTSGSCTLKDA
VNEAFRDWVTNLSTTHYLVGSVIGPHPFPTIVRDFQKVIGQEIKAQMLAA
RGKLPDVVVACVGGGSNAIGTFYDFIGDKSVRLVGVEAGGEGIDGDRHSA
TLSMGQPGVLHGVRTYILQODKAGQIIETHSISAGLDYPGVGPEHAWLKDS
KRAEYVVATDEEALRGFRMLTQREGITIPALESSHAIWEAVRIARTMSKDQ
DLVVCLSGRGDKDVEQISQLLPKWADILDWHVSSHAVGHTTKE
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